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RESUMO

ESTUDO FISIOPATOLOGICO COMPARATIVO DA INFECCAO POR Capillaria hepatica
EM RATOS E CAMUNDONGOS. STELAMARES BOYDA DE ANDRADE. Ratos e
camundongos sao hospedeiros dos mais susceptiveis ao helminto Capillaria hepatica.
Ambos sao utilizados experimentalmente para estudos de biologia, parasitologia,
patogenia, imunopatologia, tratamento etc, desta helmintiase. Assim, um melhor
conhecimento das semelhangcas e diferengcas entre estes dois hospedeiros se faz
necessario. O presente estudo faz uma investigagao escalonada das lesdes hepéticas em
ratos e camundongos infectados com C. hepatica, através de técnicas histologicas
basicas e de imunofluorescéncia para a matriz extracelular, acompanhadas de testes
hematologicos, bioquimicos e soroldgicos. A presenca de lesdes focais necrotico-
inflamatorias, em torno dos vermes mortos e seus ovos, acompanhada por uma difusa
hepatite reacional, foi vista como alteragbes iniciais e semelhantes, em ratos e
camundongos infectados pela C. hepatica. A partir dai as diferengas na patologia hepética
entre os dois hospedeiros foram se acentuando. Embora a presenga de vermes vivos
tenha sido notada por tempo mais prolongado na infecgdo do camundongo, as lesoes
neste hospedeiro foram moduladas mais rapida e intensamente do que no rato, havendo
inclusive desaparecimento quase total da fibrose, até mesmo nos focos de depdsitos de
ovos. Nos ratos, a modulagao das lesdes parasitarias focais e suas repercussoes difusas
sdo seguidas pelo aparecimento de uma fibrose septal, que conecta espagos-porta e
veias centrais entre si, conduzindo ao quadro morfologico de cirrose. As modificagoes
funcionais estudadas mostraram uma boa correlagdo com os dados morfologicos
descritos, indicativos das principais diferencas entre os dois hospedeiros da C. hepatica.
Os dados obtidos, além de servirem de base para estudos futuros, confirmam a auséncia
da fibrose septal no camundongo e demonstram que, a capacidade deste ultimo
hospedeiro em processar uma modulagdo mais rapida e profunda das lesbes hepaticas,
aparece como a explicacdo mais evidente para os diferentes resultados patologicos finais
exibidos pela patologia hepatica nos dois hospedeiros.

Palavras-chaves: Capillaria hepatica. Fibrose. Fibrose hepatica. Patologia.




ABSTRACT

COMPARATIVE PHYSIOPATHOLOGIC STUDY ON Capillaria hepatica INFECTION OF
RATS AND MICE. STELAMARES BOYDA DE ANDRADE. Rats and mice are among the
most susceptible hosts for the helminth Capillaria hepatica. Both have experimentally been
utilized for studies on the biology, parasitology, pathogenesis, immunopathology,
chemotherapy and so on. Therefore, more information about the similarities and
differences between these two parasite hosts seems necessary. The present comparative
study concerns a sequential basic histopathological and immunofluorescence research on
the hepatic lesions, combined with hematologic, biochemical and serologic data, from both
mice and rats infected with C.hepatica. The presence of focal necro-inflammatory changes
around dead parasites and their eggs, accompanied by diffuse and intense reactive
hepatitis, represented an early and similar picture for both hosts. From then on, differences
in hepatic pathology between these two hosts became evident. Although worms remained
alive for more prolonged time in mice than in rats, hepatic changes were more rapidly and
deeply modulated in the former, even leading to an almost complete disappearance of
fibrosis, including that formed within the focal and densely packed deposits of eggs. As for
the rats, modulation of the focal parasitic lesions were followed by the formation of septal
fibrosis, a process where fine and long fibrous septa connected portal spaces and central
canals in such a way as to form a final morphologic picture of cirrhosis. Functional data
obtained from blood and serum presented good correlations with the morphologic findings
at different phases of the evolution of infection. Present data, besides their relevance as
baseline for future studies, are confirmatory of the absence of C.hepatica.-related septal
fibrosis in mice, and are demonstrative of this host ability to process a more rapid and
complete modulation of the hepatic changes. Such capacity is probably at the roots of the
explanation for the main differences found between C. hepatica liver pathology in mice
and rats.

Key-words: Capillaria hepatica. Fibrosis. Hepatic fibrosis. Pathology.




1 INTRODUGAO

Capillaria hepatica € um helminto nematédeo que parasita uma grande variedade de
mamiferos. O figado € o habitat natural deste verme que, entretanto, pouco apés atingir a
maturidade e depositar seus ovos, vem a morrer e se desintegrar no interior do 6rgdo. O
processo seguinte se faz sob a forma de uma reagéo necroético-inflamatdria em torno dos
vermes mortos, que tende a circunscrever a area lesada formando uma cépsula fibrosa,
isolando os detritos parasitarios e seus ovos. A partir dai, a evolugao das lesoes difere
substancialmente entre ratos e camundongos. Tais diferengas envolvem aspectos
fundamentais de imunopatologia parasitaria e de fibrogénese hepatica, entre outros, os
quais merecem uma maior investigagdo, ndo s6 para esclarecer aspectos fisiopatolégicos,
como para melhor caracterizar os respectivos modelos experimentais exibidos por ratos e

camundongos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  CAPILLARIA HEPATICA

A Capiliaria hepatica pertence a familia Capiliaridae (BORUCINSKA, 1997). Foi
descrita pela primeira vez por BANCROFT em 1893, que a denominou Trichocephalus
hepaticus. Em 1916, Hall a classificou como Hepaticola hapatica. Bayilis, em 1931,
incluiu-a no género Capillaria, e, finalmente foi denominada C. hepatica, sendo assim
reconhecida até os dias atuais. O verme adulto tem simetria bilateral, corpo cilindrico,
alongado, ndo segmentado, revestido por cuticula e desprovido de membros articulados.
Apresenta dimorfismo sexual, sendo as fémeas maiores que os machos. Os ovos tém
formato oval, casca dupla e apresentam estrias na casca externa (GALVAO, 1981;
FERREIRA, 1992; SOUZA, 1998), com espessamentos nas extremidades, parecendo-se
com os ovos do tricocéfalo.

O ciclo da C. hepatica é abortivo, ficando ovos e vermes abrigados no parénguima
hepatico do hospedeiro. A infecgdo verdadeira ocorre com a ingestao de ovos
embrionados, os quais eclodem ao nivel do ceco liberando larvas que atravessam a
mucosa intestinal e migram, através do sistema porta, para o figado. Os vermes
permanecem no figado, onde liberam os seus ovos em torno de 30 dias apos a infecgao.
Em seguida, os vermes se desintegram e, juntamente com os ovos liberados, provocam
uma reagao inflamatoria cronica granulomatosa, que evolui, nos ratos, para a formacéao de
uma fibrose disseminada, do tipo septal. Os ovos s6 vém a escapar do figado com a
morte do hospedeiro, quando sao liberados no meio ambiente. Entdo, em circunstancias
favoraveis de temperatura e umidade, podem embrionar e se tornar infectantes para
algum mamifero, especialmente roedores, que, ocasionalmente, venha a ingeri-los.
Assim, o ciclo prossegue continuamente (BHATTACHARYA, 1999; COCHRANE et al.,,

1957; VARGAS CARRETO et al., 1979).
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CHIEFFI et al. (1981), num estudo feito entre 1977 e 1979, registraram a eliminagao
fecal de ovos do parasita, a partir de murideos infectados, capturados na cidade de Sao
Paulo. Embora estes autores reconhegcam que seus resultados sdo conflitantes com os
dados existentes na literatura, defendem a possibilidade desta eliminagao fecal ter uma
importante contribuigdo na transmissao do parasita. OKAEME (1985), num estudo sobre o
papel de caes e gatos na transmissao de infec¢des parasitarias incomuns para o homem,
notificou a presenga de ovos de C. hepatica nas fezes de gatos infectados. Entretanto, o
autor ndo comprovou a infeccao verdadeira nestes animais, visto que nao foram
realizados os estudos histopatoldgicos dos figados.

A infecgao espuria ocorre quando o hospedeiro ingere ovos nao embrionados, o0s
quais passam incolumes através do tubo digestivo e séo eliminados nas fezes
(FERREIRA, 1992; GALVAO, 1981).

A C. hepatica infecta varias espécies de mamiferos, domésticos ou selvagens, tais
como gorilas — Gorilla gorilla beringei (GRACZYK et al., 1999), porcos-espinhos -
Erethizon dorsatum (HAMIR & RUPPRECHT, 2000), equinos (MUNROE, 1984), caes,
gatos (OKAEME, 1985), e, inclusive o homem (ATTAH et al., 1983; BERGER et al., 1990;
CHOE et al., 1993; COCHRANE et al., 1957; FAN et al., 2000; GONZALEZ BARRANCO
et al., 1996; GOVIL & DESAI, 1996; KOHATSU et al, 1995; PEREIRA & FRANCA, 1981,
PEREIRA & FRANCA,1983). Ovos de C. hepatica foram encontrados em insetos dipteros,
num estudo que analisava o papel da Musca domestica e da Chrysomya megacephala
como vetores mecanicos de helmintos (MONZON et al., 1991). O parasita tem como
hospedeiros naturais os roedores, principalmente ratos e camundongos, e, tem sido
encontrado em quase todas as regides do mundo, sob as mais diversas condigoes
climaticas e ambientais (BHATTACHARYA, 1999; GALVAO, 1981; NAMUE &
WONGSAWAD, 1997; NASCIMENTO & SADIGURSKY, 1986). A incidéncia e prevaléncia

em ratos sao relativamente altas. No Brasil, foi encontrada uma prevaléncia de 57% entre
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0s Rattus norvegicus capturados na cidade de Salvador (GALVAO, 1976). Em Sao Paulo,
entre os anos de 1977 e 1979, CHIEFFI et al. (1981) encontraram 120 ratos (R.
norvegicus e R. rattus) com capilariase hepatica. DAVOUST et al. (1997), encontraram
um percentual de 44% de ratos infectados pela C. hepatica, entre 82 ratos (R. norvegicus
e R. rattus alexandrinus) capturados em Marseille, Franca. Em Chunchon, Korea, 43 ratos
(R. norvegicus) foram capturados e 11 mostraram-se parasitados por C. hepatica
(SEONG et al., 1995).

Quatro tipos de capilariase humana sdo conhecidos: pulmonar (C. aerophilus),
hepatica (C. hepatica), intestinal (C. philipensis) e cutdnea (C. cutaneae) (VARGAS
CARRETO et al, 1979). BOUCHET (1997), estudou 23 exames parasitolégicos de fezes
humanas, em Chalain, Franga, tendo registrado a presenga de ovos de Capillaria sp. em
21 deles. A infecgao pela C. hepatica nao é comum no homem, e, aproximadamente 42
casos foram descritos no mundo até 1999 (FAN et al., 2000), mais frequentemente
entre criancas de 1 a 5 anos de idade (BERGER et al., 1990; COCHRANE et al., 1957,
CHOE et al.,, 1993; FAN et al., 2000; KOKAI et al., 1990; SAWAMURA et al.,1999;
TERRIER et al., 1999; VARGAS CARRETO et al., 1979). Estes casos s&o geralmente
graves e caracterizam-se pela triade que envolve febre persistente (39 a 40° C),
hepatomegalia e leucocitose com hiper-eosinofilia. Na maioria das vezes, o diagndstico €
feito no exame post mortem. Nos casos em que o diagndstico é feito através da biopsia
hepatica, os pacientes podem responder bem ao tratamento com tiabendazol, embora na
maioria das vezes esta droga nao seja bem tolerada (ATTAH et al., 1983; BERGER et al.,
1990; CHOE et al., 1993; COCHRANE et al., 1957; KOHATSU et al., 1995; SAWAMURA
et al., 1999; TERRIER et al., 1999). Suspeita-se que a infecgdo em seres humanos seja
mais frequente, e, que as dificuldades existentes para revelar a presenga do parasita,
através de técnicas parasitologicas ou imunologicas, dificultem o diagnéstico (CHIEFFI et

al., 1981; GALVAO, 1976; GALVAOQ, 1981).
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A infecgao espuria nao € incomum em humanos, sendo que 34 casos foram descritos
até 1956. Entretanto é possivel que o numero de casos de infecgdo espuria seja bem
maior do que aquele ja relatado, pois, neste tipo de infec¢ao, os ovos sao eliminados nas
fezes, e, muitas vezes podem ser confundidos com ovos de T. trichiuris (FAN et al., 2000;
GALVAO, 1981).

