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RESUMO 

Esquistossomose mansônica e desnutrição são importantes problemas de 
saúde pública no Brasil e em outros países do mundo. Embora a má nutrição 
associada à esquistossomose venha sendo estudada, a literatura é escassa a 
respeito da resposta imune no hospedeiro desnutrido e infectado pelo 
Schistosoma mansoni. O objetivo do presente trabalho foi investigar o perfil da 
resposta imune humoral e a patologia hepática em camundongos C57BL/6 
desnutridos e infectados pelo S. mansoni, comparando-os com camundongos 
eutróficos submetidos à mesma infecção. Foram estudadas, também, a 
morfologia hepática, a carga parasitária (parasitos e ovos) e a produção de 
tecido fibroso hepático. Os estudos histopatológicos e morfológicos revelaram 
granulomas pequenos e esparsos no parênquima hepático, com ausência de 
fibrose periportal no grupo desnutrido.  Camundongos eutróficos apresentaram 
uma tendência a desenvolver granulomas maiores, como também desenvolver 
fibrose hepática periportal (40%). No grupo eutrófico, o peso médio do fígado 
foi maior, resultado este atribuído ao teor protéico do fígado desses animais, 
associado à inflamação granulomatosa provocada pela esquistossomose. A 
esplenomegalia foi relacionada à infecção. O grupo desnutrido apresentou 
menor quantidade de parasitos que o eutrófico. As curvas ponderais dos 
grupos desnutridos foram inferiores e estatisticamente significativas em 
comparação com os grupos eutróficos, guardando relação, sobretudo, com o 
tipo de dieta consumida.  Quanto à produção de tecido fibroso no fígado, não 
foram encontradas diferenças significativas entre os grupos desnutrido e 
eutrófico. Os níveis das imunoglobulinas IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgE 
detectados no grupo desnutrido foram significativamente menores, quando 
comparados aos do grupo eutrófico,  evidenciando os efeitos negativos da 
deficiência protéica crônica sobre a capacidade de formação de anticorpos pelo 
organismo do hospedeiro desnutrido. 
 

 

Palavras- chaves: Esquistossomose mansôni, Imunoglobulinas e Patologia do 
fígado. 
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ABSTRACT 

Manson`s schistosomiasis and undernutrition are important public health 
problems in Brazil and other countries in the world. Although the association 
between the two conditions has been studied in some published papers, there 
are quite a few reports on the immune response in undernourished infected 
hosts. The current investigation aimed to study the humoral immune response 
and the hepatic pathology in undernourished and well-nourished C57BL/6 
inbred mice infected with S. mansoni. The gross and microscopic liver 
morphology, the parasite burden (number of parasites and eggs) and the 
production of fibrous tissue (collagen) in the liver were also studied. Liver 
histopathology showed small sparse circunmoval granulomas in the hepatic 
parenchyma, but no periportal fibrosis was detected in undernourished mice. 
Well-nourished animals had larger granulomas and periportal fibrosis was seen 
in forty percent of the animals. In well-nourished mice the average liver weight 
reported as percentage of the body weight was higher than for undernourished 
animals and related to both the liver protein stores and granulomatous 
inflammation due to schistosomiasis. Spleen enlargement was due to 
schistosome infection. A smaller number of parasites developed in 
undernourished mice as compared to well-nourished ones. Undernourished and 
well-nourished mice showed diverging growth curves, values for the formers 
being significantly lower. So, growth curves were mainly affected by the type of 
ingested diet, schistosome infection having but a negligible influence on them. 
Significant differences in liver collagen formation were not detected between 
undernourished and well-nourished mice. However, the levels of IgG1, IgG2a, 
IgG2b, IgG3 and IgE were significantly lower in the undernourished group as 
related to well-nourished controls. So, the negative effects of chronic protein 
deficiency on the ability of undernourished mice to produce antibodies against 
schistosome infection have been quite evident. 
 

Key words : Schistosomiasis mansoni, immunoglobulin, hepatic pathology. 
 

 

 
 
 
 
 
 
 



LISTA DE FIGURAS  
 
 

Figura 1 
 

Curvas ponderais de camundongos C57BL/6, desnutridos 
ou eutróficos, infectados ou não pelo Schistosoma 
mansoni.                                                        
 

 
 

44  

Figura 2 
 

Número de pares de vermes adultos de S. mansoni 
coletados em camundongos C57BL/6 desnutridos ou 
eutróficos infectados.  
 

 
 

45 

Figura 3 
 

Número de ovos encontrados no fígado total de 
camundongos C57BL/6 desnutridos ou eutróficos, 
infectados com S. mansoni.  
              

 
 

46 

Figura 4 
 

Percentual de mortalidade espontânea observada entre 
camundongos C57BL/6 desnutridos ou eutróficos, 
infectados ou não com S. mansoni.  
 

 
 

47 

Figura 5 
 

Relação percentual entre o peso corporal e os pesos do 
fígado e baço, respectivamente nos diversos grupos 
experimentais, em camundongos C57BL/6 desnutridos ou 
eutróficos, infectados ou não com S. mansoni.       
                                                                              

 
 
 

48 

Figura 6 
 

Fibrose hepática periportal, em camundongo eutrófico 
com 150 dias de infecção pelo S. mansoni. 
 

 
49 

Figura 7 
 

Fibrose hepática periportal, em camundongo eutrófico 
com 150 dias de infecção pelo S. mansoni. 
 

 
49 

Figura 8 
 

Secção de fígado de camundongo C57BL/6 desnutrido, 
com 150 dias de infecção pelo S. mansoni.   
 

 
50 

Figura 9 
 

Secção de fígado de camundongo C57BL/6 desnutrido, 
com 150 dias de infecção pelo S. mansoni. 
 

 
51 

Figura 10 
 

Secção de fígado de camundongo C57BL/6 desnutrido, 
com 150 dias de infecção pelo S. mansoni. 
 

 
51 

Figura 11  
 

Secção de fígado de camundongo C57BL/6, desnutrido 
com 150 dias de infecção pelo S. mansoni. 
 

 
52 

Figura 12 
 

Secção de fígado de camundongo C57BL/6 desnutrido, 
com 150 dias de infecção pelo S. mansoni. 
 

 
52 

Figura 13 
 

Secção de fígado de camundongo C57BL/6 desnutrido, 
com 150 dias de infecção pelo S. mansoni. 
 
 
 

 
53 



Figura 14 
 

Quantificação do colágeno (hidroxiprolina), em 
camundongos C57BL/6, desnutridos ou eutróficos 
infectados com S. mansoni.        
     

 
 

54 

Figura 15 
 

Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) das proteínas 
do antígeno solúvel de ovo (SEA) corado pelo Coomassie 
blue. 
 

 
 

56 

Figura 16 Níveis de anticorpos anti-SEA (antígeno solúvel de ovo) 
determinados por ELISA, em soros de camundongos 
C57BL/6 desnutridos ou eutróficos, infectados com S. 
mansoni.  

 
 
 

57 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
                                         LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  

 
 

 
ABTS          2, 2’- azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 
 
ADCC   
 
BH               Belo Horizonte 
 
BSA            Albumina sérica bovina 
 
C57BL/6     Linhagem isogênica de camundongo 
 
CD4            Cluster of differentiation  4  
 
CECAL       Centro de Criação de Animais de Laboratório 
 
CEUA         Comissão Ética no Uso de Animais 
 
DBR            Dieta Básica Regional 
 
DI                Desnutrido infectado 
 
DNI             Desnutrido não infectado 
 
DO              Densidade óptica 
 
DP              Desvio padrão 
 
EDTA          Ethylene diamine tetracetic acid 
 
ELISA         Enzyme-linked immunosorbent assay 
 
EI                Eutrófico infectado 
 
ENI             Eutrófico não infectado 
 
H2O2                 Peróxido de hidrogênio 
 
HCL             Ácido clorídrico 
 
HE               Hematoxilina - eosina 
 
IFN-y             Interferon gama 
 
KOH            Hidróxido de Potássio 
 
Nn                Densidade numérica 

Citotoxidade celular dependente de anticorpo 



 
NUVILAB     Nuvital Nutrientes LTDA 
 
PAGE          Eletroforese em gel de poliacrilamida 
 
PBSTw       Tampão salina fosfato com Tween 20 
 
PM              Peso molecular 
 
PE              Pernambuco 
 
pH              Potencial hidrogeniônico 
 
SDS           Dodecil sulfato de sódio 
 
SEA          Antígeno solúvel de ovo 
 
TA             Temperatura ambiente 
 
Th             Linfócito T auxiliar 
 
Th0          Linfócito T auxiliary tipo 0 
 
Th1          Linfócito T auxiliary tipo 1 
 
Th2          Linfócito T auxiliary tipo 2 
 
TNF-α      Fator de necrose tumoral alfa 
 
V               Volume dos granulomas 
 
Vv             Densidade de volumétrica 
 
 
 
 
 

 
 
 



SUMÁRIO 
 
 
  

1 INTRODUÇÃO                                                                                                                        14 

2 REVISÃO DA LITERATURA 15 

2.1 Epidemiologia da esquistossomose                                                                15 

2.2 A doença                                                                                                      16 

2.3 Modelo murino na esquistossomose experimental 18 

2.4 Patologia geral e patogênese da esquistossomose mansônica 19 

2.4.1 Fibrose hepática                                                                                            20 

2.5 Imunopatologia na esquistossomose 21 

2.6 Desnutrição associada à esquistossomose mânsonica                        24 

3 JUSTIFICATIVA                                                                                                 27 

4 PERGUNTA CONDUTORA                                                                                28 

5 OBJETIVOS      29 

5.1 Objetivo Geral    29 

5.2 Objetivos Específicos                                                                           29 

6 MATERIAIS E MÉTODOS                                                                                  30 

6.1 Animais                                                                                                   30 

6.2 Infecção                                                                                                  30 

6.3 Grupos experimentais                                                                             31 

6.4 Dietas                                                                                                      31 

6.5 Estado nutricional                                                                                   32 

6.6 Sacrifício dos animais                                                                             33 

6.7 Estudo parasitológico                                                                              34 

6.7.1 Coleta e quantificação dos vermes                                           34 

6.7.2 Contagem de ovos em amostras de fígado                              34 

6.8 Estudo morfológico                                                                                 35 

6.8.1 Estudo macroscópico                                                                35 

6.8.2 Estudo histopatológico                                                              35 

6.9 Mensuração do colágeno hepático                                                         36 

6.9.1 Estudo bioquímico                                                                     36 

6.9.2 Estudo morfométrico                                                                 37 



6.10 Estudo imunológico                                                                               39 

6.10.1 Obtenção de antígeno solúvel de ovo (SEA)                          39 

6.10.2 Avaliação da pureza e integridade do antígeno                     40 

6.10.3 Obtenção do soro                                                                   40 

6.10.4 Determinação dos isotípicos das imunoglobulinas G e E       40 

6.11 Análise estatística                                                                                 42 

7 RESULTADOS 43 

7.1 Estado nutricional                                                                                   43 

7. 2 Estudo parasitológico                                                                            45 

7.2.1 Número de parasitos                                                                45 

7.2.2 Quantidade de ovos no fígado                                                  45 

7.3 Mortalidade proporcional                                                                        46 

7.4 Estudo morfológico                                                                                 47 

7.4.1 Dados macroscópicos                                                               47 

7.4.2 Estudo histopatológico                                                              48 

7.5 Mensuração do colágeno hepático                                                         53 

7.5.1 Quantificação bioquímica                                                          53 

7.5.2 Quantificação morfométrica                                                      54 

7.6 Estudo imunológico                                                                                56 

7.6.1 Avaliação do perfil protéico do antígeno (SEA)                        56 

7.6.2 Produção das imunoglobulinas G e E                                      56 

8 DISCUSSÃO                                                                                                      58 

9 CONCLUSÕES                                                                                                  66 

REFERENCIAS                                                                                               67 

APÊNDICE A                                                                                                     83 

APÊNDICE B 114 

ANEXO A                                                                                                     124 

 
                                        



BARROS, A. FBARROS, A. FBARROS, A. FBARROS, A. F.     .     .     .                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              14  

1 INTRODUÇÃO  

 

 

  A esquistossomose mansônica destaca-se, mundialmente, como uma das 

parasitoses mais importantes, em virtude da severidade com que suas complexas 

formas clínicas acometem o hospedeiro na fase crônica da infecção. Essa doença gera 

um grande problema de saúde pública (MOREL, 2000).  

Vários são os co-fatores que podem estar envolvidos no desenvolvimento das 

formas clínicas da esquistossomose mansônica. Dentre eles, podemos citar carga 

parasitária, idade do hospedeiro, co-infecções, reinfecções e estado nutricional do 

hospedeiro (ANDRADE, 2005; SILVA et al., 2004).  

Trabalhos experimentais de Coutinho et al. (1997, 2003, 2007) e Couto et al. 

(2002, 2007), dentre outros, têm ressaltado a importância da má-nutrição do 

hospedeiro, ao demonstrarem que camundongos desnutridos infectados pelo 

Schistossoma mansoni apresentam características histológicas e fisiopatológicas 

diferentes de camundongos eutróficos, submetidos às mesmas condições. 

Embora o comportamento do modelo murino desnutrido, quando infectado pelo 

S. mansoni, seja conhecido (COUTINHO et al., 1997, 2003, 2007), a literatura é 

bastante escassa sobre o perfil da resposta imune nesses animais. Por isso, o foco do 

presente trabalho será estudar a resposta imune humoral, como também a morfologia 

hepática na fase crônica da doença, a carga parasitária (quantidade de parasitos e de 

ovos) e o estado nutricional dos animais. O estudo da resposta imune humoral, na fase 

crônica da esquistossomose em hospedeiros desnutridos, é importante para 

estabelecimento de futuras estratégias relacionadas ao diagnóstico e tratamento dessa 

parasitose em populações carentes de áreas endêmicas. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Epidemiologia da esquistossomose 

 

 

 A relevância da esquistossomose como problema de saúde pública diz respeito à 

sua cronicidade, ampla distribuição geográfica e impacto na economia, pelas suas 

repercussões sobre a atividade produtiva da população infectada (RESENDES; SOUZA 

; BARBOSA, 2005). A esquistossomose mansônica acomete mais de 200 milhões de 

indivíduos no mundo (BINA; PRATA, 2003), dos quais 20 milhões apresentam 

morbidade grave. Além disso, 15 mil mortes por ano são associadas às seqüelas da 

infecção (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2002).  

O Brasil, apesar dos esforços para seu controle, é o país da América do Sul onde 

se concentra o maior número de casos registrados, estimando-se que afete 4,6% da 

população, ou seja, aproximadamente 8.000.000 de indivíduos (KATZ; PEIXOTO, 2000; 

MASCARINI, 2003; PASSOS; AMARAL, 1998; RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005) 

sendo a doença encontrada em aproximadamente 19 estados, deixando cerca de 26 

milhões de habitantes sob risco de contraí-la (GAZZINELLI et al., 2002).  

No Nordeste, onde ocorre a maioria dos casos, a esquistossomose constitui-se 

como um dos principais problemas médicos, em virtude de suas variadas e graves 

formas de manifestações clínicas (RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005). 

Pernambuco é o estado mais afetado do Nordeste, sendo a doença considerada 

historicamente endêmica na zona rural (COUTINHO et al.,1997). A área endêmica do 

estado corresponde a 17,5% de sua área total, estimando-se que 62% da população 

esteja sob risco de se infectar (FAVRE et al., 2001). No censo demográfico de 2000, 

60% da população desse estado residia em área endêmica, havendo focos numerosos 

em Itamaracá, Paulista e Porto de Galinhas (MELO, 2006). Segundo o DATASUS, 

ocorreram 762 casos confirmados, somente no ano de 2006 (BRASIL, 2007). 

Casos humanos de infecção aguda têm sido detectados no litoral pernambucano, 

onde a doença está sendo introduzida, acometendo em sua maioria, indivíduos jovens 
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e adultos que visitam essa região e se expõem à infecção, sendo por isso chamada, por 

alguns autores, de “doença dos viajantes”, ou seja, de indivíduos que nunca foram 

expostos ao antígeno do parasito (BARBOSA et al., 1998; JESUS et al., 2002; REY, 

2001; ROSS et al., 2002). 

Assim, o perfil epidemiológico da esquistossomose em Pernambuco tem se 

modificado. Em áreas rurais, a doença se manifesta predominantemente sob a forma 

crônica intestinal, incidindo na classe social de baixa renda e tendo como vetor o 

Biomphalaria straminea. No litoral, ela é representada por casos agudos, ocorrendo em 

pessoas de classes média e alta, sendo o vetor o Biomphalaria glabrata (ARAÚJO et 

al., 2007; BARBOSA et al., 2000).  

No Brasil, segundo Ferreira e Silva (2007), a mortalidade por esquistossomose 

foi reduzida em aproximadamente 62,9% entre os anos de 1980 a 2003. Embora essa 

redução possa ser um ótimo indicador do sucesso das ações de controle, dados da 

literatura mostram que a esquistossomose ainda continua sendo um grave problema de 

saúde pública (KATZ; ALMEIDA, 2003). Alguns estudos regionais mostram uma 

situação preocupante e ainda longe da erradicação do parasito ou da sua transmissão 

(CUTRIM; CHIEFFI; DE MORAES et al., 1998), ocasionando sérias conseqüências para 

o desenvolvimento sócio-econômico do país (FERREIRA; SILVA, 2007; RESENDES; 

SOUZA; BARBOSA, 2005).  

 

 

2.2 A doença 

 

 

 A história natural da esquistossomose mansônica é dividida em fase aguda e 

crônica (REY, 2001). Na fase aguda, após a penetração das cercárias, o homem ou 

outro hospedeiro definitivo podem apresentar dermatite cercariana, provocada pela 

morte da maioria das cercarias que penetram em sua pele (COURA; AMARAL, 2004). 

Essa fase caracteriza-se clinicamente por febre elevada, mal estar geral, astenia, 

urticária, tosse seca, náuseas, vômitos, cefaléia, diarréia, dores musculares e 

desconforto abdominal (KATZ; ALMEIDA, 2003). Uma grande parte dos indivíduos 
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infectados, contudo, pode permanecer assintomática, dependendo de vários fatores e, 

principalmente, da intensidade da infecção (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2002; 

PRATA, 1989, 1997). Nas áreas consideradas hiperendêmicas (taxas de infecções > 

90%), a fase aguda da doença é rara; nas áreas não endêmicas, essa fase é mais 

comum e apresenta maior gravidade (BINA; PRATA, 1984; DOMINGUES; 

DOMINGUES, 1994; GELFAND, 1964; LAMBERTUCI et al., 2000). Caso não seja 

diagnosticada e tratada corretamente, a doença pode evoluir para a fase crônica 

(KATZ; ALMEIDA, 2003).  

A fase crônica pode ser dividida, em três formas clínicas: intestinal, 

hepatointestinal e hepatoesplênica (BINA, 1981), sendo a forma hepatoesplênica 

subdividida em compensada e descompensada (REY, 2001).  

A forma intestinal é muito comum nas áreas endêmicas (90 a 95%), sendo mais 

freqüentemente encontrada em pacientes cronicamente infectados que, geralmente, 

são assintomáticos. Na maioria dos casos, os sintomas permanecem discretos 

enquanto a carga parasitária for baixa e o acúmulo de ovos nos tecidos for pequeno. 

Nessa forma, as lesões hepáticas são moderadas e os sintomas tais como, perda de 

apetite, desconforto abdominal, astenia, cólicas intestinais, diarréia e disenteria são 

geralmente brandos e bastante variáveis, podendo persistir durante anos, pela 

dificuldade de diagnóstico, além de haver sintomas similares a outros tipos de doença 

(DOMINGUES; DOMINGUES, 1994; LAMBERTUCCI et al., 2000). À medida que os 

ovos são arrastados pela circulação e se alojam no fígado, a parasitose se agrava, 

levando o paciente a desenvolver a forma hepatointestinal. Embora a sintomatologia de 

ambas as formas seja semelhante, as lesões hepáticas na forma hepatointestinal são 

mais intensas que na intestinal, com baço e fígado discretamente palpáveis 

(DOMINGUES; DOMINGUES, 1994; REY, 2001). 

O quadro clínico pode evoluir e o paciente desenvolver a forma hepatoesplênica, 

que se caracteriza pelo comprometimento e aumento considerável do fígado e baço 

(DOMINGUES; DOMINGUES, 1994). A forma hepatoesplênica compensada é 

caracterizada por hepatoesplenomegalia com discreta hipertensão portal. Nessa fase, 

há pacientes que permanecem na sua forma clínica estacionária ou compensada 

conservando um bom estado geral, com sintomatologia de pequena intensidade ou 
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podendo evoluir para a forma mais grave da doença, a hepatoesplênica 

descompensada, a qual acomete uma porcentagem pequena da população infectada 

(cerca de 10%), dependendo da área de estudo (ANDRADE; VAN MARCK, 1984). A 

mortalidade por esquistossomose ocorre, principalmente, nessa forma, sendo suas 

principais manifestações clínicas ascite, circulação colateral e formação de varizes 

gastroesofágicas, decorrentes da hipertensão portal ocasionada pela fibrose hepática 

de Symmers. Quando essas varizes rompem, ocorrem hemorragias digestivas graves, 

muitas vezes fatais (BRASIL, 2006; PRATA, 1997; REY, 2001). 

A transmissão dessa doença ocorre quando os ovos, eliminados com as fezes do 

hospedeiro, entram em contato com coleções hídricas e, passando a ser estimulados 

por luz intensa, temperatura adequada e oxigenação da água, eclodem liberando do 

seu interior o miracídio, uma larva ciliada de vida livre. Estando presente nessas 

coleções hídricas moluscos da espécie Biomphalaria glabata, Biomphalaria straminea 

ou Biomphalaria tenagoghia, que são hospedeiros intermediários do S. mansoni, os 

miracídios, por quimiotaxia, penetram em suas partes moles auxiliados por enzimas 

proteolíticas (MELO; COELHO, 2005). Dentro do molusco, os miracídios transformam-

se em esporocisto primário e depois em secundário e, utilizando-se dos nutrientes da 

glândula digestiva desse hospedeiro intermediário, passam a sofrer modificações 

anatômicas, transformando-se em cercárias. Quando os moluscos são expostos a 

condições adequadas de luz e temperatura da água, essas cercárias são liberadas 

(REY, 2001; WARREN, 1966) no meio aquático, deslocando-se ativamente, podendo 

penetrar em várias espécies de animais que estejam em contato com esse meio 

desenvolvendo-se, porém, no hospedeiro susceptível, fechando, assim, o ciclo biológico 

da doença. 

 

 

2.3 Modelo murino na esquistossomose experimental  

 

 

 Moore et al. (1949) e Stirewalt et al. (1951), investigando a susceptibilidade de 

vários mamíferos infectados com S. mansoni, verificaram que os camundongos 
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desenvolvem vermes adultos sexualmente maduros e eliminam ovos viáveis do parasito 

nas fezes. Tendo em vista que estes animais são hospedeiros de baixo custo e de fácil 

manuseio e manutenção em laboratório, tornaram-se os hospedeiros definitivos mais 

utilizados em estudos experimentais (CAPRON et al., 1982).  

A caracterização das fases aguda e crônica, no modelo murino, é relativamente 

difícil, mas a infecção é considerada aguda aproximadamente até a 6ª semana (WYNN 

et al., 1998) e crônica a partir da 12ª (FALLON, 2000; PEARCE; MACDONALD, 2002).  

Do ponto de vista da patologia, os camundongos apresentam várias 

semelhanças com a doença humana, inclusive pelo desenvolvimento de lesão hepática 

semelhante à fibrose periportal do homem (ANDRADE; CHEEVER, 1993; WARREN, 

1966).  