Levando-se em conta o grande numero de roedores existente nas grandes
metropoles brasileiras, a possibilidade de contato dos pequenos animais domésticos com
os murinos e que as condigoes socio-econdmicas da maioria da populagéo possibilita um
contato direto e constante das pessoas, principalmente criangas, com estas espécies ou
com agua e alimentos contaminados, € bem provavel que este parasita tenha, em
patologia humana, uma importancia maior do que a que lhe é atribuida.

Em contrapartida, alguns autores estudam a possibilidade deste helminto regular a
abundancia de camundongos domésticos (Mus musculus domesticus), funcionando como
agente de controle bioloégico (BARKER et al., 1991; McCALLUM & SINGLETON, 1989;
McCALLUM, 1993; SINGLETON & McCALLUM, 1990; SINGLETON et al., 1991;
SINGLETON & CHAMBERS, 1996; SPRATT, 1990).

Estudos anatomo-patolégicos da infecgdo experimental tém sido realizados por
diversos autores, entretanto a literatura é carente de dados que caracterizem de modo
amplo e efetivo a fisiopatologia da infecgdo, principalmente no que diz respeito a

imunopatologia.

22 MODELOS EXPERIMENTAIS DE FIBROSE HEPATICA

Fibrose € um processo patoldgico que ocorre como uma situagdo de reparo,
quando a fibrogénese predomina sobre a fibrogenodlise. A deposi¢do de colageno,
particularmente dos colagenos tipos |, lll, V e VI, tem consequéncias duradouras sobre 0

figado. Nos estagios iniciais, a fibrose pode se desenvolver em torno do espago-porta ou
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da veia central, ou pode ser depositada diretamente no espago de Disse. A ativagdo de
células perisinusoidais indica que a fibrose hepatica € um processo dinamico que pode
implicar no eixo formado entre células de Kupffer - células de Ito. A evolugao da fibrose
leva o figado a ser subdividido em nédulos de regeneragio de hepatécitos, os quais sdo
envolvidos por tecido de cicatrizagao, terminando por apresentar um quadro de cirrose
(COTRAN et al., 1994; SOUZA, 1998).

Quanto mais recente a fibrose, mais rapido é o processo de reabsorcdo. Nas
fibroses mais antigas a degradacao € muito mais lenta. Nas fibroses recentes, o colageno
tipo 1l predomina sobre o tipo |, porém a velocidade de reabsor¢éo néo parece depender
do tipo de colageno predominante, e sim do aparecimento de reticulagdo (cross-linking)
entre suas moléculas, uma transformacgéao progressiva e que pode ser intensificada com o
passar do tempo (ANDRADE, 1999).

Desde o inicio do século XX pesquisadores em todo o mundo tentam desenvolver
um modelo experimental adequado para o estudo da fibrose hepatica. Apesar das
limitagdes inerentes aos modelos experimentais em animais, estes tém dado importantes
contribuicoes para o entendimento dos mecanismos celulares e moleculares que
permeiam tal patogénese (TSUKAMOTO et al., 1990). O modelo da capilariase hepatica é
relativamente recente e comecou a ser utilizado em ratos Wistar no ano de 1991, no
Laboratério de Patologia Experimental (LAPEX), no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
(CPgGM) da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Bahia. Atualmente, no mesmo

laboratdrio, o0 modelo esta sendo definido em camundongos Swiss.

2.2.1 O Modelo da Capilariase no Rato
Os ratos sao hospedeiros naturais da C. hepatica. A maioria dos estudos feitos nestes
animais resultou de pesquisas que investigaram a importancia deste helminto em saude

publica. Os resultados geralmente limitam-se aos achados histopatol6gicos, os quais
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mostram lesoes hepaticas com reagdes granulomatosas focais, associadas aos ovos e/ou
vermes, tecido necrotico e/ou focos necréticos calcificados e uma fina capsula fibrética
periférica, contendo de pequeno a moderado nimero de neutrdfilos, eosindfilos, linfécitos
e macrdfagos, além da fibrose perisinusoidal, a qual aparece como uma caracteristica
constante (CERUTI et al., 2001; DAVOUST et al., 1997).

A fibrose septal ndo tem sido bem reconhecida como uma manifestacao da
capilariase hepatica em ratos. A infecgdo experimental nestes animais comegou a ser
utilizada ha aproximadamente 10 anos como modelo para o estudo deste tipo peculiar de
fibrose (FERREIRA & ANDRADE, 1993). Existem véarios modelos que reproduzem a
fibrose septal (infeccao por Schistosoma mansoni, intoxicagao por tetracloreto de carbono
(CCl,). cirrose septal incompleta, bem como injecOes repetidas com soro de porco em
ratos). Todavia, 100% dos ratos infectados com ovos embrionados de C. hepatica
desenvolvem esta forma de fibrose de maneira regular e uniforme, com percentual
minimo de Obito entre os animais. Por esta razdo, a infecgao por este helminto em ratos
representa um excelente modelo para o estudo da fibrose hepatica.

FERREIRA & ANDRADE (1993), descreveram pela primeira vez a fibrose septal na
infeccdo por C. hepatica em ratos. Estes autores chamaram atengdo para o seu
aparecimento relativamente tardio no curso da infecgdo, quando as lesdes parasitarias
focais ja mostravam sinais de involugao, cerca de 30 dias apos a inoculagdo com ovos
embrionados pela via endogastrica. A fibrose, de curso inicial progressivo, acaba
formando um quadro que exibe marcada septagao, tornando o figado semelhante ao do
porco. Os septos, finos e longos, conectam espago-porta com espago-porta e estes com
veias centro-lobulares e aparecem bem evidentes em torno do 40° dia pés-infecgéo,
guando os vermes mortos e as lesdes por eles determinadas sofrem encapsulamento e
progressiva reabsorgdo. Localizados principalmente na zona lll do &cino hepético, a

microscopia éptica de alta resolugdo revela que estes septos contém fibras colagenas,
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vasos sanguineos € muitos tipos celulares, especialmente fibroblastos e células
armazenadoras de gordura. Com a evolugcao, a fibrose pode reproduzir um aspecto
cirrético, embora os noédulos hepatocitarios nao exibam nitidos sinais regenerativos. A
imunofiuorescéncia mostra a presenca predominante do colageno tipo Il nos septos e
colageno tipo | na cdpsula que envolve os nddulos parasitarios. Fibronectina, elastina e
laminina também sao encontradas nos septos fibrosos. Estes autores mostraram ainda
que as lesfes inflamatorias e necroticas focais evoluem com encapsulamento e
resolucao, muitas vezes com calcificagao.

Com relagao ao indculo, sabe-se que o seu tamanho nao exerce influéncia na
intensidade da fibrose septal, porém, o maior in6culo determina um aumento de lesées

parasitarias focais (OLIVEIRA & ANDRADE, 2001).

2.2.2 0O Modelo da Capilariase no Camundongo

Os camundongos, assim como 0s ratos, sao hospedeiros naturais da C. hepatica.
Entretanto, o modelo da capilariase para o estudo da fibrose hepatica nesta espécie
animal ainda esta sendo caracterizado. Do ponto de vista histopatoldgico, estes animais
respondem de forma diferenciada a infecgdo, fazendo-os parecer melhor adaptados ao
parasita.

A infeccao experimental mostra inicialmente uma marcada hepato-esplenomegalia,
com hepatite aguda, intensa, difusa e focal. A histopatologia revela presenca de vermes
adultos e/ou imaturos, vivos e/ou mortos em diversos graus de desintegragao e muitos
ovos, ambos circundados por um grande infiltrado inflamatério, onde predominam os
leucécitos polimorfonucleares. Estes aparecem também em areas nas quais o parasita
esta ausente, caracterizando uma hepatite reacional. Esta fase aguda mostra também
deposigao de material hialino, com necrose coagulativa e purulenta. Cerca de 95 a 110

dias apés a infeccao, figado e bago voltam ao tamanho normal, e, as lesoes apresentam-
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se involuidas, moduladas, com desaparecimento da hepatite reacional difusa e
persisténcia das transformagoées fibréticas granulomatosas focais em torno de ovos e
vermes em desintegragdo, onde se observa a presenca de células gigantes e calcificagao
das lesdes. O granuloma formado em torno dos ovos do parasita apresenta componentes
da resposta celular e humoral, ou seja, predominio de macréfagos e linfocitos, seguido da
infiltracdo de eosinofilos. Uma fibrose perisinusoidal se desenvolve em torno destas
lesbes, porém, a fibrose septal ndo é observada (GALVAO, 1981; GOTARDO et al., 2000;
RAYBOURNE et al., 1974; SOLOMON & SOULSBY, 1973).

Dados sobre a resposta humoral na relagdo hospedeiro-parasita revelam a
presenga de anticorpos anti - C. hepatica no soro de camundongos experimentalmente
infectados ja a partir da primeira semana de infecgdo, ocorrendo inicialmente um aumento
de IgM, sequido por uma intensificagao de IgG, observada & partir da segunda semana de
infeccdo. (GALVAO, 1976; NASCIMENTO & SADIGURSKY, 1986; RAYBOURNE &

SOLOMON, 1975; SOLOMON et al., 1974).

2.2.3 Outros Modelos Experimentais
Existem varios outros modelos experimentais que reproduzem a fibrose hepética,
tais como a administragcéo de substancias hepatotdxicas enddgenas ou exogenas, dietas

inadequadas, fatores imunolégicos e/ou genéticos (TSUKAMOTO et al., 1990):

— Intoxicagao por CCL,: Esta é a hepatotoxina exogena mais amplamente utilizada em
animais experimentais na indugdo da fibrose hepatica. Este modelo tem possibilitado
estudos sobre a deposicdo da matriz extra-celular, eficacia de vérias drogas
antifibrogénicas, associacdo das células de lto com o processo fibrético e alteragoes
hemodindmicas que ocorrem no figado fibrético ou cirrotico. A degeneragdo gordurosa

pode ser observada, e, apds interrupgdo do tratamento, o quadro fibrético € resolvido. A
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administrag&o oral desta toxina, principalmente em doses repetitivas, € inconveniente por
promover alta mortalidade e indugao pouco consistente de fibrose hepatica. Entretanto, a
associagdo do CCL, com fenobarbitais resulta, em ratos, numa fibrogénese mais
consistente e acelerada, com menor mortalidade (TSUKAMOTO et al., 1990). Alguns
experimentos realizados com CCL, em ratos, possibilitaram o reconhecimento da
heterogeneidade dos clones de células armazenadoras de gordura, os quais podem ser
excelentes modelos para o estudo do papel destas células na formagao de matriz extra-
celular. (GREENWEL et al.,, 1993; NIKI et al., 1996). Estudos feitos em ratos Wistar
machos, serviram também para comprovar a agao anti-fibrogénica de determinadas
drogas (IGARASHI et al., 1986). Além disso, esta linha de pesquisa ajuda a elucidar o
importante papel das células de Kupffer na patogénese da fibrose (RIVERA et al., 2001;

SHIVATORI et al., 1986).

— Intoxicagdo por dimetilnitrosamina (DMNA) e tioacetamida (TAA): Estas duas toxinas
carcinogénicas sao muito utilizadas na indugdo experimental de fibrose hepética.
Pequenas e repetitivas doses destas toxinas causam tumor no figado, porém quando
administradas em doses elevadas resultam em necrose e subsequente fibrose hepatica. A
DMNA quando administrada pela via oral ou através de inje¢do intraperitoneal em ratos,
causa necrose centrolobular e periportal, diferindo do CCL4 por ndo causar degeneracao
gordurosa nos hepatécitos. A producdo de coldgeno ocorre desde a fase inicial, e, a
grande quantidade de colageno tipo 1V indica a elevagao dos niveis desta proteina na
membrana basal. Os septos fibrosos que se formam conectam veias centrais com
espacos-porta. A fibrose ou cirrose estabelecida permanece estavel por varios meses
apos a interrupcao do uso da droga (ALA-KOKKO et al., 1987). A fibrose hepatica
induzida por DMNA, em ratos, serve também como modelo para estudos sobre o efeito de

drogas antifibrogénicas (NAKAMUTA et al., 2001). A administracao repetitiva de TAA em



25
ratos reproduz a fibrose septal, onde os septos fibrosos conectam espagos-porta entre si
e entre veias centrais. As lesdes formadas persistem por aproximadamente dois meses

apés o término do tratamento (ZIMMERMAN et al., 1987).

— Administragdo de endotoxinas: A utilizagdo de endotoxinas promove alteragées ndo
especificas no figado de ratos, incluindo acumulo de lipidios dentro dos hepatécitos, e,
principalmente, no espago de Disse. Uma intensa necrose e subsequente fibrose podem
ser observadas. A fibrose septal € também estabelecida. Este modelo permite a
observacgdo de que a expressao de citocinas anti-inflamatérias regulam a expressao de
citocinas pro-inflamatérias. Entretanto, a sua utilizagéo é limitada em razao da elevada

taxa de mortalidade (JARVELAINEN et al., 1999; LEVY et al., 1968).

— Manipulagao da dieta:

a) A ingestao de etanol, associada a dietas ricas em gordura e pobres em proteina, leva a
um quadro de fibrose em ratos. O acumulo intracelular de lipidios ocorre tanto em areas
portais quanto em areas centro-lobulares. A esteatose centrolobular é atribuida a
deficiéncia de colina e na area portal a deficiéncia de outros aminoacidos. Uma fibrose
septal & formada, conectando veias centrais entre si e entre espagos-porta. A
desvantagem deste modelo deve-se ao fato de que a resposta € muito variavel entre os
animais e a duragdo do experimento € muito prolongada, dificultando o estudo dos
estagios patologicos (LIEBER & DeCARLI, 1970; TSUKAMOTO et al., 1986). French e
colaboradores, num trabalho realizado com ratos adultos que receberam este tipo de dieta
por um periodo de seis meses, sugerem que a fibrose septal formada no figado destes
animais pode ser iniciada a partir da nerose centro-lobular (FRENCH et al., 1988).

b) Dietas pobres em proteinas e metionina, suplementadas com 0,5% de DL-etionina séo

fibrogénicas para ratos jovens. Este modelo resulta em necrose, proliferagcao celular e
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subsequente fibrose. Este € um bom modelo para o estudo da fibrose difusa que ocorre
em humanos com doenga alcodlica aguda. Porém, a elevada mortalidade, formagao
inconsistente dos septos fibrosos e produgdo de cirrose, o torna inadequado para

experimentos de longa duragao (TSUKAMOTO et al, 1990).

— Intoxicagao alcodlica: A ingestao excessiva de alcool € o maior fator etiologico de
fibrose e cirrose em humanos. A reproducao experimental desta patologia € dificil devido
a aversao natural que os animais tém ao etanol, o que dificulta a ingestao adequada.
Além disso, &€ muito complicado definir em qual estagio nutricional os animais encontram-
se intoxicados pelo etanol. As alteracoes observadas incluem esteatose hepatica, seguida
de necrose e subseqlente fibrose, podendo evoluir para um quadro cirrotico.
Experimentos realizados com ratos Wistar machos indicam que dietas enriquecidas com
acidos saturados e poli-saturados sao capazes de reverter as lesdes hepaticas
provocadas pelo etanol (NANJI et al., 1996). Outros estudos mostram que a deficiéncia
nutricional pode afetar a toxicidade do etanol e do acetaldeido (LIEBER, 1994). Num
estudo onde grupos de ratos Wistar machos foram expostos durante quatro semanas ao
etanol, um dos grupos recebeu um agente toxico para as células de Kupffer (0 GdCls). As
alteracoes hepaticas foram dramaticamente reduzidas neste grupo. Este modelo pode ser
utilizado para demonstrar que a inativacdo das células de Kupffer protege o figado contra

a fibrose (ADACHI et al., 1994).

— Administragao de soros heterélogos: A inducao de fibrose hepatica, em ratos, através
da administracdo de soros heterdlogos tem revelado a importdncia de fatores
imunolégicos na fibrogénese hepatica. Substancias antigénicas como soro de equino ou
de suino, albumina suina, gama globulina humana e globulina sérica suina, quando

administradas repetidamente geram um quadro histolégico que se caracteriza por uma
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resposta fibrosa na area periportal e subsequente desenvolvimento de septos fibrosos,
definindo um quadro de fibrose septal. Este modelo tem sido utilizado no estudo do papel
dos macrofagos, células de Ito e miofibroblastos na fibrogénese hepatica (PARONETTO &
POPPER, 1966; TSUKAMOTO et al., 1990). Injegdes intra-peritoniais repetidas com soro
de porco, em ratos, indicam que a formagao dos septos fibrosos provavelmente depende
de um estimulo prolongado e continuo das células de Ito. Isto revela que o eixo formado
entre estas células e as células de Kupffer tem importancia na patogénese da fibrose
septal (ANDRADE, 1991). O envolvimento do sistema imune na formacgao da fibrose
hepatica pode ser demonstrado num estudo onde ratos Wistar, tolerizados com injegoes
intra-peritoniais repetidas de soro de porco, desde o primeiro dia de vida, mostraram
baixos niveis de anticorpos contra o antigeno utilizado e nao desenvolveram a fibrose

hepatica (BHUNCHET et al., 1996).

— Antigenos bacterianos: O envolvimento do sistema imune na fibrogénese hepatica
pode ser demonstrado quando alguns produtos da parede celular de bactérias intestinais
sao administrados em ratos. Este modelo permite o estudo da resposta imune mediada
por células, a qual produz lesées granulomatosas periportais no figado de ratos que
possuem timo, mas nao em ratos atimicos. Este modelo de fibrose hepatica dependente
de linfocito T é utilizado para investigagdo dos mecanismos celulares e moleculares que
envolvem macrofagos, células T e as citocinas produzidas por estes tipos celulares

(RUTENBURG et al., 1987; TSUKAMOTO et al., 1990).

— Infecgdo por Schistosoma mansoni: Camundongos infectados com S. mansoni
desenvolvem granulomas na regido portal do figado. Estes granulomas consistem numa
resposta inflamatoria e imunoldgica aos ovos do parasita. Os fibroblastos estimulados

depositam coldgeno na matriz extra-celular, por vezes de maneira excessiva,



28
determinando o aparecimento de fibrose. Porém, esta fibrose ndo persiste se a
inflamacgao desaparece. Uma vez cessado 0 estimulo da inflamagéo cronica, 0 excesso
de matriz extracelular é total ou parcialmente removido por degradacao (ANDRADE,
1999). Os granulomas esquistossométicos podem também ser observados na parede
intestinal (SILVA & ANDRADE, 1995). A infeccdo de camundongos com S. mansoni
permite o estudo da modulagéo do granuloma (SILVA, 1998), bem como testar o efeito de

drogas anti-fibrogénicas, a exemplo do Interferon-y (LORTAT-JACOB et al., 1997).

A fibrose septal € uma importante alteragao patoldgica ainda pouco entendida em sua
patogenia. Ocorre, como foi descrito, como uma reagéo inespecifica em varias doengas
crénicas do figado e pode ser reproduzida em diversos modelos experimentais. Este tipo
de fibrose caracteriza-se pela formacao de longos e finos septos que conectam espagos-
porta entre si e espagos-porta com veia central, localizados principalmente na zona Il do
acino hepatico. A hipertrofia e hiperplasia das células perisinusoidais armazenadoras de
gordura, observadas apds necrose do parénquima, sugerem o importante papel destas
células neste tipo de fibrose. A resposta imune, juntamente com os macrofagos, tem uma
significante contribuicdo na patogénese da fibrose septal hepatica, pois, a mesma n&o se
desenvolve no figado de ratos adequadamente tolerizados com soro de porco, e se
desenvolve nos animais nao tolerizados. Outros autores tém postulado que estimulos
imunolégicos estao envolvidos na patogénese da fibrose septal (ANDRADE, 1991;

BHUNCHET, 1996; CRAWFORD et al., 1994; FERREIRA, 1992).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar, comparativamente, a cinética da infecgao por Capillaria hepatica em ratos e
camundongos, explorando as caracteristicas morfolégicas e funcionais nestes dois
hospedeiros, com a finalidade de:

a) Identificar o potencial de cada um dos hospedeiros como modelo experimental

para o estudo da fibrose hepética.

b) A partir de um estudo comparativo, procurar entender o0 motivo das diferencas

de comportamento entre o rato e o camundongo diante do agente patogénico

Capiliaria hepatica.

3.2  Especificos

Avaliar, comparativamente, a infec¢éo pela C. hepatica em ratos e camundongos
quanto a:
- Producéo, evolugéo e degradagéo da fibrose hepatica;
- Comportamento dos anticorpos séricos anti-C. hepatica;
- Evolugéo das alteragdes funcionais do figado (perfil hepatico);

- Perfil hematoldgico.
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4 JUSTIFICATIVA

Ha evidéncias indicativas de que a fibrose septal que se desenvolve nos ratos
infectados pela Capillaria hepatica tem uma base imunoldgica. Os extensos dados
existentes sobre o modelo da fibrose hepatica produzida por injecdes intraperitoneais
repetidas de soro de porco em ratos, também facilitam a compreensao da patogenia das
lesdes hepaticas causadas pela C. hepatica em ratos. Todavia o0 modelo no camundongo
tem sido pouco explorado. A tentativa de se investigar, comparativamente, estes dois
hospedeiros, tdo diferentes nas suas respostas fibrogénicas hepaticas, é feita na
suposicdo de uma melhor compreensao da patologia da capilariase. Os resultados
obtidos a partir de avaliacdes quantitativas e qualitativas, quando comparados entre uma
espécie que desenvolve este tipo peculiar de fibrose (o rato) e outra que responde com
hepatite cronica granulomatosa sem desenvolvimento da fibrose septal hepatica (o
camundongo), podem fornecer dados importantes para o conhecimento dos fatores que
determinam estes diferentes padroes de resposta. Além disso, estes resultados
fornecerao subsidios para um estudo mais aprofundado na imunopatologia da infeccao e
podem levar a caracterizagdo de um modelo murino de capilariase para o estudo da

fibrose hepatica.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1  ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Ratos — Foi utilizado um total de 20 ratos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem
Wistar, machos, com idade variando entre um a trés meses, pesando em média 100 a
200 gramas, provenientes do biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM) —
Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)/Ba.

Camundongos — Foram utilizados 60 camundongos (Mus musculus), linhagem Swiss,
machos, entre um a trés meses de idade, com peso variando entre 10 a 15 gramas,
fornecidos pelo biotério do CPqGM — FIOCRUZ/Ba.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com tampas inoxidaveis,
coletivas (cinco animais por caixa), com dimensoes de 49x34x16cm (para os ratos) e
30x20x13cm (para os camundongos). As gaiolas eram forradas com maravalha de Pinus,
trocada de 2 a 3 vezes por semana. A alimentagao foi feita com uma ragdo comercial

peletizada e agua filtrada, fornecida em bebedouros de vidro, ad libitum.