 

 

2.4 Patologia geral e patogênese da esquistossomose  mansônica  

 

 

 Na esquistossomose, a patologia da infecção é predominantemente causada 

pela reação do hospedeiro aos ovos do parasito os quais, depositados pelas fêmeas 

nos vasos do intestino, são arrastados pela corrente sangüínea como êmbolos e ficam 

retidos, principalmente, nos finos ramos venosos dos espaços porta do fígado. As 

secreções eliminadas pelos miracídios funcionam como potente estímulo fibrogênico, 

agindo diretamente sobre as células que secretam a matriz extracelular (MEC) 

(ANDRADE, 1991). Começa, assim, a formação dos granulomas esquistossomóticos 

em torno dos ovos, na tentativa de isolá-los e destruí-los. Todavia, a simultaneidade do 

processo infamatório em torno de muitos ovos e a contínua produção dos mesmos leva 

os nódulos fibróticos antigos a confluirem, formando extensas áreas cicatriciais 

(ANDRADE, 2005; REY, 2001). 

Os granulomas que se acumulam em torno dos ramos intra-hepáticos da veia 

porta conduzem ao desenvolvimento de um manguito fibroso nessa região, dando 

origem à fibrose periportal ou “fibrose em haste de cachimbo de barro” (clay pipestem 

fibrosis), descrita pela primeira vez por Symmers em 1904. O acúmulo de granulomas 
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acompanhado do desenvolvimento do tecido fibroso cicatricial leva ao bloqueio da 

circulação pré-sinusoidal, que conduz à hipertensão porta, à esplenomegalia, ascite e 

circulação colateral. O tamanho do baço é aumentado, em parte pela congestão venosa 

do ramo esplênico e também pela hiperplasia das células do sistema macrofágico-

linfocitário, com diferenciação e produção de anticorpos (MAGALHÃES - FILHO; 

COUTINHO, 1961; REY, 2001).  

A fibrose hepática periportal caracteriza, no homem, a esquistossomose em sua 

forma grave hepatoesplênica, consistindo, macroscopicamente, em processo de fibrose 

estelar generalizada, acompanhada de graus variáveis de neoformação e dilatação 

vascular nesse tecido fibroso (BOGLIOLO, 1957).  

 

 

2. 4.1 Fibrose hepática 

 

 

 O tecido conjuntivo hepático, além de células, é formado pela MEC. Essa matriz 

tem função de preenchimento dos espaços entre as células, de condução dos vasos 

sanguíneos e linfáticos, além de funções de sustentação e de integração. Os 

componentes da matriz incluem moléculas que são fundamentais para ancoragem, 

estimulação e movimentação das células. Na MEC também transitam fatores de 

crescimento, citocinas, hormônios e moléculas de adesão (BEDOSSA; PARADIS, 

2003). 

Existem vários tipos celulares que compõem o tecido conjuntivo, mas as células 

fundamentais são os fibroblastos e, no fígado, as evidências apontam que as células 

estreladas, ricas em gorduras e vitamina A, também conhecidas como células de Ito e 

situadas nos espaços de Disse, têm papel importante nesse processo (BARBOSA JR.; 

PFEIFER; ANDRADE, 1993; GABELE; BRENNER; RIPPE, 2003). Estas células, 

quando, estimuladas por citocinas fibrogênicas, se desfazem de seus depósitos de 

gordura e se diferenciam em miofibroblastos e fibroblastos (ANDRADE, 1998). 

As células que secretam a MEC são também capazes de secretar enzimas que 

promovem a degradação da mesma. Estas enzimas, as metaloproteinases, se 
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encarregam de clivar as moléculas de colágeno, proteoglicanos e elastina (ANDRADE, 

1992). Quando alguma causa continuada gera o impedimento da ação degradativa 

dessas enzimas sobre o excesso da MEC que está sendo formada, ocorre um acúmulo 

progressivo de colágeno ao longo do tempo. Segundo Andrade (2006), esse 

impedimento é gerado pelos inibidores tissulares de metaloproteinases (TIMPs). 

Portanto, na MEC há fatores que influenciam seu aumento (fibrogênese) e outros que 

cunduzem em sentido contrário quando há excesso da mesma (fibrólise) (ANDRADE, 

2005).  

 

 

2.5 Imunopatologia na esquistossomose  

 

 

 Na esquistossomose, o sistema imune do hospedeiro é exposto a uma série de 

antígenos derivados do parasito e do ovo. A agressão tecidual decorrente desses 

agentes incita uma resposta inflamatória capaz de ativar o sistema imune celular e 

humoral (STADECKER et al., 2004).  

As secreções liberadas pelos ovos do S. mansoni são provenientes dos 

miracídios e compostas por enzimas proteolíticas e complexas frações glicoprotéicas, 

cujos componentes induzem o aparecimento de anticorpos e de células imunes 

sensibilizadas. As secreções líticas decorrentes dos ovos são denominadas de SEA 

(antígeno ovular solúvel) e são responsáveis pela proliferação fibroblástica "in vitro", 

podendo, também, estimular linfócitos T sensibilizados (ANDRADE, 1999).  

O papel biológico das imunoglobulinas na infecção esquistossomótica é bastante 

complexo e continua sendo estudado. Existem evidências de que as classes e 

subclasses de anticorpos anti-Schistosoma variam com a idade do indivíduo, estado 

nutricional, intensidade e tempo de infecção, como também com a presença de 

reinfecções (DUNNE et al., 1998; JASSIM; HASSAN; CATTY, 1987; OLIVEIRA et al., 

2004). No início da infecção pelo S. mansoni, tanto em humanos quanto em 

hospedeiros experimentais eutróficos, ocorre a ativação do sistema complemento, 

inicialmente através da via alternativa e produção de anticorpos específicos das classes 
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IgE, IgG (IgG1, IgG2, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgG4), IgM, IgA (BOCTOR; PETER, 1990; 

CAPRON et al.,1982). Na fase crônica da esquistossomose, são descritos altos títulos 

dos anticorpos IgG1, IgE e IgG4 (AKDIS et al.,1997; SNAPPER; PAUL, 1987). 

A alteração mais importante na imunopatologia da esquistossomose é a reação 

inflamatória granulomatosa gerada em torno dos ovos depositados pelos parasitos nos 

tecidos (PEARCE; MACDONALD, 2002; WARREN, 1966). Os granulomas 

esquistossomóticos representam reações de hipersensibilidade do tipo tardio e 

caracterizam-se como estruturas focais, pequenas e isoladas, sendo os granulomas 

mais antigos compostos, principalmente, por fibras colágenas, macrófagos, eosinófilos, 

linfócitos e plasmócitos (PEARCE; MACDONALD, 2002; WEINSTOCK; BOROS, 1983). 

Os granulomas apresentam alterações de tamanho, forma e composição com o 

passar do tempo. Esse fenômeno, denominado “modulação imunológica”, foi primeiro 

descrito por Andrade e Warren (1964) e tem sido atribuído, principalmente, a fatores 

imunes (SILVA et al., 2004). 

A modulação do granuloma é, primariamente, decorrente da resposta imune 

dependente de células T auxiliares (CD4+), que produzem linfocinas dos padrões Th1 e 

Th2. Na esquistossomose masônica murina, trabalhos têm associado o início da 

inflamação granulomatosa a uma resposta Th1 de curta duração. Todavia, outros 

estudos na literatura apontam que as alterações patológicas na esquistossomose são 

decorrentes de citocinas do tipo Th2 (HOFFMAN; CHEEVER; WYNN, 2000; PEARCE 

et al., 1992; WYNN et al., 1993). De fato, esta dicotomia Th1/Th2 foi primeiro descrita 

em estudos com clones de células TCD4+ murinas, as quais são diferenciadas a 

depender das citocinas secretadas. O perfil Th1, presente no início da infecção, 

estimula os mecanismos dependentes de fagócitos e de citotoxidade celular, que são 

chamados “pró-inflamatórios” e as suas principais citocinas são IL-2, TNFα e IFN-γ 

(ABATH et al., 2006). O perfil Th2 tem inicio com a oviposição e, ao contrário do perfil 

Th1, estimula a resposta imune humoral, tendo como principais citocinas IL-4, IL-13 e 

IL-10 (HILKENS et al., 1997; SPELLBERG; EDWARS JR., 2001).  

Tem sido amplamente demonstrado que as interleucinas podem influenciar na 

seleção de classes e subclasses de imunoglobulinas, produzidas por células B 

(FINKLEMAN et al., 1990). A citocina IL-4, secretada pelas células Th2, induz as células 
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B a secretarem IgG1 (SNAPPER; PAUL, 1987) e inibe a secreção de IgG2a, enquanto 

a IFN-γ , citocina do tipo 1, aumenta a produção de IgG2a, mas inibe IgG1 (STEVENS 

et al., 1988). A produção dos anticorpos IgE e IgG4 depende, inicialmente, de IL-4 ou 

IL-13 produzidos por células Th2 (AKDIS et al., 1997). A IgG4, por sua vez, compete 

com a IgE específica na ligação a antígenos do verme nos sítios de ligação de 

mastócitos, bloqueando, assim, a sua degranulação (STANWORTH; SMITH,1973). O 

grau de resistência frente à infecção depende, em parte, do balanço entre dois efeitos 

antagônicos: a ação protetora de IgE e o efeito bloqueador de IgG4. Tem sido 

demonstrado na literatura que IgG4 age como um anticorpo bloqueador para a função 

protetora mediada por IgE (RIHET et al., 1992). 

A síntese exacerbada de IgG foi observada em pacientes esquistossomóticos 

crônicos e estaria associada ao desenvolvimento da fibrose periportal 

esquistossomótica (GHANEM et al.,1987). Com efeito, depósitos de IgG foram 

observados nos espaços de Disse, no fígado de pacientes com fibrose de Symmers 

avançada (GRIMAUD; BOROJEVIC; BRADRAWY, 1977). 

Silva et al. (2004) verificaram que, na produção de anticorpos em camundongos 

BALB/c infectados com S. mansoni, ocorre predominância do isotipo IgG1 para ambos 

os pontos de tempo de infecção estudados (20 e 40 semanas). Todavia, não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas nos níveis de anticorpos SEA-

específicos IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgE entre camundongos com granulomas 

isolados e camundongos portadores de fibrose  hepática periportal.  

Oliveira et al. (2004), trabalhando com camundongos “outbred” desnutridos e 

infectados pelo S. mansoni, observaram que a resposta imune humoral estava 

preservada. Os animais foram capazes de responder aos estímulos gerados pelos 

antígenos dos ovos dos parasitos, porém apresentaram níveis inferiores de IgG1, 

IgG2a, IgG2b e IgG3, quando comparados a animais eutróficos, também infectados.  

Assim as interações entre citocinas e anticorpos em resposta à presença do S. 

mansoni demonstram a importância das respostas celular e humoral na definição dos 

mecanismos de resistência e susceptibilidade à infecção e em relação à patologia 

causada por esse helminto. 
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2.6 Desnutrição associada à esquistossomose mânsoni ca  

 

 

 A importância de um adequado estado nutricional para a saúde do hospedeiro é 

consenso universal. O Projeto de Controle de Doenças Prioritárias nos Países em 

Desenvolvimento estima que 32% do número global de doenças em geral poderiam ser 

evitadas pelo controle da má nutrição. A desnutrição tem contribuído substancialmente 

para aumentar as taxas de morbidade e mortalidade em países de baixa renda (BLACK 

et al., 2008). 

Geralmente as áreas endêmicas de esquistossomose se sobrepõem às de 

desnutrição (COUTINHO et al., 1997). Levantamentos clínico-epidemiológicos 

realizados por Coutinho et al. (1972) em populações de áreas endêmicas de 

esquistossomose no Nordeste do Brasil, e por outros autores, em outras regiões 

endêmicas do mundo, permitiram correlacionar a doença ao estado nutricional do 

indivíduo, mostrando a importância do parasitismo no agravamento da má-nutrição. Do 

ponto de vista clínico, antropométrico e anátomo-patológico, associações entre o 

estado nutricional do hospedeiro e certas manifestações da esquistossomose, têm sido 

relatadas (COUTINHO, 1980, 2004; COUTINHO et al., 1997; PARRAGA et al., 1996), 

tanto no homem como em hospedeiros experimentais (CHEEVER et al., 2002; 

COUTINHO; FREITAS; ABATH., 1992; COUTINHO et al.,1997), particularmente na 

forma grave hepatoesplênica da doença (COUTINHO et al., 1972, 1997). 