5.1.1 Sala de Experimentagao

Durante o periodo experimental os animais permaneceram no biotério do CPqGm —
FIOCRUZ/Ba. Foram mantidos em salas, com condigbes apropriadas de temperatura
(22+/- 2°C), umidade relativa do ar (55 +/- 10%), iluminagao (luz fluorescente com ciclos

de 12 horas claro/escuro) e exaustao (continua).

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Foi realizado um estudo experimental descritivo € comparativo, com andlises
histologicas, soroldgicas, bioquimicas e hematologicas sequénciais, de ratos e

camundongos infectados com Caplllaria hepatica.
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Ratos e camundongos foram divididos randomicamente, constituindo dois Grupos
Experimentais (R e C). Estes foram subdivididos em Sub-Grupos de acordo com o tempo
em que foram utilizados para a obtengao de amostras de tecido hepatico, soro e sangue,
e de acordo com o tipo de analise (histoldgica, soroldgica, bioquimica ou hematoldgica)
que seriam submetidos (Diagramas 1, 2, 3 e 4). Os pontos de coleta experimental (15, 40
e 70 dias poés-infecgdo para os ratos, e, 30, 45 e 90 dias pos-infeccao para os
camundongos) foram indicados a partir de experiéncias prévias do Laboratério de
Patologia Experimental - LAPEX, como 0s momentos em que as lesoes exibiam
modificagdes mais evidentes.

Grupo R — Constituido por 20 ratos, mantidos vivos até o fim do experimento.

Sub-Grupo 1R — Destes animais foram obtidos materiais (tecido hepatico, sangue e soro)
15 dias pos-infec¢ao. Era composto pelos ratos, os quais estavam sub-divididos em 5
caixas (5 animais/caixa), cada uma destinada a um determinado tipo de andlise
(histoldgica, sorologica, bioquimica ou hematologica).

Sub-Grupo 2R — Idem, 40 dias ap6s a infecgao.

Sub-Grupo 3R — Idem, 70 dias ap6s a infecgao.

Grupo C — Constituido por 60 camundongos, eutanasiados nos respectivos pontos de
coleta experimental.

Sub-Grupo 1C — Destes animais foram obtidos materiais (tecido hepatico, sangue e soro)
30 dias pos-infecgao. Era composto por 15 camundongos, 0s quais estavam sub-divididos
em 3 caixas (5 animais/caixa), uma das quais era destinada a andlise histologica e
sorolbgica (12 caixa:) e as outras duas destinadas as demais analises realizadas (22 caixa:
analise bioquimica; 32 caixa: analise hematol6gica).

Sub-Grupo 2C — Idem, utilizados 45 dias ap6s a infecgao.

Sub-Grupo 3C — Idem, utilizados 90 dias ap0s a infeccao.
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Controles — Cada animal, no que diz respeito aos ratos, serviu como seu préprio controle
para todas as andlises realizadas, uma vez que o material foi colhido com os animais
mantidos vivos. Todavia, como os camundongos foram eutanasiados para obtengao das
amostras, 15 animais foram utilizados como controles. Estes animais foram sub-divididos
em 3 caixas (5 animais/caixa), uma das quais era destinada a analise histolégica e
sorolégica (12 caixa:) e as outras duas destinadas as demais analises realizadas (22 caixa:

analise bioquimica; 32 caixa: analise hematologica).

5.3 INOCULO

Ovos de C. hepatica foram obtidos a partir de figados de ratos e/ou camundongos
experimentalmente infectados para a manutengéo do ciclo vital do helminto no LAPEX
(SANTOS et al., 2001). Os animais foram eutanasiados apds um periodo igual ou superior
a 30 dias pos-inoculagdo. Ap6s anestesia-los com éter, foi feita uma inciséo longitudinal
mediana na parede ventral do abdome, e os figados foram removidos. Uma quantidade
variavel de solugéo salina a 0,85% foi adicionada aos figados, que foram triturados num
liquidificador doméstico, por um periodo de trés minutos, alternadamente em alta e baixa
rotacdo. O homogenado foi colocado em calices de sedimentacao por um periodo de 30
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi re-suspenso na
mesma solucdo. Este procedimento foi repetido por 3 a 4 vezes até que o sobrenadante
estivesse com aparéncia limpida. O sedimento, contendo ovos imaturos, foi colocado em
placas de Petri forradas com papel-filtro e algoddo umedecido em formol a 0,5% (cdmara
umida). As placas foram mantidas a temperatura ambiente (+ 26°C) durante um periodo
de 28 a 30 dias, quando os ovos, ja embrionados, foram suspensos em solugao salina e
acondicionados em tubos Falcon. Estes foram preservados a temperatura da geladeira (+
4°C) até o momento do uso. Para obtengao do inéculo, o material obtido foi devidamente

ajustado, a partir de uma aliquota equivalente a 1000 ovos / ml.



Diagrama 1

RATOS
1R (15 dias p6s-infecgéo)

CONTROLES . Q Lk 2R
(animais normais) (40 dias p6s-infecgéao)

R (Total = 20 animais)

l

3R
(70 dias pés-infecgao)

Diagrama 2
RATOS
l CONTROLES, 1R, 2R e 3R
5 animais 5 animais 5 animais 5 animais
Biopsia soro soro sangue
Hepatica ELISA Dosagem Bioquimica Hemograma

* Os animais foram mantidos vivos durante todo o experimento.



Diagrama 3

CAMUNDONGOS
1C (30 dias p6s-infecgao)

CONTROLES s 3 2C
(animais normais) < w=¥ (45 dias pés-infecgao)

C (Total = 60 animais)

l

3C
(90 dias pés-infecgao)

Diagrama 4
CAMUNDONGOS
CONTROLES, 1C, 2C e 3C
5animais 5 animais 5 animais
Hepatectomia e sSoro sangue
ELISA Dosagem Bioquimica Hemograma

* Os animais foram eutanasiados em todos os procedimentos.



36
5.3.1 infeccao

Os animais foram infectados por entubagao gastrica, com o auxilio de uma seringa
provida de agulha de ponta romba, sendo o inéculo de aproximadamente 600 ovos
embrionados de C. hepatica para os ratos e 100 para os camundongos. A partir dai, tanto
os ratos quanto os camundongos sO foram utilizados nos seus respectivos pontos
experimentais (15, 40 e 70 dias pés-infeccao para os ratos; 30, 45 e 90 dias pés-infecgao

para os camundongos), nao havendo nenhum ébito durante os periodos de intervalo.

5.4 TECNICAS

5.4.1 Estudo Histopatoldgico

Tecido examinado — Na fase de pré-infecgdo, onde o material que serviu como controle
foi coletado, € nos pontos experimentais subsequentes, uma porgao do tecido hepatico foi
obtida por hepatectomia parcial (bidsia cirirgica), nos ratos. Estes animais foram
anestesiados pelo éter, e, em condigoes de assepsia, foi feita a abertura do abddéme na
linha mediana, exposto um dos lobos do figado, o qual foi laqueado e removido. Em
seguida o ferimento foi fechado por pontos separados. Nao houve mortalidade poés-
operatéria. Entretanto, os camundongos que forneceram tecido hepdtico foram os
mesmos que forneceram material para andlise sorolégica. Estes animais foram
anestesiados com o éter, em seguida tiveram o abddme aberto através de uma incisdo na

linha mediana e foram eutanasiados mediante a retirada do figado.

Histologia — Alguns fragmentos de tecido hepatico foram fixados em uma solugao de
formol a 10% em tampao fosfato (formol Millonig), ou seja, para obengao de 1L desta
solugao utilizou-se 1000 ml de formol a 10% acrescido de 18,69 de fosfato monobasico de

sodio e 4,2g de hidroxido de sédio, ao final o pH foi ajustado em 7,4. Os tecidos foram
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incluidos rotineiramente em parafina e as secgdes obtidas foram coradas pela

Hematoxilina - eosina e pelo método do picro-sirius vermelho para colageno.

Imuno-fluorescéncia indireta — Alguns fragmentos de figado, no exato momento em que
foram obtidos por biopsia, foram imediatamente colocados em um meio gelatinoso
especial (Tissue-Tek) e instantaneamente congelados em nitrogénio liquido. Os blocos
foram conservados tubos Falcon bem tampados, em um freezer a —70°C, até o momento
em que foram seccionados no criostato de mesa Slee Mainz, modelo MTC, a temperatura
de —13° C. Em seguida, os cortes de aproximadamente 6um de espessura, foram
colocados em laminas de vidro tratadas com polilisina e fixados em acetona desidratada.
As laminas foram hidratadas, durante cinco minutos, por trés vezes, em salina tamponada
(Phosphate Buffered Saline - PBS) pH 7,4. O bloqueio das reagdes inespecificas foi
realizado utilizando-se leite em p6 desnatado, Molico, diluido a 10% em PBS e incubando-
se as laminas por um periodo de 15 minutos a 37°C. Logo apds, foram submetidas a um
tratamento com o anticorpo phmario, em diluicdo apropriada segundo o fabricante,
colocado numa quantidade de 50ul pra cada corte. As laminas foram mantidas numa
camara Umida e incubadas por um periodo de 30 minutos a 37°C. Seguiram-se lavagens
com PBS. Depois, os cortes foram cobertos com o anticorpo secundério conjugado com
fluoresceina, em diluicado de 1:50, e diluido em Azul de Evans a 1:5, colocado numa
quantidade de 50ul pra cada corte. Os cortes ficaram na estufa a 37° C durante 30
minutos. Apds lavagens, com PBS, seguiu-se a montagem das laminas colocando-se uma
gota de tampéo carbonato-bicarbonato (pH 8,3) e anexando-se uma laminula de vidro
sobre cada corte.

Os anticorpos primarios, todos produzidos em coelhos, foram os seguintes: anti-
colageno tipo |, anti-colageno tipo lll, anti-fibronectina, anti-laminina e anti-actina. Estes

anti-soros foram gentilmente cedidos pela Dra. Sylviane Guerret, do Instituto Merrieux,
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Lyon, Franga, com excegcao do anti-actina, que foi comercialmente obtido da empresa
Sigma. O segundo anticorpo, anti-imunoglobuiina G (anti-lgG) de coelho conjugado com
fluoresceina (produzido em cabra) foi obtido da empresa Sigma.

As secgOes foram examinadas em um microscépio Zeiss dotado de luz ultravioleta
e filtros apropriados, excitadores e barreira. A aquisicao das imagens foi feita através do

Programa Soft Ware Axio Vision e subseqientemente tratada no Microsoft Photo Editor.

5.4.2 Estudo Sorologico

— Anticorpos séricos anti-C. hepatica:

ELISA - Foi avaliado a Imunoglobulina (Ig) total nos soros dos animais na pré-infecgao e
em cada etapa na qual os animais foram utilizados ou eutanasiados. O sangue, nos ratos,
foi colhido da cauda com os animais vivos, e, nos camundongos, do plexo braquial no
momento da eutanasia. O material colhido foi imediatamente acondicionado em tubo
Eppendorf devidamente identificado. Apos a retragdo do coagulo, o sangue foi
centrifugado (BECMAN GS — 6R Centrifuge) a 4000 rpm durante 10 minutos. Em seguida,
o sobrenadante foi retirado, instantaneamente congelado em nitrogénio liquido e
conservado em Freezer a —70 © C até o momento do uso.

A placa de ELISA foi sensibilizada com antigeno de C. hepatica ajustado na
concentracéo de 10 ug/ml e diluido em solugdo tampéo carbonato-bicarbonato (pH 9,6).
Foi utilizada a quantidade de 50ul por pogo e a placa permaneceu da noite para o dia a
temperatura de 4° C. Apds uma hora a temperatura ambiente, todos os pogos foram
lavados duas vezes com 150ul de PBS. Seguiu-se o bloqueio da placa colocando-se em
cada poco 150ul de uma solugéo contendo PBS, leite em p6 desnatado (Molico) a 5 % e
Tween 20 a 0,3%. Apos uma hora a temperatura ambiente, os pogos foram lavados de 3
a 6 vezes com PBS-Tween para retirada do excesso de tampao de bloqueio. Os soros

dos animais, diluidos a 1:1000 em tampao de bloqueio, foram colocados, numa
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quantidade de 50ul por pogo, nos pogos pré-determinados. A placa permaneceu da noite
para o dia a temperatura de 4° C. Depois de uma hora em temperatura ambiente, foram
feitas de 6 a 8 lavagens com PBS-Tween. Em seguida, 50ul de anticorpo anti-Ig de rato e
anti-lg de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma) e diluido em 1:1000 em
tampéao de bloqueio foram colocados numa quantidade de 50ul por poc¢o. A placa foi
incubada por 30 minutos a 37°C. Logo apds, os pocgos foram lavados 8 vezes com PBS-
Tween. O momento da leitura foi indicado quando o substrato (TMB e H202 diluido em
1:1), da KLP Laboratérios, colocado numa quantidade de 50ul por pocgo, reagiu
evidenciando uma coloragao azul. A leitura foi feita em espectrofotdbmetro com 450nm de

comprimento de onda, através do Soft Ware SOFT Max 3.0.

— Perfil Hepatico

Dosagens bioquimicas - Foram avaliadas as fungoes hepaticas através da dosagem de
proteinas no soro dos animais na pré-infeccdo e em cada ponto experimental. Os soros
foram obtidos de forma semelhante aquela descrita no item anterior e imediatamente
encaminhados ao Setor de Bioquimica do Laboratério Central (LACEN), onde foram
processados em dois tipos de Bioanalisadores Enzimaticos automatizados (COBA MIRA
Plus - Roche e Hitachi — Boehriger Mannheim). Foram realizadas as dosagens da
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina,

proteina total e albumina.

5.4.3 Estudo Hematoldgico

Hemograma - Foi realizado o estudo do perfil hematolégico no sangue dos animais na
pré-infeccdo e em cada etapa na qual os animais foram utilizados ou eutanasiados. O
sangue, colhido de forma semelhante aquela descrita na técnica de ELISA, foi

acondicionado em tubos Eppendorfs contendo solugdo de heparina (35 ul para 1,0 ml de
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sangue). Em seguida, o sangue foi encaminhado ao Laboratério de Hematologia do
LACEN, onde foi processado em um analisador hematolégico por citometria de fluxo
(Coulter T — 890). Foram analisados: leucdcitos, hemacias, hemoglobina, percentual de
hematocrito, volume globular médio das hemacias (VGMH), hemoglobina globular média
(HGM), concentragdao da hemoglobina globular média (CHGM), plaquetas, percentual de

linfocitos e linfocitos totais.

Contagem diferencial dos leucdcitos — Uma gota do sangue colhido de cada animal foi
utilizada para realizagdo de esfregaco sanguineo em laminas de vidro previamente
desengorduradas. As laminas foram fixadas com alcool metilico (ISOFAR) e, em seguida,
coradas com Giemsa (Polysciencs) a 10 %. Depois de preparadas, as laminas foram lidas
em microscopia optica (NIKON ALPHAPHOT 2) com objetiva de 100X, em imerséo.

Foram contados os eosinodfilos, neutréfilos (segmentados), linfocitos € mondcitos.

As andlises estatisticas de todos os resultados foram realizadas pelo Soft Ware Graph

Pad Prism, através do teste t, por método nao parameétrico.
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6 RESULTADOS

6.1 HISTOPATOLOGIA

6.1.1 Estudo Histoldgico

Ratos — Nas fases mais iniciais da infeccao, dois tipos de lesdes inflamatérias dominam o
quadro microscépico hepatico. Uma é representada pelas lesoes focais, que sao vistas
em torno de ovos e vermes, imaturos ou adultos, vivos ou mortos (Prancha | - Ae C). A
outra é representada por uma reacao difusa e que se constitui em uma hepatite reacional
Prancha | - B). Um terceiro achado aparece tardiamente, em torno do 40° dia da infecg¢éo,
representado pela formacao de septos fibrosos finos e longos, que tendem a dissecar o
parénguima hepatico em varias dire¢ées, conectando espagos porta e veias centro-
lobulares entre si, em varias combinagdes (Prancha | - D). Estes trés quadros seréo
considerados a seguir:

1) A reacao focal &, na maioria das vezes, centrada por necrose, que pode ser hialina
ou purulenta. Os vermes vivos ja ndo sao mais encontrados a partir dos 40 dias de
infeccdo. Os vermes mortos exibem desintegracdo mais ou menos acentuada, com
a presenga de grumos basdfilos difusamente distribuidos, indicativos de
calcificagao inicial, que se torna cada vez mais acentuada com o passar do tempo.
Frequentemente forma-se um rico exsudato em torno destas estruturas, com
muitos polimorfonucleares, eosindfilos e neutrofilos, bem como macréfagos e
algumas ceélulas gigantes multinucleadas. Delimitando as lesées focais nota-se
uma proliferacdo de células fusiformes (Prancha Il — A e B), acompanhada de
deposicdo de feixes colagenos, que se coram especificamente pelo picro-sirius
(Prancha lll - B). Ai também se faz a principio um rico depdsito de fibronectina e de
colageno de tipos | e lll, o que também ocorre nos septos fibrosos (Prancha V).

Este esbogo de capsula, que ja € bem evidente por volta dos 15 dias da infecgao,
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se acentua progressivamente com o passar do tempo. No final, uma capsula
fibrosa, geralmente espessa, separa nitidamente as lesoes parasitarias focais do
resto do parénquima. A progressao destas lesdes se faz com o desaparecimento
gradual do infiltrado inflamatério e dos detritos dos vermes mortos, substituidos
pelo acumulo de material amorfo fortemente baséfilo (calcificacdo). Além da
retragao cicatricial, o elemento dominante nas lesbes focais passa a ser o depdsito
de numerosos ovos, envolvidos por um denso tecido colageno. Pouco a pouco a
malha de fibronectina vai desaparecendo e o colageno de tipo lll decresce sua
concentragao e aparece associado com o colageno de tipo | (PranchaV — A e B).

O processo de hepatite reacional difusa € de intensidade moderada ou discreta.
Além de um infiltrado leucocitario polimorfo, com muitos eosinéfilos concentrados
nos espagos porta, aparecem muitos leucécitos no interior dos sinusdides ou em
focos de necrose de células isoladas no interior do parénquima, bem como
mobilizacdo de células sinusoidais. A trama reticular aparece reforgcada pela
formagao, em maior ou menor grau, de um processo de fibrose peri-sinusoidal, o
qual, no segundo ponto experimental, ja esta quase desaparecido. A técnica da
imunofiuorescéncia  permite revelar  esta modificacado da  matriz
intraparenquimatosa, especialmente pelo comportamento das glicoproteinas
associadas ao colageno, fibronectina e laminina, e pela marcacdo da actina
(Prancha 1V). Este ultimo miofilamento marca as paredes dos vasos e algumas
células da matriz (miofibroblastos).

O processo de fibrose septal parece se iniciar um pouco tardiamente em relacao as
lesbes parasitarias focais. Nao aparece nas sec¢oes examinadas aos 15 dias da
infecgdo, mas se apresenta bem evidente aos 40 dias. A principio ele contém um
fino infiltrado celular discreto e linear, onde podem ser identificadas células de

nucleo fusiforme (fibroblastos), bem como leucécitos polimorfonucleareas
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eosindfilos, macréfagos e linfécitos (Prancha Il — C e D). O colageno, a principio
escasso, aparece mais tarde bem definido, formando uma linha situada ao longo
da zona acinar Ill e fazendo conexdo entre espagos porta, entre veias centrais e
entre espagos porta e veias centrais. Quando plenamente desenvolvida, esta
fibrose septal delimita por¢coes do parénguima hepatico de aspecto nodular,
configurando um quadro de cirrose (Prancha lll). As modificacbes dos elementos
da matriz, observadas com a técnica da imunofiuorescéncia, sao qualitativa e
quantitativamente semelhantes ao que foi descrito para a matriz

intraparenquimatosa.

Camundongos — Os achados histopatologicos iniciais sdo dominados por uma hepatite
aguda reacional intensa, com varias lesées em torno de vermes adultos e/ou imaturos,
alguns integros e outros em desintegragdo. Muitos ovos também ja estavam presentes
nesta fase. Ocorre entao um denso e difuso infiltrado inflamatorio com presenc¢a de muitos
neutréfilos, eosindfilos, macréfagos e alguns linfocitos ao lado de areas de necrose dos
hepatdcitos e de variados graus de alteragoes regressivas dos mesmos (Prancha VI — A,
B e C). A evolugao deste quadro sofre uma profunda modulagéo ja observada aos 45 dias
pés-infeccdo e que se acentua e se completa dai em diante. O infiltrado inflamatério, as
lesdes degenerativas hepatocitarias e a fina fibrose intersticial das fases iniciais sédo
reabsorvidas com relativa rapidez. Nao ha formagao de fibrose septal, em nitido contraste
com o que acontece no rato, mas aparece uma fibrose difusa peri-sinusoidal (Prancha VI
— D). As lesGes nos focos parasitarios ficam isoladas, encapsuladas. Estas les6es focais
sdo comparaveis as que ocorrem no rato, mas evoluem mais rapidamente, com a
degradacao e reabsorgcao dos detritos parasitarios e mesmo da fibrose (Prancha Vll). Esta
altima, no final do periodo de observagao, aos 90 dias pé-infecgdo, tende a desaparecer

nao sé na capsula externa, como no interior da lesao, entre as colegées de ovos. Aos 90
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dias de infecgdo, o figado volta a apresentar uma estrutura bem conservada, com
hepatécitos de aparéncia normal, muito embora ainda persistam vermes vivos e ovos bem

preservados nas lesdes parasitarias focais (Prancha VIlI).

Esta modulacdo das lesdes parasitarias se reflete no comportamento dos
elementos da matriz extracelular. A mais evidente modificagdo evolutiva pode ser
observada nas preparagbes para a evidenciagdo de fibronectina. Esta glicoproteina
estrutural aparece abundante em torno das lesdes parasitarias focais, ampliando
consideravelmente a zona da capsula fibrosa, nas fases mais precoces da infeccao, bem
como nas areas de fibrose intra-parenquimal. Com o passar do tempo de infegao, sua
concentracao nos tecidos diminui, praticamente se limitando as areas com depd@sitos de
ovos (Prancha X). Até mesmo a laminina, que nos tecidos normais fica praticamente
limitada as membranas basais dos vasos e ductos biliares (Prancha IX — A), vem a exibir
depositos em outras localizagoes, durante os diversos perfodos da infecgdo parasitaria.
Assim, pode aparecer um fino depésito de aparéncia granular, ao longo dos sinusodides
hepaticos, nas fases mais iniciais da infecgdo, como pode ser observado aos 30 dias pés-
infecgdo (Prancha IX — B). Mais tarde, alguns depésitos lineares de laminina séo vistos
em zonas de fibrose, delimitando as lesées em torno dos ovos (Prancha IX — C), Quanto a
evidenciacao dos dois tipos genéticos principais do colageno, tipos | e lll, eles aparecem
associados nas areas de fibrose desde os periodos mais iniciais, até o tempo final da
observacdo experimental, ndo tendo sido possivel, através da técnica de

imunofiuorescéncia, dizer qual o predominante nas varias fases (Prancha XI).