As repercussões da esquistossomose sobre o estado nutricional e vice-versa 

vêm sendo estudadas em várias publicações (CHIEFFI, 1992; COUTINHO et al., 1997, 

2003, 2007; COUTINHO, 2004; Mc GARVEY et al., 1993; PARRAGA et al., 1996; 

STEPHENSON, 1993, 1994), embora em algumas delas essa interrelação não tenha 

sido encontrada (JUSOT; SIMARRO; MUYNCK, 1996; PROIETTI et al., 1992). 

Resultados às vezes conflitantes publicados na literatura correm por conta de 

diferenças na metodologia empregada, na utilização de modelos experimentais 

diferentes e na observação de pacientes com distintas formas clínicas. A continuação 

desses estudos é importante e recomendável, possibilitando assim, uma melhor 

compreensão da doença.  
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Em trabalhos experimentais, Coutinho et al. (1997, 2003, 2007) têm demonstrado 

que o estado nutricional pode contribuir para alterar o quadro da fibrose 

esquistossomótica na fase crônica da doença. Através da realização de inquéritos de 

consumo alimentar em diferentes áreas endêmicas de Pernambuco, foi possível 

caracterizar uma Dieta Básica Regional (DBR). Essa dieta, composta de quatro tipos 

fundamentais de alimentos — feijão mulatinho, farinha de mandioca, batata doce roxa, 

carne de charque (carne seca) — quando administrada a camundongos (COUTINHO; 

FREITAS; ABATH, 1992) e ratos (TEODÓSIO et al., 1990), consegue induzir a forma 

marasmática da desnutrição protéico-calórica, semelhante ao que acontece no homem. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (1973), a desnutrição protéico-calórica é 

definida como uma condição patológica relacionada com a perda, em várias 

proporções, de proteínas e calorias.  

 Experimentos realizados utilizando camundongos infectados com S. mansoni por 

16 semanas e mantidos nessa dieta multideficiente, não conseguiram reproduzir a 

fibrose hepática periportal, diferentemente do que ocorreu com camundongos 

eutróficos, submetidos às mesmas condições (COUTINHO et al., 1997). A mudança de 

uma dieta deficiente para outra balanceada, também não foi capaz de induzir a lesão no 

modelo murino desnutrido, assim como a troca da dieta balanceada, por uma deficiente 

não suprimiu a lesão no modelo murino eutrófico (COUTINHO et al., 2003). 

Camundongos “outbred” desnutridos, submetidos a uma única ou repetidas infecções 

com S. mansoni, também não foram capazes de desenvolver a fibrose periportal, 

diferentemente dos eutróficos, onde a lesão apareceu em aproximadamente 40% dos 

animais (COUTINHO et al., 2007).  

Assim, dentre os fatores que influem no desenvolvimento da fibrose periportal 

(fibrose pipestem ou de Symmers), expressão mais grave da patologia hepática na 

esquistossomose crônica, o fator desnutrição parece ter participação importante. A má-

nutrição modifica os mecanismos de defesa do organismo, pois compromete os órgãos 

hematopoiéticos e linfóides responsáveis pela produção, manutenção e função das 

células que medeiam esses processos (CHANDRA, 1991). Sendo considerada como 

um determinante crítico da resposta imune (MEIRA, 1995), seria causa de reações 
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imunológicas deficientes, podendo estar relacionada com a inibição do desenvolvimento 

da fibrose “pipestem” do camundongo desnutrido (COUTINHO et al., 1997).  
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3 JUSTIFICATIVA  

 

 

 Embora os fatores imunológicos envolvidos na infecção esquistossomótica 

estejam sendo bastante estudados nos últimos anos, tanto em seres humanos quanto 

em hospedeiros experimentais, são ainda escassas as referências na literatura sobre o 

perfil imunológico do hospedeiro desnutrido esquistossomótico. Estudos mais acurados 

sobre a imunopatologia do hospedeiro desnutrido infectado pelo S. mansoni são 

necessários, visto que comumente as áreas de desnutrição humana se sobrepõem às 

áreas endêmicas de esquistossomose mansônica. 

 Neste contexto, o estudo da resposta imune humoral e das alterações da 

morfologia hepática na fase crônica da esquistossomose, no modelo experimental 

murino desnutrido, assume importância como base para investigações posteriores 

visando o estabelecimento de novas estratégias de diagnóstico, prevenção e 

tratamento da parasitose em populações humanas de regiões endêmicas. 
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4 PERGUNTA CONDUTORA  

 

 

 Existem diferenças entre hospedeiros desnutridos e eutróficos quanto à resposta 

imune humoral e morfologia hepática, na fase crônica da infecção pelo S. mansoni ? 
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5 OBJETIVOS  

 

 

5.1 Geral  

 

 

 Estudar a resposta imune humoral e a morfologia hepática na fase crônica da 

esquistossomose mansônica, em camundongos C57BL/6 desnutridos e em eutróficos, 

infectados com S. mansoni.  

 

 

5.2 Específicos 

 

 

 Identificar a produção dos isotipos de anticorpos IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e da 

IgE. 

 

 Avaliar, através de curvas poderais, o desenvolvimento da desnutrição induzida 

pela dieta básica regional (DBR). 

 

 Estudar a morfologia hepática da esquistossomose mansônica. 

 

 Quantificar, morfométrica e bioquimicamente, a produção de colágeno hepático. 

 

 Determinar a intensidade da infecção pelo S. mansoni, através da contagem dos 

vermes e de ovos no fígado. 
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6. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

6.1 Animais  

 

 

 Camundongos machos, isogênicos, da linhagem C57BL/6, recém desmamados 

(21 dias), pesando entre 10 a 15g, foram mantidos em gaiolas individuais no Biotério 

Experimental da FIOCRUZ-Recife (Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães - CPqAM), 

sob condições padronizadas de temperatura (entre 21 e 22°C) e luminosidade (ciclos 

de claro/escuro de 12 em 12 horas) e umidade entre 45 a 55%. Os animais foram 

oriundos do Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da Fundação 

Oswaldo Cruz / MS (Rio de Janeiro). A utilização desses animais no presente trabalho 

foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA - FIOCRUZ), sob 

licença n° L 0028/07, cujo certificado encontra-se como anexo A. 

 

 

6.2 Infecção 

 

 

 Os camundongos foram infectados individualmente com 30 cercárias de S. 

mansoni (cepa LE - Belo Horizonte), oriundas de moluscos Biomphalaria glabrata 

criados no Laboratório de Malacologia do CPqAM - FIOCRUZ. A infecção foi realizada 

por via percutânea 30 dias após a administração das dietas. Após 60 dias de infecção, 

todos os animais foram submetidos a exame parasitológico (HOFFMAN; PONS; 

JANER, 1934), para comprovar a eficácia da infecção. 
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6.3 Grupos experimentais 

 

 

 Foram formados os seguintes grupos de camundongos: desnutridos infectados 

(n=35), eutróficos infectados (n=35), desnutridos não infectados (n=15) e eutróficos não 

infectados (n=15).  

Os camundongos dos grupos infectados foram utilizados da seguinte forma: 25 

desnutridos e 25 eutróficos foram usados para estudo imunológico. Os vinte 

camundongos restantes foram divididos em um grupo desnutrido (n=10) e outro 

eutrófico (n=10), que foram utilizados nos estudos parasitológico, bioquímico, 

morfométrico, histológico e nutricional. Os grupos desnutrido (n=15) e eutrófico (n=15) 

não infectados foram utilizados, apenas, como controles para os estudos imunológico, 

morfológico macroscópico e avaliação do estado nutricional. 

 

 

6.4 Dietas  

 

 

 A desnutrição foi induzida pela administração da dieta básica regional (DBR) 

essencialmente hipoprotéica (Tabela 1), contendo aproximadamente 7% de proteína 

(COUTINHO et al., 1997). Os animais eutróficos foram alimentados com Nuvilab, dieta 

comercial balanceada (Nuvital Nutrientes Ltda, Colombo, Paraná, Brazil), contendo 22% 

de proteína. As dietas foram administradas aos animais “ad libitum”, em forma de 

“pellets” (biscoitos). 
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Tabela 1: COMPOSIÇÃO PERCENTUAL DAS DIETAS (*) 

COMPONENTES g % PROTEÍNA% CARBOIDRATOS% GORDURA% MINERAIS% FIBRAS% 

DBR: 

Feijão Mulatinho 

(Phaseolus vulgaris) 

Farinha de mandioca 

(Manihot esculenta) 

Charque 

Batata Doce (roxa) 

(Iponaea batatas) 

TOTAL 

 

18,34 

 

64,81 

 

3,74 

12,76 

 

99,65 

 

3,99 

 

0,84 

 

2,74 

0,30 

 

7,87 

 

10,66 

 

48,59 

 

0,43 

9,99 

 

69,67 

 

0,24 

 

0,12 

 

   0,41** 

0,03 

 

0,80 

 

0,57 

 

0,43 

 

0,06 

0,20 

 

1,26 

 

1,09 

 

5,64 

 

- 

0,48 

 

7,21 

NUVILAB 

(Nuvital Nutrientes 

Ltda) 

 

100,0 

 

       22,00 

OBS: Dieta comercial balanceada, para camundongos. 

(*) COUTINHO, E.M. et al., 1997. 
(**) Este valor refere-se à gordura total da charque “magra” e da manta de gordura ( 0,21+ 0,20  =0,41) 
 
 

6.5 Estado nutricional 

 

 

 A avaliação do estado nutricional foi realizada através das curvas ponderais 

obtidas pela determinação semanal da massa corpórea dos camundongos, em balança 

eletrônica (Petit Balance, modelo mk500-C). Diariamente foram observados o 

comportamento e aspecto clínico dos animais. Este modo de avaliação simplificada do 

estado nutricional justifica-se pelo fato dessas dietas terem sido estudadas em 

trabalhos anteriores, sendo já bastante conhecidas sua composição, preparo e 

repercussões clínicas e fisiopatológicas (COUTINHO; FREITAS; ABATH, 1992; 

TEODÓSIO et al., 1990). A mortalidade espontânea dos animais foi registrada a fim de 

se obter, no final do experimento, a taxa de mortalidade em relação à infecção e ao 

estado nutricional. 
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6.6 Sacrifício dos Animais  

 

 

 Todos os camundongos foram sacrificados com 180 dias de dieta e 150 de 

infecção. Exceção foi feita para os camundongos albinos Swiss (que não participaram 

dos grupos experimentais), sacrificados com 60 dias de infecção e usados, apenas, 

para obtenção do antígeno solúvel de ovo (SEA). Todos os camundongos do projeto, 

destinados aos estudos parasitológico, morfológico, bioquímico, morfométrico e 

imunológico, foram anestesiados por via intraperitoneal com Ketamina (115 mg/Kg) 

associada à Xilasina (10 mg/Kg), antes do sacrifício. O efeito do anestésico foi avaliado 

segundo as normas da CEUA-FIOCRUZ. O monitoramento do efeito positivo do 

anestésico foi realizado pela ausência dos reflexos digital e caudal dos animais.  

Os procedimentos efetuados após o sacrifício foram: perfusão do sistema venoso 

portal, (para coleta e quantificação dos vermes), retirada e pesagem do fígado e baço. 

Posteriormente, o fígado foi seccionado em três partes: do lobo maior foram retirados 

um fragmento para histologia (fixado em Bouin) e outro para dosagem de hidroxiprolina 

(fixado em formol 10%). O restante do fígado foi congelado para contagem de ovos 

(CHEEVER, 1970). Nos animais destinados à obtenção de soro (estudo imunológico), 

foi feita apenas a sangria total, por secção do plexo axilar; e no grupo de animais 

utilizados para obtenção do SEA (GAZZINELLI et al., 1983) apenas o fígado foi retirado. 