Prancha |

| — Alteragcoes hepaticas observadas nas fases iniciais da infec¢ao por Capillaria
hepatica no rato. A — Presenga de vermes imaturos, um deles ainda bem conservado
(setas) no interior do parénquima hepatico, ao lado de focos de necrose (asterisco) e de
uma difusa infiltragdo leucocitaria mononuclear (hepatite reacional); B — Aspecto
semelhante, onde se notam hepatocitos bem conservados (H), areas de necrose
(asterisco), hepatite reacional, mas com a necrose em torno de vermes imaturos em
desintegracao ja mostrando uma infiltragéo leucocitaria, configurando o inicio da necrose
purulenta (setas); C — Area de necrose purulenta bem evidente em torno do verme
imaturo morto, que aparece sem estrutura interna e com coloragdo uniformemente
eosindfila (setas); D — Primeiros indicios observados de desenvolvimento de fibrose
septal, aqui vistos como infiltrados leucocitarios lineares, como que dissecando o
parénquima hepatico.

Hematoxilina & Eosina. 100X, exceto C = 200X.



Prancha Il

Il — Alteragdes hepaticas observadas no figado de rato em fases mais avancadas
da infecgao por Capillaria hepatica. A — Os restos dos vermes mortos aparecem como
fragmentos eosindfilos, homogéneos (asterisco), exibindo zonas periféricas com depésito
de material amorfo ou granular, fortemente baséfilo (calcificagdo), dentro de uma area
delimitada por uma espessa capsula fibrosa (setas). Vém-se ainda o parénquima
hepatico septado e um depodsito de ovos na zona inferior direita da foto; B — Uma fase
mais avang¢ada do que a mostrada na foto anterior, quando os detritos dos vermes foram
quase totalmente reabsorvidos e a calcificagdo aparece mais evidente, com capsula bem
definida (setas). O parénquima aparece septado e nodular; C — Os infiltrados
leucocitarios lineares, delimitando septos (seta), logo se tornam bem mais evidentes
como ilustrado em D (setas), onde as células de nucleos fusiformes sdo proeminentes.

Hematoxilina & Eosina. 100X.



Prancha lll

lll - Alteragcdes da matriz colagena do figado de rato durante a infeccao por
Capillaria hepatica. A — Fibras colagenas aparecem nos espacgos porta e em torno das
lesbes parasitarias focais, bem como nos longos e finos septos fibrosos; B — Vé-se um
aspecto cirrético do parénquima hepatico, com nodulos hepatocitarios bem delimitados,
separados por tecido fibroso. Um dos nédulos (seta) representa um foco de degradacao
parasitaria; C — O tecido fibroso separa porgdes de tecido hepatico de tamanhos e formas
variados, as vezes, isolando células individuais ou em pequenos grupos; D — Septacéo
fibrosa fina, com areas do parénquima hepatico mostrando grande variagao de tamanho.

Método do picro-sirius vermelho para colageno. Ae D =100 X; B e D = 200 X.



Prancha IV

IV — Comportamento de algumas glicoproteinas estruturais no figado de rato
infectado por Capillaria hepatica. A — Fluorescéncia positiva para actina, vista nas
paredes de pequenos vasos sanguineos e em algumas células isoladas, provavelmente
miofibroblastos, ao longo de um septo fibroso, aos 70 dias da infecgéo (seta); B — A
fluorescéncia para laminina aparece bem evidente ao longo dos septos fibrosos (setas)
aos 40 dias de infecgdo; C — Fortes depositos de fibronectina nos septos fibrosos (seta)
que se formam aos 40 dias da infecgdo; D — Aos 70 dias da infeccdo a fluorescéncia
especifica para fibronectina aparece fracamente nos septos (setas), fazendo contraste
com o observado nas fases mais precoces da infecgdo, como representado em C.

Método da Imunofluorescéncia Indireta. 100X.



Prancha V

V — Comportamento dos principais tipos genéticos de colageno no figado de rato
infectado por Capillaria hepatica. A — O colageno tipo | aparece bem evidente na
capsula fibrosa que se forma em torno dos parasitas mortos (setas), mas & apenas
esbocado nos septos fibrosos que se formam aos 40 dias da infecgéo; B — Colageno de
tipo | aparece evidente nos septos fibrosos aos 70 dias da infecgéo (setas); C — Os
septos fibrosos vistos aos 40 dias da infecgdo ja mostram fluorescéncia verde-maca para
o colageno de tipo lll (setas); D — Aos 70 dias esta positividade se acentua nos septos,
bem como na capsula em torno das lesdes focais parasitarias (setas).

Método da Imunofluorescéncia Indireta. 200X.



Prancha VI

VI - Alteragoes hepaticas observadas nas fases iniciais da infeccao por Capillaria
hepatica no camundongo. A — Presenca de muitos exemplares adultos da Capillaria
hepatica (seta) e seus ovos (cabega de seta) no interior do figado, com reacéo ainda
muito inicial; B — A situagao vista em A é logo seguida por uma forte reagdo necrotico-
inflamatdria (asterisco), coincidente com a destruigdo dos vermes, como aqui ilustrado;
C - Foco de necrose circundado por um depésito de ovos e com a presenca de hepatite
reacional difusa; D — O depésito de colageno se faz em torno dos focos parasitarios, mas
€ bem mais proeminente em zonas peri-sinusoidais, formando uma rede de malhas
irregulares.

Hemastoxilina & Eosina, exceto para D = método do picro-sirius para colageno. 100 X.



Prancha VI

VIl - Alteragdoes hepaticas observadas no figado de camundongo em fase
intermediaria da infeccao por Capillaria hepatica. A — Lesao encapsulada, com trés
focos nodulares delimitando detritos parasitarios (asterisco), circundados por area de
necrose e depositos de ovos (seta); B — O parénquima hepatico se apresenta bem
conservado, apenas com pequenos acumulos focais esparsos de leucocitos e alguns
focos de calcificagéo (seta), um quadro consistente com uma profunda modulagdo das
lesGes necrético-inflamatérias iniciais; C — Fibrose de tipo peri-sinusoidal, formando uma
rede no parénquima (cabegas de seta). Em destaque (seta) uma lesdo parasitaria
delimitada por espessa capsula fibrosa e cujo conteudo ja se encontra em fase
avancada de reabsorgcédo; D — Aspecto bem representativo da lesdo parasitaria focal:
area central com restos de vermes (asterisco), zona de necrose hialina e purulenta nas
proximidades de infiltragdo macrofagica, depésito de ovos e capsula fibrosa, celulosa e
espessa (seta).

Hematoxilina & Eosina. 100 X, exceto D = 200 X. C = Picro-sirius para colageno. 100 X.



Prancha VIII

VIl — Fases tardias das alteragdes hepaticas no camundongo infectado por
Capillaria hepatica. A — Lesdes cicatriciais em torno dos restos de vermes e de ovos; B
e C — Colageno aparece apenas em torno das lesbes parasitarias focais, mostrando o
parénquima hepatico “limpo”, com estrutura trabecular bem conservada; D — Grande
deposito de ovos da C. hepatica, com escassa fibrose em torno, alguns ovos mostrando-
se em contato direto com os hepatécitos (setas).

A e D — Hematoxilina & Eosina; B e C = Picro-sirius para colageno. 100 X.



Prancha IX

IX - Comportamento da laminina no figado de camundongo infectado por Capillaria
hepatica. A — Figado normal do camundongo mostrando a fluorescéncia para laminina
limitada as membranas basais dos vasos sanguineos e ductos biliares (setas); B — Nas
lesdes vistas aos 30 dias da infecgdo os depoésitos de laminina associados ao colageno
sdo escassos (setas). Os ovos do parasita mostram auto-fluorescéncia da casca
(cabecas de seta); C — Aos 45 dias da infecgao ha nitidos depésitos de laminina em torno
das lesdes parasitarias (seta) e em alguns focos no parénquima. A auto-fluorecéncia da
casca do ovo € evidente (cabeca de seta).

Método da Imunofluorescéncia Indireta. 100 X.



Prancha X

X - Comportamento da fibronectina no figado de camundongo infectado por
Capillaria hepatica. A — Aos 30 dias da infecgdo a fluorescéncia especifica para
fibronectina aparece bem evidente em areas do parénquima (cabeca de seta) e na
capsula que se forma em torno das lesbes parasitarias (seta); B — Os depésitos aos 45
dias da infecgéo se limitam as lesdes parasitarias. Os ovos exibem auto-fluorescéncia
amarelada (seta).

Método da Imunofluorescéncia Indireta. 100X.



Prancha Xl

Xl - Comportamento dos principais tipos genéticos de colageno no figado de
camundongo infectado por Capillaria hepatica. A — Presenca de colageno tipo | aos
45 dias da infecg@o: em torno das lesées parasitarias e no interior do parénquima (setas),
provavelmente em localizagéo peri-sinusoidal. B — Idem, para o colageno de tipo |l
(setas), também aos 45 dias da infecgéo.

Método da Imunofluorescéncia indireta. 100 X.



56
6.2 SOROLOGIA

6.2.1 Anticorpos séricos anti-C. hepatica

A cinética dos anticorpos séricos anti-C. hepatica é avaliada e analisada durante a
evolucao da infecgdo, a partir da titulagdo da Ig total em cada ponto experimental pré-
estabelecido. Nos ratos, a concentragdo destes anticorpos aumenta bastante com a
evolucao do quadro patoldgico, alcangando seu maior pico na fase crbnica, aos 70 dias
pds-infeccao (Figura 1). J& nos camundongos, a cinética destas imunoglobulinas mostra-
se contrdria, apresentando seu maior nivel na fase aguda, aos 30 dias, e diminuindo
gradativamente, até que, aos 90 dias poés-infeccdo, 0s niveis estao proximos da

normalidade (Figura 2).

6.2.2 Perfil Hepatico

A evolugao da infecgao esta associada ao perfil hepatico dos animais a partir da
andlise das dosagens bioquimicas das seguintes proteinas: Aspartato amino-transferase
(AST), Alanina amino-transferase (ALT), Fosfatase Alcalina, Proteina Total e Albumina.

A AST, nos ratos, apresenta concentragdo maxima no inicio da infeccéo e vai se
normalizando gradativamente até o uitimo ponto experimental de observagéo, entretanto o
valor de P demonstra que a diferenga é estatisticamente significativa em todos os pontos
experimentais (Figura 3). JA nos camundongos, esta enzima mostra seus mais elevados
niveis de concentracdo aos 45 dias pds-infecgdo, unico ponto em que a diferenga, em
relacdo aos animais normais, é estatisticamente significante (Figura 4). Nos ratos, a ALT
comporta-se de forma parecida a AST (Figura 5). Todavia, nos camundongos o seu
aumento é siginificante do meio ao fim do periodo experimental, como pode ser

demonstrado aos 45 e 90 dias pds-infecgao (Figura 6).



Figura 1: Cinética da Imunoglobulina Total anti-C. hepatica nos ratos. Os niveis
de anticorpos séricos anti-C.hepatica aumentam significativamente com a evolugéo do
quadro patolégico. P < 0.05.

Figura 2: Cinética da Imunoglobulina Total anti-C. hepatica nos camundongos. A
concentracdo de anticorpos séricos anti-C.hepatica € mais intensa no inicio da
infecgdo (30 dias), depois, vai diminuindo de forma gradual, até que, aos 90 dias,
apesar de apresentar uma diferenga significante estatisticamente, ja encontra-se
préximo a normalidade. P < 0.05.