Os camundongos mortos foram congelados e posteriormente recolhidos para serem 

incinerados, conforme as normas de Biossegurança. 
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6.7 Estudo parasitológico  

 

 

6.7.1 Coleta e quantificação dos vermes 

 

 

 Os camundongos foram perfundidos segundo a técnica de Duvall e De Witt 

(1967), da seguinte maneira: foi feita, longitudinalmente, uma incisão próxima aos 

órgãos genitais, com o auxílio de pinças e tesouras cirúrgicas, indo até a caixa torácica; 

as vísceras foram expostas e a veia porta seccionada. Foi introduzida uma agulha no 

ventrículo esquerdo e injetada, através da artéria aorta, uma solução de perfusão 

composta de 8,5g Cloreto de Sódio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), mais 15g de Citrato 

de Sódio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), completando-se com quantidade suficiente de 

água destilada para 1000mL. Os vermes recuperados foram, inicialmente, 

acondicionados em cálice de sedimentação, posteriormente separados de acordo com 

o sexo e quantificados.   

 

 

6.7.2 Contagem de ovos em amostras de fígado  

 

 

 O número total de ovos no fígado foi obtido pela técnica de Cheever (1970), 

conforme os seguintes procedimentos: (1) fragmentos de fígado de cada camundongo 

foram colocados em tubos de ensaio individualmente identificados, contendo 60mL de 

solução de hidróxido de potássio a 4% (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) e acondicionados 

em estufa de 37°C (Fanem LTDA, modelo 002CD) durant e 3h; (2) Após digestão dos 

fragmentos, obteve-se uma solução de onde foi retirada uma amostra de 1000µL que 

foi distribuída em câmara de contagem de “Sedgewick Rafter” (Graticules Limited, 

modelo S50, Tonobridge, England). Nessa amostra foram contados os ovos 

encontrados com o auxílio de um microscópio ótico (LEICA, modelo Leitz Laborluxs, 

Nussloch, Germany) com objetiva de 10x. A quantidade de ovos presentes nesses 



BARROS, A.BARROS, A.BARROS, A.BARROS, A.    F.                                                       F.                                                       F.                                                       F.                                                                                                                                                                                                                                                 MATERIAIS E  MATERIAIS E  MATERIAIS E  MATERIAIS E    MÉTODOMÉTODOMÉTODOMÉTODOSSSS                                                                                                                        35     
                                     

 

1000µL foi extrapolada para a quantidade total da solução (60mL), objetivando-se obter 

o número de ovos no fígado total.  

 

 

6.8 Estudo morfológico 

 

 

6.8.1 Estudo macroscópico 

 

 

 O fígado e o baço dos camundongos, removidos e pesados, foram examinados 

macroscopicamente. Os valores obtidos na pesagem serviram para o cálculo da relação 

percentual entre o peso corporal e os pesos do fígado e baço, respectivamente nos 

diversos grupos.  

 

 

6.8.2 Estudo histopatológico 

 

 

O fragmento de fígado destinado ao estudo histológico foi fixado em Bouin, com 

tempo máximo de fixação de seis horas. Depois da fixação, as amostras de cada animal 

foram lavadas várias vezes em etanol 70% para remoção do ácido pícrico.  Essas 

amostras foram colocadas, individualmente, em cápsulas histológicas, identificadas e 

desidratadas em cinco banhos de etanol de concentração crescente, na seguinte 

ordem: etanol 70%, 80%, 90% e dois banhos de 100% (CAAL, São Paulo, SP), em um 

processador automático de tecidos. Em seguida, os fragmentos foram diafanizados em 

dois banhos de xilol (CAAL, São Paulo, SP) e inseridos em dois de parafina histológica 

a 60°C, sendo, ao final, incluídos em parafina, em forma de blocos para microtomia. Os 

blocos foram cortados com espessura de 5µm em micrótomo rotativo de parafina 

(LEICA, modelo RM 2125RT, Nussloch, Germany) e os cortes obtidos, corados pela 

hematoxilina (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) e eosina (Kanto Chemical CO, Inc) para 
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análise histopatológica; e pelo picrosirius vermelho (Aldrich Chemical Company, Inc), 

para quantificação do tecido colágeno (JUNQUEIRA; BIGNOLOS; BRENTANI, 1979) e 

mensuração dos granulomas esquistossomóticos. 

 

 

6.9 Mensuração do colágeno hepático 

 

 

6.9.1 Estudo bioquímico  

 

 

Amostras de fígado, obtidas do lobo maior, pesando entre 100 e 200mg, fixadas 

em formol a 10%, foram usadas para determinação do colágeno como hidroxiprolina 

(BERGMAN; LOXLEY, 1963), de acordo com os procedimentos que se seguem: (1) 

hidrólise: os fragmentos de fígado foram individualmente colocados em tubos de ensaio 

contendo 5mL de ácido clorídrico (ISOFAR, Rio de Janeiro-RJ) a 6N e incubados a uma 

temperatura de 110°C em estufa, por 18 horas. Após esse tempo, foram acrescentados 

5mL de água destilada às amostras digeridas e, em seguida, foram filtradas; (2) 

neutralização: obteve-se 2mL de cada amostra filtrada, sendo adicionada a essa 

alíquota uma gota de fenolftaleína (3,3-bis (4-hydroxyphenyl)-1(3H)-isobenzofuranone) - 

(SIGMA, St. Louis, MO, USA) a 1%; (3) a cada 2mL do filtrado, acrescentou-se 600µL 

de solução de hidróxido de sódio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) a 10N; em seguida, 

adicionou-se 400µL de ácido clorídrico (ISOFAR, Rio de Janeiro, RJ) a 3N e ajustou-se 

o volume final de cada amostra para 4mL; (4) coloração: foram preparadas quatro 

amostras de 50, 100, 150 e 200 microlitros de hidroxiprolina (trans-4-HYDROXY-L-

PROLINE; SIGMA, St. Louis, MO, USA) a 0,1mM, respectivamente, denominadas de 

padrão, as quais, a partir desse instante, acompanharam todas as etapas da técnica; 

(5) de cada amostra neutralizada, obteve-se 200µL, acrescentou-se a cada uma 

(inclusive ao padrão) 400µL de álcool isopropanol (CAAL, São Paulo, SP) e, 

posteriormente, foram as mesmas oxidadas com 200µL de solução “A” [N-Chloro-p-

toluene-sulfonamide sodium solt, Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USA] + tampão 
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citrato acetato) por 4 minutos; (6) foram acrescentados, a cada amostra, 2,5mL da 

solução “B” (reagente de Erlich [p-Dimethylamino-Benzaldehyde, Sigma Chemical, St. 

Louis, Mo., USA] + ácido perclórico a 60%) + álcool isopropanol (CAAL, São Paulo, SP). 

(7) As amostras foram deixadas em banho-maria a 60°C, por 25 minutos; (8) Ao final, 

foram esfriadas e lidas em espectrofotômetro automático (Pharmacia, modelo Ultrospec 

3000), em densidade óptica de 558nm. Os resultados da leitura foram corrigidos para 

intensidade da infecção, dividindo-se a hidroxiprolina hepática total pelo número de 

ovos de S. mansoni no fígado (CHEEVER et al., 1987). 

 

 

6.9.2 Estudo morfométrico  

 

 

 Para esse estudo, dez campos microscópicos por animal foram obtidos 

aleatoriamente, utilizando-se objetiva de 10x. Foram analisados cortes histológicos de 

10 animais dos dois grupos infectados, corados pelo picrosirius vermelho, para 

mensurar o percentual de tecido fibroso (%), o volume dos granulomas (V) encontrados 

e as densidades volumétrica (Vv) e numérica (Nn) dos mesmos.  A morfometria foi 

realizada com o auxílio do Sistema de Processamento de Análise de Imagem LEICA 

QWIN, versão 2.6 MC (Leica Cambridge, Cambridge – England), composto de um 

microcomputador com o programa de morfometria acima citado e de um microscópio 

ótico binocular, contendo uma câmara de captura digital (LEICA JVC, modelo TK - C 

1380, Pine Brook, NJ, USA). Para obtenção do percentual de tecido fibroso, o tecido 

colágeno, corado pelo picrosirius em vermelho, foi marcado e quantificado com o auxílio 

do programa Qwin, obtendo-se, também, a média percentual e erro padrão dos valores 

mensurados.  

Foi medido o diâmetro dos granulomas que continham ovo ou vestígio de casca, 

encontrados em 10 campos microscópicos aleatórios. Atribuindo-se aos granulomas 

uma forma esférica, os raios obtidos a partir dos seus diâmetros foram aplicados à 

fórmula para o cálculo do volume da esfera, obtendo-se, assim, o volume dos 

granulomas. 
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                                V= R3 x π x 4/3 

A densidade volumétrica foi deduzida a partir da mensuração da área de todos 

os granulomas que contiham casca ou vestígio de casca de ovo de S. mansoni, 

encontrados nos campos microscópicos aleatórios. Essas áreas foram marcadas e 

mensuradas com o auxilio do programa. O resultado da soma dos valores 

correspondentes a essas áreas foi dividido pelo resultado da soma dos valores 

correspondentes as áreas totais dos campos aleatórios observados. O quociente dessa 

operação é a densidade de volume.   

                                                                                      

                      

                            Vv = Área total dos granulomas 

                                    Área total dos compartimentos 

 

Para se obter a densidade numérica, o número de granulomas encontrados nos 

campos microscópicos aleatórios foi somado e o resultado, juntamente com o valor da 

densidade de volume, aplicados à fórmula de Weibel (1963). 

                       

                      Nn = 0,77 x √ N 1,5 

                                            Vv 0,5 

                                

                                  

 

 

 

 

 

 

 

V = Volume do granuloma                                                                   

R = Raio da esfera 

π = 3,14 

Vv = densidade volumétrica do granuloma 

Nn = densidade numérica dos granulomas 

0,77 = constante 

N = número de granulomas  

Vv = densidade volumétrica dos granulomas 
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6.10 Estudo imunológico  

 

 

6.10.1 Obtenção de antígeno solúvel de ovo (SEA)  

 

 

 O antígeno solúvel de ovo (SEA), obtido como descrito por Gazzinelli et al. 

(1983), foi preparado no Laboratório de Imunopatologia e Biologia Molecular do  

CPqAM/ FIOCRUZ. Para sua obtenção, camundongos albinos Swiss foram infectados 

por via percutânea com aproximadamente 100 cercárias de S.mansoni, e perfundidos 

para retirada dos vermes após 60 dias de infecção. Os fígados foram retirados, 

fragmentados, embebidos em solução de salina a 1,7% por 24h a 4°C e, 

posteriormente, colocados em banho-maria por 2h, a 37°C. Terminado esse tempo, os 

fígados passaram por um processo de trituração (em liquidificador comum) por 5 min e 

a suspensão formada foi filtrada uma vez em malha de 180µm e uma segunda vez em 

malha de 130µm. O material filtrado foi distribuído em cálices de sedimentação e 

decantado durante 2h. O sedimento, resultante da decantação, foi depositado em tubos 

Falcon de 50mL, submetido a cinco centrifugações 200 x g (Centrífuga Beckman 

Instruments, modelo TJ-6R) de 5min. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

desprezado e o sedimento ressuspendido em 10mL de salina a 1,7%. O sedimento foi 

macerado manualmente com bastão de vidro, na presença de inibidor de protease 

(EDTA 1mM em metanol, PMSF 1Mm), resfriado e ultrassonicado (Processador 

Ultrasônico 500 watts- Cole Parmen, modelo 501) com três ciclos de 20 pulsos (sendo 

cada pulso de 60s, a uma potência de 25w). Após essa etapa, o material foi 

ultracentrifugado a 104 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante submetido a nova 

ultracentrifugação  a 105 x g por 1h, a 4°C (Ultracentrífuca Beckman Coulter,  modelo 

Optima LE-80K, Palo Alto, Califórnia). A técnica foi finalizada com a diálise do 

sobrenadante, utilizando-se membrana de celulose com capacidade de reter proteínas 

de peso molecular a partir de 12.000 kDa, para completa retirada dos sais presentes no 

antígeno. 
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6.10.2 Avaliação da pureza e integridade do antígeno 

 

 

 O antígeno protéico solúvel de ovo (SEA) foi dosado através do método de 

Bradford (1976), modificado por Read e Northcorte (1981). Para verificação do perfil 

protéico, foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida a uma concentração de 

12% sob condições desnaturantes na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS), que 

é um forte detergente aniônico, e de 2-mercaptoetanol, um agente redutor. Esta técnica 

permite determinar o número e o tamanho das subunidades de uma proteína 

(LAEMMLI, 1970). A coloração para proteínas foi feita pelo Comassie Blue.  