Figura 3: Dosagem da AST nos ratos. Os niveis
da AST mostram-se elevados de forma
estatisticamente significante nos trés pontos
experimentais. Porém, sua maior concentragao &
vista aos 15 dias de infecgdo, apds os quais, 0s
niveis caem de forma gradativa.
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Figura 5: Dosagem da ALT nos ratos. Os niveis
da ALT mostram-se significativamente elevados
nos trés pontos experimentais (15, 40 e 70 dias).
Porém, sua maior concentragdo & observada aos
15 dias de infecgéo.
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Figura 4: Dosagem da AST nos camundongos.
Os niveis da AST mostram-se elevados de forma
estatisticamente significante apenas no segundo
ponto experimental (aos 45 dias de
infeccdo). Nos demais momentos observa-se
diferencas que tém significado estatistico.
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Figura 6: Dosagem da ALT nos camundongos.
Os niveis da ALT tornam-se elevados com a
evolugao da infecgéo, mostrando-se
significativamente elevados aos 45 e 90 dias p6s-
infecgao.
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A fosfatase alcalina, nos ratos, apresenta niveis elevados no inicio da infecgao.
Porém, na fase crénica diminui de forma significativa (Figura 7). Nos camundongos, a
concentragédo desta enzima cai significativamente na fase inicial, mas, aos 45 dias pés-
infecgédo, ja se apresenta dentro dos parametros da normalidade (Figura 8).

Os niveis de proteina total elevam-se de forma significante no inicio e no final do
periodo experimental dos ratos (Figura 9). Nos camundongos, mostram-se elevados
desde a fase inicial até a metade do periodo de observagao experimental, entretanto, no
ultimo ponto de observagao, apresentam-se dentro dos parametros normais (Figura 10).

A concentragdo de albumina, nos ratos, inicialmente diminui de forma significante,
em seguida eleva-se sensivelmente, mas, ao final do periodo experimental, recupera os
valores normais (Figura 11). Nos camundongos, esta proteina mostra niveis aumentados

aos 45 dias pos-infecgdo e normais nos demais periodos de experimentagdo (Figura 12).

Figura 7: Dosagem da fosfatase alcalina nos Figura 8: Dosagem da fosfatase alcalina nos
ratos. Os niveis da fosfatase alcalina elevam-se camundongos. A concentragdo da fosfatase
significativamente aos 15 dias pés-infeccado. Apos alcalina diminui significativamente aos 30 dias
este periodo, os niveis caem gradualmente, até pos-infecgcdo. Nos demais pontos experimentais,
que, aos 70 dias pos-infecgdo, esta redugao os niveis apresentam diferencas n&o significantes
apresenta significado estatistico. estatisticamente.
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Figura 9: Dosagem da proteina total nos ratos.
A concentragdo da proteina total &
significativamente elevada aos 15 e aos 70 dias
pos-infecgdo, entretanto, aos 40 dias mostra-se
dentro dos parametros normais.
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Figura 11: Dosagem da albumina nos ratos. A
albumina esta sensivelmente diminuida aos 15
dias poés-infeccdo e significativamente elevada
aos 40 dias. Aos 70 dias, apresenta niveis
compativeis com os valores normais.
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Figura 10: Dosagem da proteina total nos
camundongos. Aos 30 e 45 dias pés-infecgéo a
proteina total apresenta-se elevada de forma
estatisticamente significante. Na fase cronica da
infecgdo (90 dias), os niveis sdo considerados
compativeis com os valores normais.
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Figura 12: Dosagem da albumina nos
camundongos. A albumina mostra niveis
significativamente elevados apenas aos 45 dias
pos-infeccdo. Os demais pontos experimentais
apresentam niveis comparaveis aos valores
normais.
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6.3 HEMATOLOGIA

6.3.1 Hemograma Completo

O perfil hematolégico dos animais € avaliado, na fase de pré-infecgao e nos pontos
de observagao experimental, a partir da analise dos leucécitos, hemacias, hemoglobina,
hematdcrito, volume globular médio das hemécias (VGMH), hemoglobina globular média
(HGM), concentracao da hemoglobina globular média (CHGM), plaquetas e linfécitos. A
contagem diferencial dos leucécitos permite avaliar o comportamento dos eosinoéfilos
(bastdoes, em sua maioria), neutrdéfilos, linfécitos e monécitos.

Os leucdcitos, nos ratos, aumentam consideravelmente na fase aguda, e, até os 40
dias pos-infeccao, a diferenga continua estatisticamente significante. Entretanto, no final
do periodo experimental os valores voltam ao normal (Figura 13). Nos camundongos, 0
aumento também é intenso na fase aguda, e, no Ultimo ponto de observagao experimental
a diferenga continua sendo estatisticamente relevante (Figura 14).

O numero de hemacias se eleva gradativamente com a evolugdo da infecgao,
tendo significado estatistico aos 40 dias pos-infecgao (Figura 15). Ja os camundongos
mostram uma queda inicial significante. Entretanto, aos 90 dias pos-infec¢ao, ocorre uma
elevacao estatisticamente significante (Figura 16).

A concentragdo da hemoglobina, nos ratos, se altera de forma significante no
meado do periodo experimental, fase em que seus niveis estdo aumentados (Figura 17).
Nos camundongos, a alteragéo é significante apenas na fase inicial. Na fase cronica seus
niveis apresentam-se dentro dos valores normais (Figura 18).

O percentual de hematdcrito, nos ratos, esteve significativamente aumentado no
meado do periodo experimental. Nos demais momentos, sua taxa manteve-se normal
(Figura 19). Nos camundongos a taxa eleva-se inicialmente, entretanto, os indices

normalizam-se na fase cronica (Figura 20).



Figura 13: Contagem dos leucécitos nos ratos. Figura 14: Contagem dos leucécitos nos

O namero de leucécitos aumenta de maneira camundongos. Os leucécitos mostram-se
significante aos 15 dias, diminui sensivelmente intensamente elevados aos 30 dias e vai
aos 40 dias e mostra-se normal aos 70 dias. diminuindo gradativamente até o ultimo ponto
experimental.
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Figura 15: Contagem das hemacias nos ratos. Figura 16: Contagem das hemacias nos
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Figura 17: Concentracdao da hemoglobina nos
ratos. Ocorre um decréscimo aos 15 dias pos-
infeccdo e um aumento significante aos 40 dias.
Aos 70 dias o nivel de hemoglobina apresenta-se
normal.
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Figura 19: Percentual de hematdcrito nos
ratos. Apenas no meado do periodo experimental,
o percentual de hematécrito eleva-se de forma
significante, como pode ser demonstrado aos 40
dias p6és-infecgéao.
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Figura 18: Concentracdo da hemoglobina nos
camundongos. A concentragcdo da hemoglobina
inicialmente cai de forma significante, como é
demostrado aos 30 dias. Em seguida, seus niveis
voltam ao normal.
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Figura 20: Percentual de hematécrito nos
camundongos. A taxa de hematdcrito diminui
significativamente no inicio do periodo observado
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Nos ratos, o VGMH decresce de forma gradativa conforme avanga o periodo
experimental, mostrando diferengas significantes na fase crénica (Figura 21). Os
camundongos apresentam um decréscimo na fase cronica (Figura 22).

A HGM mostra-se significativamente diminuida durante todo o periodo pos-
infeccioso dos ratos, mostrando seus mais balxos niveis no Ultimo ponto de observagao
experimental (Figura 23). Nos camundongos, seus niveis também aparecem diminuidos,
porém, aos 45 dias, & que se observa seu menor nivel de concentragao (Figura 24).

Nos ratos, a CHGM nao apresenta qualquer alteragdo durante todo o periodo de
observagao (Figura 25). Todavia, nos camundongos, ocorre um decréscimo na fase
crbnica, o qual é significativo aos 45 dias pos-infecgéo (Figura 26).

As plaquetas, nos ratos, mostram-se bastante elevadas desde a fase aguda até o
meado do periodo experimental. Porém, no ultimo ponto de observagido seus valores
estdo normais (Figura 27). Nos camundongos, seu numero eleva-se durante todo o
periodo de infecgao, tendo significado estatistico aos 45 dias pds-infecgéo (Figura 28).

O percentual de linfocitos mostra-se significativamente reduzido na fase inicial da
infeccao nos ratos, permanecendo assim até a metade do periodo de observagéo.
Entretanto, na fase cronica este percentual aumenta e mostra-se dentro dos indices
normais aos 70 dias apods a infecgao (Figura 29). Nos camundongos, a alteragdo no
percentual de linfécitos é estatisticamente significante apenas na fase inicial, quando um
sensivel decréscimo é observado (Figura 30).

Com relagéo ao total de linfocitos, as alteragdes, nos ratos, sdo significativas na fase
inicial, apds a qual ocorre um grande decréscimo até atingir a normalidade no final do
periodo de observagao (Figura 31). J4 nos camundongos, o total de linfocitos encontra-se
aumentado em todos os pontos experimentais, tendo significado estatistico em todos os

pontos de observagao do periodo experimental (Figura 32).



Figura 21: Volume globular médio das
hemaceas nos ratos. O VGMH diminui
gradativamente enquanto avanga o quadro
patolégico, mostrando diferengas significantes na
fase crénica (aos 40 e 70 dias pés-infecgdo).
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Figura 23: Dosagem da hemoglobina globular
média nos ratos. Os niveis de HGM caem de
forma estatisticamente significante na evolugdo do
quadro patolégico, o que pode ser demonstrado,
principalmente, aos 70 dias pés-infecgéo.
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Figura 22: Volume globular médio das
hemaceas nos camundongos. O VGMH
apresenta-se diminuido na fase cronica (aos 45 e
90 dias poés-infecgdo). Porém, estes dados nao
tém significancia estatistica (P > 0.05).
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Figura 24: Dosagem da HGM nos
camundongos. Os niveis da HGM apresentam-
se diminuidos durante o periodo pés-infeccioso,
mas, seu menor nivel é visto no meado do
periodo experimental, aos 45 dias.
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Figura 25: Concentracdo da hemoglobina
globular média nos ratos. Durante todo o
periodo experimental a CHGM mostrou-se dentro
dos parametros normais.
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Figura 27: Contagem das plaquetas nos ratos.
Ocorre um aumento no numero de plaquetas
desde a fase aguda (15 dias) até a metade do
periodo experimental (40 dias). Na fase cronica
(70 dias) os valores estao normais.
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Figura 26: Concentragio da hemoglobina
globular média nos camundongos. A CHGM
esteve diminuida na fase crénica da infecgéo.
Esta alteragdo teve significancia estatistica
demonstrada aos 45 dias pds-infecgao.
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Figura 28: Contagem das plaquetas nos ratos.
O numero de plaquetas encontra-se elevado
durante todo o periodo experimental,
apresentando seu valor maximo na metade do
periodo (representado aos 45 dias pés-infecgao).
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Figura 29: Percentual de linfécitos nos ratos.
A taxa de linfécitos diminui no periodo inicial da
infecgdo, como pode ser abservada aos 15 dias.
Em seguida, vai aumentando, até que, no ultimo
ponto experimental apresenta valores normais.
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Figura 31: Total de linfécitos nos ratos. O
numero de linfécitos aumenta intensamente na
fase aguda (15 dias pos-infecgdo). Em seguida,
ocorre um decréscimo até que, na fase crénica,
aos 70 dias, seus valores mostram-se normais.
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Figura 30: Percentual de linfécitos nos
camundongos. Apenas no primeiro ponto de
observagcdo experimental detecta-se uma
alteragéo no percentual de linfécitos, representada
por um decréscimo significante aos 30 dias.
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Figura 32: Total de linfécitos nos
camundongos. Os linfocitos estdo
significativamente elevados durante todo o
periodo de observagao experimental.
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— Contagem diferencial dos leucdcitos

A contagem diferencial de leucécitos mostra que, nos ratos, os neutréfilos séo as
principais células da resposta inflamatéria, apresentando niveis elevados durante quase
todo o periodo, principalmente na fase aguda (15 dias), e, normaliza-se na fase cronica da
infecgdo, como pode ser observado aos 70 dias (Figura 33). Todavia, nos camundongos,
s&o os eosindfilos as principais células desta resposta, estando, em sua grande maioria,
na forma de bastdes, embora alguns metamieldcitos apare¢gam em algumas laminas aos
30 dias pos-infecgao. Esta eosinofilia mostra-se intensa na fase aguda. No final do
periodo experimental, aos 90 dias pds-infecgdo, aparece uma pequena quantidade de
bastdes da série neutrdfila em uma das 05 laminas analisadas neste ponto experimental

(Figura 34).