 

 

6.10.3 Obtenção do soro  

 

 

  O sangue foi coletado por secção do plexo axilardos camundongos, deixado à 

temperatura ambiente até a sua completa coagulação e centrifugado (Centrífuga: 

Beckman Instruments, modelo TJ-6R) a 300 x g, a 4°C  por 10min. O soro obtido para 

determinação de níveis de isotipos de anticorpos antígeno-específicos foi aliquotado e 

armazenado a -20°C (OLIVEIRA et al., 2004). Todas a s amostras foram processadas 

no Laboratório de Imunopatologia e Biologia Molecular do Departamento de Imunologia 

do CPqAM.  

 

 

6.10.4 Determinação do perfil isotípico das imunoglobulinas G e E 

 

 

 A quantificação da produção das imunoglubulinas neste estudo foi realizada em 

duplicatas, para conferir maior segurança aos resultados obtidos. A reatividade das 

imunoglobulinas G e E do plasma obtido dos camundongos contra o antígeno de ovo 

(SEA) de S. mansoni. A análise da produção de anticorpos anti-SEA nos soros dos 
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camundongos foi realizada através do ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

indireto, segundo Oliveira et al. (2004), com modificações, tendo sido executado os 

seguintes procedimentos: (1) sensibilização de placas (Nunc-Immuno Plates, MaxiSorp, 

96 poços, Nalge Nunc International Corporation) com os Ags-SEA na concentração de 

3µg/mL, os quais foram diluídos em tampão carbonato-bicarbonato 0,05M pH 9,6,  

distribuídos 100µL/poço e incubados por 18h a 4°C; (2) lavagem das p lacas por três 

vezes com Tampão Salina Fosfato (PBS) a 0,157M, contendo Tween 20 (Tw) a 0,05% 

(PBS-Tw ; SIGMA, St. Louis, MO, USA); (3) bloqueio das placas com PBS-Tw  a 0,05%, 

contendo 1% BSA (Albumina bovina sérica; SIGMA, St. Louis, MO), durante 2h; (4) 

nova lavagem das placas por 3 vezes, com PBS/Tw  a 0,05%; (5) Ao final da lavagem,  

50µL do soro foi diluído  em PBS-BSA a 0,1% distribuídos em duplicata nas placas em 

concentrações de 1:200 para IgG1, IgG2b ; 1:20 para IgG2a , IgG3 e 1:5 para IgE. As 

placas foram, em seguida, incubadas por 18h a 4°C. Nova lavagem das placas por três 

vezes, com PBS/Tw a 0,05%; (6) Para detecção dos isotipos: incubação de 50µL de 

anticorpos biotinilados anti IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgE na concentração de 0,5 

mg/mL (Pharmingen, San Jose, CA), obtidos de camundongos, em PBS/BSA (0,1%) 

durante 1h, à temperatura ambiente. Após incubação, foram feitas mais cinco lavagens 

com PBS-Tw a 0,05% e adicionado às placas (100µL/poço) o conjugado enzimático 

diluído 1:3000 (estreptoavidina marcada com peroxidase — Sigma Chemical, St. Louis, 

Mo., USA) em PBS-Tw contendo BSA 0,1 %. Posteriormente, as placas foram 

incubadas à temperatura ambiente por 1h. Mais cinco lavagens foram realizadas com 

PBS-Tw a 0,05%. A reação foi revelada pela adição do substrato contendo peróxido de 

hidrogênio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) e o cromógeno ABTS [(2,2’-azinobis (3-

ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)], Sigma Chemical, St. (Louis, Mo, USA)] ambos 

dissolvidos em tampão citrato 0,1M e fosfato de sódio 0,2M pH= 5,5. A reação, foi 

então, bloqueada com 100µL/poço de ácido cítrico 0,1M (VETEC, Rio de Janeiro, RJ). 

A leitura dos resultados foi realizada pela mensuração da densidade óptica a 405nm, 

em um leitor de ELISA automático (Biorad Laboratories, modelo 3550), com a utilização 

do programa Microplate versão 5.1. 
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6.11 Análise estatística  

 

 

 Foi realizada uma análise descritiva para expor os resultados obtidos. A 

apresentação das variáveis mensuradas foi feita através de tabelas ou gráficos 

incluindo, também, o uso de algumas medidas descritivas, tais como mínimo, máximo, 

média e desvio padrão. Para análise comparativa das variáveis quantitativas, foram 

aplicados o teste “t” - de Student, o teste de Mann - Whitney ou a Análise de Variância 

(ANOVA). Para testar os contrastes, foi usado o teste de Levene para verificar a 

suposição de homogeneidade das variâncias; quando esta foi verificada, utilizou-se o 

teste de Tukey e quando não, o teste de Tamhane. Para análise das variáveis 

qualitativas, foi aplicado o teste do Qui-quadrado. Todas as conclusões foram tomadas 

ao nível de significância de 5%, utilizando os softwares Excel 2000 (Microsoftwares 

2000 - USA) e o SPSS 8.0. 
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7 Resultados  
 

 

7.1 Estado nutricional 
 

 

 Pela análise das curvas ponderais (Figura 1), foi observado paralelismo entre os 

grupos desnutrido infectado (DI) e desnutrido não infectado (DNI), desde o início do 

experimento, tornando-se essas curvas sobrepostas a partir da décima quarta semana 

até a data do sacrifício dos animais. O mesmo ocorreu entre os grupos eutrófico 

infectado (EI) e eutrófico não infectado (ENI), nos quais se observou paralelismo 

discreto das curvas nas três primeiras semanas e sobreposição a partir da quarta 

semana, até o final do experimento. Os animais do grupo eutrófico infectado 

apresentaram curva ponderal discretamente inferior à dos eutróficos não infectados, o 

mesmo fato aconteceu entre os grupos desnutrido infectado e não infectado, não sendo 

encontrada diferença eastaística significativa entre eles. No entanto, o grupo DI, quando 

comparado com o grupo EI, apresentou, durante todo o experimento, desenvolvimento 

ponderal nitidamente divergente, com valores sempre inferiores e estatisticamente 

significativos, o mesmo acontecendo entre os grupos DNI e ENI, quando comparados 

entre si (p < 0, 001).  
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Figura 1 – Curvas ponderais de camundongos C57BL/6, desnutridos ou entróficos, infectados ou não 
pelo Schistosoma mansoni. (p< 0, 001) 
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7. 2 Estudo parasitológico 
 

 

7.2.1 Número de parasitos 
 

 

 A Figura 2 apresenta o número médio de vermes recolhidos do sistema porto-

mesentérico de camundongos dos grupos desnutrido infectado e eutrófico infectado.  

Verificou-se que a carga parasitária do grupo eutrófico foi mais elevada do que a do 

grupo desnutrido, com diferença estatisticamente significativa (p = 0,01). 

0.0

2.5

5.0

7.5

10.0

Grupos experimentais

N
º 

de
 P

ar
es

 d
e 

ve
rm

es

 
Figura 2 - Número de pares de vermes adultos de S. mansoni coletados em camundongos C57BL/6 
desnutridos ou eutróficos infectados. Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão.  
* p = 0,01. 
 
 

7.2.2 Quantidade de ovos no fígado 
 

 

 A Figura 3 mostra a quantidade média de ovos de S. mansoni encontrada no 

fígado total dos camundongos infectados. No grupo eutrófico, a quantidade de ovos foi 

relativamente mais elevada do que a do grupo desnutrido, porém estes resultados não 

apresentaram diferença estatisticamente significativa.  

EI (Eutrófico infectado)  
DI (Desnutido infectado) 

* 
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Figura 3 – Número de ovos encontrados no fígado total de camundongos C57BL/6 desnutridos ou 
eutróficos, infectados com S. mansoni. Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão. 
 

 

7.3 Mortalidade proporcional  
 

 

 Durante todo o experimento, a mortalidade espontânea foi mais elevada nos 

grupos desnutridos em relação aos grupos eutróficos. As taxas de mortalidade 

espontânea foram de 37,6% para o grupo desnutrido infectado, 18,3% para o grupo 

desnutrido não infectado, 26,7% para o grupo eutrófico infectado, e 5,5% para o grupo 

eutrófico não infectado (Figura 4). O percentual de mortalidade diferiu significantemente 

entre os grupos (p < 0,05). 

 

EI (Eutrófico infectado)  
DI (Desnutido infectado) 
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Figura 4 – Percentual de mortalidade espontânea observada entre camundongos C57BL/6 desnutridos 
ou eutróficos, infectados ou não com S. mansoni. EI = eutrófico infectado; DI = desnutrido infectado; ENI 
= eutrófico não infectado; DNI = desnutrido não infectado. (p < 0,05). 
 
 

7.4 Estudo morfológico 
 

 

7.4.1 Dados macroscópicos 
 

 

 A relação percentual entre o peso do fígado e do baço e o peso corporal dos 

animais dos grupos desnutridos (DI e DNI) e dos grupos eutróficos (EI e ENI), estão 

representados na Figura 5. Verificou-se que o grupo eutrófico infectado apresentou 

valores significativamente mais elevados, em relação ao fígado, quando comparado 

com o grupo eutrófico não infectado (p<0, 001), o mesmo acontecendo com os grupos 

desnutridos (p<0,05). O grupo desnutrido infectado apresentou diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo eutrófico infectado (p<0,05). Os 

grupos eutrófico não infectado e desnutrido não infectado não diferiram entre si.  
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Figura 5 – Relação percentual entre o peso corporal e os pesos do fígado e do baço, respectivamente 
nos diversos grupos experimentais, em camundongos C57BL/6 desnutridos ou eutróficos, infectados ou 
não com S. mansoni. Os resultados são mostrados como média ± desvio padrão. EI = eutrófico 
infectado;DI = desnutrido infectado; ENI = eutrófico não infectado; DNI = desnutrido não infectado. 
* p< 0,05 e *** p < 0,001 
 

 

4.2 Estudo histopatológico 
 

 

 O estudo histopatológico, no grupo de camundongos eutróficos, revelou ausência 

de alterações degenerativas nas células do parênquima hepático. As lesões 

encontradas eram ora de caráter moderado, ora intenso, sendo representadas por 

infiltração de células mononucleares e alguns linfócitos nos espaços-porta e em torno 

de veias centrolobulares, além de numerosos granulomas formados em torno de ovos 

de S. mansoni degenerados ou de resto de cascas, a maioria de predominância 

colágena, às vezes exibindo componente exsudativo, particularmente eosinófilos.   

Presença de pigmento pardo-amarelado, grumoso, sobretudo nos espaços-porta 

mais calibrosos (pigmento esquistossomótico). Esses granulomas eram isolados e 

distribuídos de modo não sistematizado no parênquima. Nos casos de infecção mais 

intensa, apresentavam-se em coalescência, formando extensos conglomerados. Em 

quatro dos dez camundongos do grupo eutrófico infectado (40%) foram detectados 

espaços-porta com intensa deposição de ovos, vascularização aumentada, acentuada 

Fígado 

Baço  

* 

*** 

*** 

*** 
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hiperplasia de ductos bilíferos e infiltração inflamatória crônica, caracterizando o 

desenvolvimento da fibrose hepática periportal murina (Figuras 6 e 7).  

 

 

 

 

 

                

 

 

 

 

 

Figura 7 – Fibrose hepática periportal em camundongo eutrófico com 150 dias de infecção pelo S. 
mansoni. A seta indica aumento do tecido conjuntivo portal com restos de estruturas granulomatosas 
periovulares, infiltração inflamatória crônica, hiperplasia de ductos bilíferos e neoformação vascular 
(Hematoxilina eosina - 200x). 

Figura 6 - Fibrose hepática periportal em camundongo eutrófico com 150 dias de infecção pelo S. mansoni. 
A seta indica a extensa área de fibrose com restos de estruturas granulomatosas, neo-vascularização e 
infiltração inflamatória crônica (Picrosirius vermelho - 100x). 
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No grupo de camundongos desnutridos, a infecção era de intensidade variável e 

o parênquima hepático apresentava, em alguns animais, esteatose do tipo periportal. 

Os granulomas eram menores do que no grupo dos camundongos eutróficos, 

distribuiam-se esparsamente pelo parênquima, às vezes formando conglomerados, mas 

em nenhum dos animais foram detectadas imagens sugestivas de fibrose periportal. 

Abundante pigmento de coloração pardo amarelada e aspecto grumoso (pigmento 

esquistossomótico) era visto nos espaços-porta e nos sinusoides hepáticos, sobretudo 

nos animais com maior quantidade de granulomas periovulares. Nesse grupo, muitos 

granulomas encontravam-se, ainda, em fase exsudativa, com presença de numerosos 

polimorfonucleares eosinófilos e neutrófilos (Figuras 8, 9, 10, 11,12 e 13). 

 

 
 
 
 
 

Figura 8 – Secção de fígado de camundongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infecção pelo S. mansoni. As 
setas mostram a presença de granulomas periovulares isolados e esparsos, em parênquima hepático de aspecto 
normal (Picrosirius vermelho - 100x). 
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Figura 9 – Secção de fígado de camunadongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infecção. A seta indica 
persistência de intensa reação eosinofílica na fase crônica, em torno de ovo de S. mansoni em degeneração 
(Hematoxilina eosina - 400x). 

Figura 10 – Secção de fígado de camundongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infecção. As 
setas indicam granulomas com grande número de eosinófilos, alguns macrófagos e vários 
gigantócitos em formação, em torno de resto de ovo de S. mansoni invadido por células inflamatórias 
(Hematoxilina eosina - 400x). 
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Figura 11 – Secção de fígado de camundongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infecção. A seta indica 
presença de eosinófilos e macrófagos circundando ovo de S. mansoni em degeneração. Ausência de 
deposição colágena (Hematoxilina eosina - 400x). 

Figura 12 – Secção de fígado de camundongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infecção. As setas 
mostram granuloma ainda em fase exsudativa, em torno de ovo de S. mansoni em degeneração.  
Parênquima com metamorfose gordurosa (esteatose) de localização periportal (Hematoxilina eosina - 
200x). 
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7.5 Mensuração do colágeno hepático 
 

 

7.5.1 Quantificação bioquímica  
 

 

 A quantidade média de colágeno hepático encontrada no grupo desnutrido 

infectado, mensurado como hidroxiprolina, foi semelhante à do grupo eutrófico 

infectado, não apresentando diferença estatisticamente significativa (Figura 14).  

 

Figura 13 – Secção de fígado de camundongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infecção. As setas 
indicam conglomerados de granulomas periovulares pequenos, de aspecto produtivo, simulando placa de 
fibrose em parênquima hepático com atrofia hepatocitária (Hematoxilina eosina - 100x). 
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Figura 14 – Quantificação do colágeno (hidroxiprolina) em camundongos C57BL/6, desnutridos ou 
eutróficos, infectados com S. mansoni. Os resultados são mostrados como média ± desvio padrão. 
 

 

7.5.2 Quantificação morfométrica 
 

 

A Tabela 2 mostra os resultados referentes a percentual de fibrose (%), volume 

(V), densidade volumétrica (Vv) e densidade numérica (Nn) dos granulomas 

periovulares, todos obtidos por análise morfométrica computadorizada semi-automática, 

realizada nos grupos infectados desnutrido e eutrófico. 

 
 

Tabela 2: Análise morfométrica do tecido hepático 
 

 
X = média  EPM = Erro padão 

 

 

Grupos 

experimentais 

N°. de 

animais 

% Fibrose 

X + EPM 

Volume dos granulomas 

X + EPM 

Densidade 

Volumétrica  

X + EPM 

Densidade 

Numérica  

X + EPM 

 
Desnutrido 
Infectado 

 
10 

 
7,99 + 1,44 

 

 
3,22 x 106 + 5,57 x 106 

 
0,01422 + 0,004 

 
108,8 + 45,574 

 
Eutrófico 
Infectado  

 
10 

 
8,61+ 1,15 

 
3,31 x 106 + 4,7 x 106 

 
0,05954 + 0,034 

 
164,76 + 97,092 

EI (Eutrófico infectado)  
DI (Desnutido infectado) 
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Percentual de tecido fibroso (%)  
 

 

O percentual médio de tecido fibroso encontrado no grupo infectado desnutrido foi 

de 7,99 + 1,44 e no grupo eutrófico 8,61 + 1,15. O grupo desnutrido infectado revelou 

um menor teor de tecido fibroso em relação ao grupo eutrófico infectado, mas não foi 

encontrada diferença significativa entre esses grupos. 

 

 

Volume dos granulomas (V) 

 

 

O volume médio dos granulomas periovulares foi discretamente mais elevado no 

grupo eutrófico infectado 3,31 x 106 + 4,57 x 106 em comparação ao desnutrido 

infectado 3,22 x 106 + 5,57 x 106, mas essa diferença não foi significativa.  

 

 

Densidade volumétrica dos granulomas (Vv)  

 

 

O grupo eutrófico infectado apresentou densidade de volume aproximadamente 

quatro vezes maior 0,05954 + 0,034, em relação ao grupo desnutrido infectado 0,01422 

+ 0,004,  embora não tenha havido diferença  significativa. 

 

 

Densidade numérica dos granulomas (Nn)  

 

 

A densidade numérica revelou discreta diferença entre o grupo desnutrido 

infectado 108,8 + 45,574 e o grupo eutrófico infectado 164,76 + 97,092 embora não 

tenha sido encontrada diferença estatisticamente significativa.  
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6.6 Estudo imunológico   
 

 

6.6.1 Avaliação do perfil protéico do antígeno (SEA) 
 

 

A Figura 15 mostra a avaliação do perfil protéico e da integridade das proteínas 

do antígeno solúvel ovular (SEA). Verificou-se que o perfil protéico do SEA apresentou 

proteínas de vários pesos moleculares, variando de 14,4 kDa a 94 kDa, conforme 

ilustração abaixo: 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) das proteínas do antígeno solúvel de ovo (SEA) 
corado pelo Coomassie blue. O SEA foi utilizado em quantidades de 5, 10,15 e 20�g.  
PM = peso molecular 
 

 

6.6.2 Produção das imunoglobulinas G e E 
 

 

A Figura 16 ilustra a produção de cada isotipo de imunoglobulina estudado. As 

imunoglobulinas IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgE, no grupo eutrófico infectado, 

apresentaram maiores títulos séricos quando comparadas ao grupo desnutrido 

infectado, com diferença estatisticamente significativa para IgG1, IgG2b, IgG3, IgE 

(p<0,001) e IgG2a (p<0,005).  
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Figura16 – Níveis de anticorpos anti-SEA (antígeno solúvel de ovo) determinados por ELISA, em soros 
de camundongos C57BL/6 desnutridos ou eutróficos, infectados com S. mansoni. Os animais desnutridos 
formaram anticorpos contra o SEA em níveis menores do que os animais eutróficos. 
** p < 0,005 e *** p < 0,001 
 
 

 

 

 

 

EI (Eutróficos infectados)  
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8 DISCUSSÃO 

 

 

 Publicações a respeito do comportamento do sistema imunológico em 

hospedeiro humanos e experimentais, infectados com S. mansoni, baseiam-se, 

geralmente, no que ocorre em pacientes ou modelos experimentais eutróficos, não 

levando em conta o papel do estado nutricional. Por isso este trabalho, associando os 

fatores infecção esquistossomótica e desnutrição, teve como objetivo geral reproduzir 

situação comum em regiões endêmicas do Brasil e de outros países, numa abordagem 

mais realística sobre o binômio nutrição / infecção frequentemente encontrado nessas 

regiões.  

A presente investigação permite discutir os aspectos que se seguem, em relação 

às condições sob as quais os experimentos se desenvolveram.  

 

 

 8.1 Estado nutricional 

 

 

Quanto ao modelo usado para induzir desnutrição calórico-protéica, pode-se 

dizer que a Dieta Básica Regional (DBR) desempenhou eficientemente seu papel, ao 

reproduzir, nos camundongos do grupo desnutrido, um quadro de desnutrição do tipo 

marasmático, confirmando trabalhos anteriores (COUTINHO, 1976; COUTINHO; 

FEITAS; ABATH, 1992; COUTINHO et al., 1997). Camundongos infectados, 

alimentados com dieta balanceada, de modo semelhante ao que ocorre no hospedeiro 

humano infectado bem nutrido, apresentaram aspecto clínico, normal. Camundongos 

desnutridos, porém, apresentaram eriçamento de pêlos e debilidade corporal, 

comprovando os efeitos agravantes da desnutrição em relação à parasitose. Além disto, 

as curvas ponderais observadas entre o grupo desnutrido e o eutrófico (com ou sem 

infecção), foram nitidamente divergentes e estatisticamente significativas, comprovando 

que o estado nutricional do hospedeiro, guardou relação com o tipo de dieta consumida 
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e não com a infecção, confirmando, também, achados anteriores (COUTINHO et al., 

2003; OLIVEIRA et al., 2004). 

 

 

8.2 Estudo parasitológico 

 

 

 A significante redução no número de parasitos obtidos dos animais desnutridos 

foi, provavelmente, ocasionada pela influência do estado nutricional do hospedeiro 

(MAGALHÃES et al., 1986). Sabe-se, também, que exemplares de S. mansoni, 

recuperados de camundongos desnutridos apresentam baixa fecundidade e evidentes 

alterações em suas estruturas interna e externa. Isso ocorre, provavelmente, porque os 

nutrientes essenciais disponíveis no meio interno do hospedeiro não são suficientes 

para seu adequado desenvolvimento (NEVES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003; 

2004).  Do mesmo modo, a maior quantidade de vermes recuperados dos animais 

eutróficos, comprova a influência positiva da dieta balanceada consumida por esses 

animais (COUTO et al., 2007). 

  A falta de significância estatística encontrada entre os grupos infectados 

desnutrido e eutrófico em relação à quantidade de ovos no fígado total, corrobora 

achados da literatura (ANDRADE; SOUZA; SANTOS, 2000; SILVA et al., 2004). No 

entanto, há referência a uma discreta redução na quantidade absoluta de ovos no grupo 

desnutrido, talvez decorrente de um retardo na oviposição dos parasitos, influenciado 

pelo estado de desnutrição do hospedeiro (COUTO et al., 2002; FERREIRA et al., 

1993, 1998; TSHIKUKA et al., 1997). 

 

 

8.3 Mortalidade proporcional 

 

 

 A mortalidade espontânea mais elevada encontrada nos camundongos dos 

grupos desnutridos pode ser atribuída à carência protéica desses animais 
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(MAGALHÃES et al., 1986). Do mesmo modo, a menor taxa de mortalidade observada 

nos grupos eutróficos, certamente guardou relação com a ingestão da dieta 

balanceada, que ofereceu teor adequado de proteína e outros nutrientes necessários à 

defesa, desenvolvimento e sobrevivência dos camundongos. A maior taxa de 

mortalidade dos animais desnutridos infectados em relação aos desnutridos sem 

infecção indica que a má nutrição associada à esquistossomose mansônica agravou o 

estado clinico daqueles hospedeiros, confirmando achados de outros autores (COUTO 

et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2004). As condições ambientais de temperatura, umidade 

e luminosidade, certamente não tiveram influência sobre a mortalidade espontânea dos 

camundongos, já que se mantiveram, durante todo o experimento, dentro dos padrões 

recomendados.  