Figura 33: Leucograma dos ratos. A contagem diferencial de leucécitos mostra que
os neutréfilos sdao as principais células da resposta inflamatéria dos ratos,
apresentando niveis significativamente elevados durante quase todo o periodo.
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Figura 34: Leucograma dos camundongos. Nos camundongos, os eosindfilos
apresentam-se como as principais células da resposta inflamatéria, estando, em sua
maioria, na forma de bastées, com niveis elevados principalmente na fase aguda.
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7 DISCUSSAO

A patologia hepatica em ratos e camundongos infectados pela C. hepatica vem
sendo alvo de estudos por diversos autores desde muito tempo atras (EL GEBALY et al.,
1996; EL NASSERY et al., 1991; EL NASSERY et al.,, 1996; FERREIRA, 1992;
FERREIRA & ANDRADE, 1993; GALVAO, 1981; SOLOMON & SOULSBY, 1973). O
renascimento do interesse no estudo da patologia da capilariase no rato se deve a
observagao feita em 1993, por FERREIRA & ANDRADE (1993), de que este animal
desenvolve uma fibrose septal hepatica quando infectado pela C. hepatica. Esta fibrose,
que é semelhante a que aparece em ratos repetidamente injetados com soro de porco
(PARONETTO & POPPER, 1966), encerra muitos aspectos relacionados com a patogenia
da fibrose, com a participagao de fatores imunoldgicos na fibrose hepatica, com testes
terapéuticos com drogas anti-fibrosantes, com o papel que a fibrose desempenha na
patologia hepatica etc. Varios destes aspectos foram explorados com o modelo do soro
de porco e outros estao agora sendo estudados com o modelo da C hepatica, tal o
potencial que encerra no tema fibrose hepatica, associado ao fato de ser um bom modelo
experimental para estudar a fibrose em seus multiplos aspectos (CHEETHAM &
MARKUS, 1991; NASCIMENTO & SADIGURSKY, 1986; OLIVEIRA & ANDRADE, 2001;
RAYBOURNE et al., 1974, RAYBOURNE & SOLOMON, 1975; RAYBOURNE &
SOLOMON, 1984; SANTOS et al., 2001; SOUZA, 1998; SOUZA et al., 2000; SOUZA et
al., 2001).

Os achados histoldgicos obtidos a partir dos ratos infectados no presente estudo,
sdo muito semelhantes aqueles encontrados por BORUCINSKA et al. (1997), diferindo
apenas no que se refere ao desenvolvimento, regular e uniforme, da fibrose septal
hepéatica em todos os animais infectados. Além disso, nosso estudo hematoldgico mostra

que as células responsaveis pela leucocitose ocorrida nestes animais foram,
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predominantemente, os neutrdfilos, e ndo os eosindfilos, registrados por esses autores.
As nossas dosagens bioquimicas, assim como aquelas obtidas por BORUCINSKA e seus
colaboradores mostraram que os niveis de AST e ALT estavam elevados nos animais
infectados. Estes autores promoveram a infecgao por C. hepatica em “muskrats” (Ondatra
zibethicus), a qual evidenciou caracteristicas histolégicas semelhantes aquelas descritas
em Rattus spp., sem, entretanto, desenvolver a fibrose septal. Os autores detectaram
anorexia associada as lesoes hepaticas, a qual era mais grave em animais com até 28
dias de infecgdo, assim como, perda de peso, graus variaveis de leucocitose com
eosinofilia e elevagdo dos niveis de AST e ALT. Nao foram registradas alteragoes
significativas nos demais valores sanguineos, nem em outros parametros de funcao
hepética. A mortalidade atingiu cerca de 60%, freqlientemente em animais com 39 dias de
infecgdo. Estes pesquisadores mostraram também que nao ha diferencgas significantes
nos parametros clinicos entre animais com longo periodo de infeccdo (até 184 dias) e
animais normais.

MEAGHER (1998), num estudo que relacionava o tamanho do indculo com a
resposta fisioldgica em camundongos infectados pela C. hepatica, fez uma andlise dos
niveis de fosfatase alcalina, proteina total, albumina e percentual de hematdcrito. Este
autor verificou que, quatro semanas apds a infec¢ao, os niveis de fosfatase alcalina e
proteina total elevaram-se em animais infectados com um maior nimero de ovos, porém
detectou uma queda nos niveis de albumina, e, com relagao a taxa de hematdcrito, foi
verificado um aumento diretamente proporcional ao tamanho do indculo. Neste estudo, o
autor ainda pbde constatar que as fémeas respondiam de maneira mais sensivel a
infecgao que os machos. Os dados obtidos neste trabalho conflitam com o presente
estudo apenas no que se refere aos niveis de fosfatase alcalina e albumina, pois os

resultados aqui revelados indicam um decréscimo da primeira € nenhuma alteragao
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significante da segunda neste mesmo periodo, esta ultima proteina elevou-se apenas aos
45 dias ap0s a infecgao nos camundongos.

Nao se conhecia bem o padrdo de resposta do camundongo no que concerne ao
tipo de fibrose hepatica em relacdo a infeccdo com C. hepatica. Esta davida foi
especificamente desfeita pela investigacao de GOTARDO et al. (2000), a qual revelou que
a fibrose septal ndo se forma em camundongos infectados por C. hepatica, num nitido
contraste com o que acontece com o rato. Todavia, na infec¢gédo do camundongo, a fibrose
hepatica também se forma. Esta é de um outro tipo, mas que também interessa a
patologia humana. E uma fibrose perisinusoidal, formando o classico aspecto em cercado
de galinheiro (“chicken-wire”) visto na patologia humana. Este tipo de fibrose intersticial,
como tem sido demonstrado, é facilmente reabsorvivel na esquistossomose experimental
do camundongo recentemente tratado (LORTAT-JACOB et al., 1997). Na capilariase do
camundongo esta fibrose também desaparece rapida e espontaneamente. Este aspecto é
citado para indicar que a deficiéncia do camundongo no desenvolvimento de uma fibrose
septal comparavel a do rato, nao significa que o modelo seja destituido de interesse para
o estudo da patogenia e significado da fibrose hepatica. A maneira como a fibrose
intraparenquimal sofre remodelagdo no curso da capilariase do camundongo merece ser
melhor investigada. O fato do aparecimento da fibrose vir precedido de um rico depdsito
de fibronectina nao constitui exce¢gdo com o comum dos casos. A presenga dos colagenos
de tipos | e lll e a sua evolugdo sequencial também nao tém significado especial em
fibrogénese ou em fibrdlise, como ja demonstrado na esquistossomose do camundongo
(ANDRADE & GRIMAUD, 1986; ANDRADE & GRIMAUD, 1988). Mas, a sequéncia de
formacdo das pontes moleculares de lisina (“cross-linkings”), fator de fundamental
importancia na reversibilidade da fibrose (RICARD-BLUM et al., 1992), mereceria ser
investigado num modelo onde a fibrose peri-sinusoidal se forma e é reabsorvida em

seqiéncia, espontaneamente.
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O nosso estudo comparativo, quanto a pesquisa de lg total, mostra que, os
camundongos apresentam maior concentragao de anticorpos especificos na fase aguda,
o contrario do que ocorre com o rato, onde os maiores niveis se concentram na fase
cronica. Alguns estudos feitos em camundongos também revelam niveis elevados de
anticorpos séricos anti-C. hepatica no inicio da infecgao (GALVAO, 1976; NASCIMENTO
& SADIGURSKY, 1986; RAYBOURNE et al., 1974) e niveis menores nas fases mais
tardias (SADIGURSKY, 1986; RAYBOURNE et al., 1974). No modelo do rato, os estudos
imunopatoldgicos encontram uma relativa limitagdo decorrente da dificuldade para a
obtengao de insumos (kits) para a exploragdo dos aspectos imunoldgicos mais recentes.
Em contraste, o camundongo tem servido de padrao para tais estudos. Seu sistema
imunoldgico é hoje bem conhecido nos seus minimos detalhes. Dai se dizer que, se a
fibrose septal induzida pela C. hepatica ocorresse também no camundongo, seria muito
mais viavel a exploragao desses aspectos.

Nas les6es parasitarias focais, a degradacao dos parasitos mortos e a subseqiiente
calcificacdo ocorrem em ambos os hospedeiros. No rato, tudo indica que o material
sequestrado no interior das lesdes parasitarias focais seja o agente que, provavelmente
liberado lenta e continuadamente, estimule a formagao da fibrose septal (FERREIRA &
ANDRADE, 1993). SOLOMON & GRIGONIS (1976) realizaram um estudo relacionando a
estrutura e composi¢éo do antigeno da casca do ovo da C. hepatica com a inflamacao
granulomatosa que ocorre no figado dos camundongos. Entretanto estes autores nao
conseguiram elucidar, de forma especifica, esta questdo. Sabe-se que estes animais
apresentam alguns indicios de que a reabsorcdo dos detritos parasitarios se faz de
maneira mais rapida e completa. Embora o presente estudo nao tenha sido realizado
especificamente para investigar este aspecto, lesoes focais, relativamente recentes, foram
observadas, as quais aparecem apenas com depdsitos de calcio no seio de um espago

vazio no figado dos camundongos (Prancha VIl - B). Nos ratos, a presenga de vermes
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mumificados ou sob a forma de detritos (‘grumos protéicos”) foi uma regra, mesmo nos
ultimos periodos experimentais, achados estes sugestivos de uma reabsorgao mais lenta
e incompleta dos detritos parasitarios.

A explicacao do diferente comportamento das lesées hepaticas da capilariase
nestas duas espécies animais envolve aspectos dos mais complexos. Estes incluiriam
desde consideragbes de carater evolutivo, que poderiam ter levado os camundongos a
uma adaptagdo mais inicial e satisfatéria nas suas relagdes hospedeiro-parasita, até
fatores mais recentemente adquiridos, ligados ao sistema imunoldgico, tecido conjuntivo,
tipo de resposta inflamatéria etc. O estudo agora feito, mostrando as principais
caracteristicas evolutivas das lesdes hepaticas no camundongo, suas repercussoes
funcionais, bem como o comportamento da matriz extra-celular, fornece dados basicos
para uma exploragdo futura do modelo, ja que ha um interesse crescente na patologia
experimental da infecgao por C. hepatica. No nosso Laboratério estdo em curso estudos
sobre a infecgao por este helminto em camundongos isogénicos de diferentes linhagens,
tais como BalbC, C3H, DBA, CBA, AJ e C57 (ALVES, B. Dados nao publicados). Os
nossos resultados comprovam que os camundongos parecem estar mais adaptados a
infecgao pela C. hepatica, uma vez que nao desenvolvem a fibrose septal hepatica, e sim
uma fibrose perisinusoidal difusa, que é rapidamente reabsorvida com a evolugao do

quadro patolégico.
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CONCLUSOES

Ratos e camundongos produzem diferentes tipos de fibrose quando infectados pela
C. hepatica: os primeiros, desenvolvem caracteristicamente uma fibrose do tipo

septal, e, os ultimos, uma fibrose do tipo peri-sinusoidal, inicialmente difusa.

. A evolugao da fibrose hepdtica nos ratos com capilariase € progressiva e lenta,

enquanto nos camundongos € intensa e curta, tendendo a resolugdo do quadro

patoldgico.

A cinética da resposta imune humoral difere em ratos e camundongos infectados

pelo helminto C. hepatica.

As alteracoes mais evidentes do perfil hepatico ocorrem na fase aguda da infecgéo.

Na fase aguda da capilariase, 0s ratos mostram uma leucocitose com neutrofilia,

enquanto os camundongos respondem com uma eosinofilia.
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