 

 

8.4 Estudo morfológico 

 

 

8.4.1 Macroscopia  

 

 

 As alterações dos pesos do fígado e baço em relação ao peso corporal estão 

relacionadas com o desenvolvimento do quadro característico da fase avançada da 

esquistossomose mansônica (hepatoesplenomegalia), tanto nos camundongos 

desnutridos como nos eutróficos confirmando os achados de Coutinho et al. (2003, 

2007) e Coutinho (2004). 

A hepatomegalia guardou relação com a infecção pelo S. mansoni e também 

com a ingestão protéica. O aumento das reservas protéicas e a presença dos 

granulomas e seus constituintes, explicam o maior aumento ponderal verificado no 

grupo eutrófico infectado. A esplenomegalia está mais intimamente relacionada com a 

infecção esquistossomótica, em decorrência da congestão passiva crônica e da 

hiperplasia das células do sistema fagocítico-mononuclear do baço (COUTINHO et al., 

2003; MAGALHÃES-FILHO; COUTINHO, 1961). 



BARROS, A.BARROS, A.BARROS, A.BARROS, A. F.              F.              F.              F.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             DISCUSSÃO                                                   DISCUSSÃO                                                   DISCUSSÃO                                                   DISCUSSÃO                               61 
                                    

 

8.4.2 Histopatologia 

 

 

 A histopatologia revelou algumas diferenças entre as lesões hepáticas 

esquistossomóticas dos grupos infectados eutrófico e desnutrido. Camundongos 

eutróficos desenvolveram granulomas maiores e deposição de tecido fibroso mais 

precocemente do que camundongos desnutridos. A fibrose periportal, todavia, não foi 

evidenciada em nenhum dos animais desnutridos, confirmando achados já descritos na 

literatura (COUTINHO et al., 1997, 2003, 2007; COUTINHO, 2004). Fibrose hepática 

periportal foi detectada em 40% dos camundongos eutróficos, achados estes de acordo 

com outros autores, que referem que 30 a 50% dos camundongos esquistossomóticos 

crônicos “inbred” e “outbred” desenvolvem essa lesão (ANDRADE, 1987; ANDRADE; 

CHEEVER, 1993; WARREN, 1966). O desenvolvimento da fibrose periportal hepática 

ainda é um assunto bastante complexo, e parecendo ter origem multifatorial 

(ANDRADE, 2005), uma vez que a literatura demonstra que, além das elevadas cargas 

parasitárias (CHEEVER, 1968; COURA; CONCEIÇÃO, 1981), outros fatores como 

genética do hospedeiro, sexo, idade e resposta imune podem estar envolvidos no 

desenvolvimento dessa lesão (SILVA et al., 2004).  

No presente trabalho, a avaliação histopatológica da reação granulomatosa 

mostrou que camundongos infectados e desnutridos desenvolveram granulomas 

pequenos e esparsamente distribuídos no parênquima hepático, formando, às vezes, 

conglomerados (COUTO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2004). Os granulomas dos 

camundongos eutróficos eram maiores e apresentaram-se ora dispersos, ora 

agrupados nos espaços–porta e/ou no parênquima hepático, configurando o quadro 

anátomo-patológico encontrado tanto em camundongos “outbred” Swiss como em 

“inbred” CBA/J cronicamente infectados (ANDRADE; SILVA; SOUZA, 1997; 

HENDERSON et al., 1993).  

A intensa eosinofilia encontrada nas lesões granulomatosas de animais tanto 

desnutridos como eutróficos, já se acha registrada na literatura, em camundongos de 

várias linhagens (CHIARAMONTE et al., 2001; COUTO et al., 2007; RUMBLEY et al., 

1999). Embora essas células sejam proeminentes nos granulomas esquistossomóticos, 
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geradas pelos estímulos de citocinas do tipo Th2 aos ovos do parasito (ABATH et al., 

2006; Mc CORMICK et al., 1996), não se sabe qual o seu exato papel na 

imunopatologia da esquistossomose mansônica (RUMBLEY et al., 1999). Sabe-se, 

apenas, que os eosinófilos são capazes de destruir os parasitos de S. mansoni em 

presença de anticorpos específicos, através da citotoxidade dependente de anticorpo 

(ADCC), e que participam na destruição dos ovos depositados nos tecidos do 

hospedeiro (JAMES; COLLEY, 1976). 

A esteatose do tipo periportal, encontrada no grupo alimentado com dieta 

hipoprotéica, guardou relação com a desnutrição (COUTO et al., 2007; JACOBS; 

WOOD, 2004).  

 

 

8.5 Estudo biquímico e morfométrico do colágeno hep ático  

 

 

 A menor deposição de colágeno, observada no grupo desnutrido, através da 

análise histopatológica, foi, provavelmente, influenciada pelo estado nutricional dos 

animais (COUTINHO et al., 1997, 2003, 2007; COUTO et al., 2007). A inflamação 

granulomatosa resultante da infecção pelo S. mansoni, com subseqüente formação de 

tecido fibroso, varia, consideravelmente, de indivíduo para indivíduo. Essas alterações 

ocorrem no modelo murino, onde se verifica que infecções com cargas parasitárias 

semelhantes, em diferentes linhagens de camundongos, podem provocar doenças de 

intensidades diferentes (CARVALHO, 2004). A morfometria, apesar de ser apontada na 

literatura como a técnica mais sensível (BARBOSA JR, 2001), não evidenciou diferença 

estatística quanto ao percentual de tecido fibroso hepático, volume dos granulomas, 

densidade volumétrica e numérica, entre os grupos infectados desnutrido ou eutrófico. 

O percentual de tecido fibroso hepático, mensurado bioquimicamente através da 

hidroxiprolina, também não revelou diferenças entre os grupos. Possivelmente, a cepa 

do parasito e a linhagem dos camundongos utilizadas no presente trabalho, explicam 

essa equivalência e os resultados diferentes dos que se acham publicados na literatura 

(COUTINHO et al. 2003, 2007; COUTINHO, 2004). 
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8.6 Estudo imunológico  

 

 

 A elevada produção de imunoglobulinas observada nos camundongos infectados 

eutróficos e desnutridos é semelhante ao que tem sido encontrado em resultados 

pacientes esquistossomóticos (BOCTOR; PETER, 1990; BUTTERWORTH et al., 1988; 

CAPRON; CAPRON, 1992; VENDRAME et al., 2001). A detecção de IgG nos espaços 

de Disse, obtida pela primeira vez em biópsias hepáticas de pacientes infectados pelo 

S. mansoni por Grimaud; Borojevic; Badrawy (1977), sugere que a presença desses 

anticorpos próximos aos espaços periportais revela uma possível participação da 

resposta imune humoral na gênese de certas alterações da morfologia hepática 

resultantes da infecção esquistossomótica. Esses complexos imunes foram 

evidenciados tanto na fase aguda quanto na fase crônica da infecção, tendo sido 

possível estabelecer uma correlação quantitativa entre infecção crônica e níveis dos 

mesmos (SANTORO et al.,1980). Embora essa correlação nem sempre possa ser 

encontrada (BOUT et al., 1977; HIATT et al., 1980), diversos estudos demostram que 

pacientes portadores de hepatomegalia ou hepatoesplenomegalia geralmente 

apresentam altos índices desses complexos (GHANEM et al.,1987). 

Em relação ao comportamento das imunoglobulinas em camundongos infectados 

pelo S. mansoni, o estado nutricional provavelmente influenciou a resposta imune 

humoral. Dos isotipos avaliados, foi observada uma maior produção nos níveis de 

imunoglobulina IgG1 tanto no grupo eutrófico quanto no desnutrido, confirmando que o 

nível elevado desse anticorpo é típico das infecções esquistossomóticas crônicas, tanto 

em seres humanos (ANTUNES et al., 1971; HILLYER, 1969; KANAMURA et al., 1979) 

como em camundongos (DEELDLER, 1973; HILLYER; FRICK, 1967; SHER et al., 

1977). Os níveis séricos de IgG1, mais elevados nos animais infectados eutróficos, 

assemelham-se aos descritos por Oliveira et al. (2004), em trabalho realizado com 

camundongos “outbred” desnutridos e eutróficos. Silva et al. (2004) sugerem que os 

altos níveis de IgG1 estão relacionados com a fase crônica da infecção e também com 

a síntese de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13), as quais estimulam a 

produção de anticorpos (ABBAS; MURPHY; SHER, 1996; BOOM; LIANI; ABBAS, 
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1998). Experimentos realizados por Silva (2008) evidenciaram níveis elevados e 

estatisticamente significativos de IL-13, em camundongos eutróficos C57BL/6 quando 

comparados aos desnutridos na fase crônica da infecção pelo S. mansoni.  É provável 

que os níveis elevados de IgG1 encontrados no presente trabalho, em camundongos 

eutróficos da mesma cepa, estejam relacionados com elevada produção de IL-13, não 

parecendo guardar relação com a intensidade da infecção (SILVA et al., 2004).  

No presente trabalho os níveis séricos de IgE estavam significativamente baixos 

nos grupos infectados eutrófico e desnutrido, com menores títulos para este último. 

Vale destacar que esse achado em relação a camundongos C57BL/6 desnutridos, 

ainda não se acha registrado na literatura. É sabido que o aumento dos níveis de IgE 

também está relacionado com citocinas do tipo Th2, principalmente, IL-4 e IL-13, que 

promovem a síntese dessa imunoglobulina (SILVA et al., 2004). Essa resposta Th2 

ocorre concomitantemente com a produção de ovos pelos vermes, sugerindo assim 

uma ligação entre a postura dos ovos e esse tipo de resposta (PEARCE et al., 2002). 

Os baixos níveis de IgE encontrados no grupo desnutrido, provavelmente, também 

guardam relação com a baixa concentração de IL-13 referida por Silva (2008) em 

camundongos também desnutridos. 

Segundo El Redi; Ozaki; Kamiya. (1998) e Sher et al. (1983), na infecção 

primária de camundongos infectados com S. mansoni, a IgE só é detectada após a 

maturação, acasalamento e postura de ovos pelos parasitos. Em tentativa de elevar o 

nível da IgE policlonal específica para esquistossomo no início e durante o período pré-

patente da infecção, El Redi et al. (2001) demonstraram que os níveis de dessa 

imunoglobulina não influenciaram os resultados na primo infecção murina pelo S. 

mansoni. Esses achados demonstram que a IgE parece não ser essencial nem 

prejudicial no primeiro contato do camundongo com o parasito. Nos camundongos 

reinfectados, a hipótese de que IgE confira proteção ainda precisa ser investigada (El 

REDI et al., 2001). Todavia, publicações sugerem que ela pode ter relevância na 

proteção de indivíduos reinfectados pelo S. mansoni (CAPRON; DOMBROWICZ; 

CAPRON, 1999; GOMES et al., 1998, 2002). Portanto, o papel da imunoglobulina E é 

ainda bastante controverso na literatura, tanto em seres humanos como em diferentes 

modelos experimentais (EL RIDI; OZAKI; KAMIYA, 1998; SHER et al., 1983). 
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Os níveis das imunoglobulinas IgG2a e IgG2b foram os mais baixos dentre os 

isotipos da classe G. Esses baixos níveis, talvez sejam explicados pelo fato de ser 

atribuída à fase aguda da doença a maior produção desses anticorpos. Esses baixos 

índices também são referidos por Capron; Rousseaux; Mazingue (1978) e Hoffman; 

Cheever; Wynn (2000). 

A IgG3 também apresentou altos níveis de produção. Dados semelhantes foram 

encontrados em camundongos “outbred” (OLIVEIRA et al., 2004) e descritos em 

indivíduos expostos uma única vez ao antígeno, como também, em residentes de áreas 

endêmicas (SATTI et al., 1996). Os dados apresentados na literatura sugerem que a 

elevada produção de IgG3 é independente da idade e da intensidade da infecção 

(NAUS et al., 1999) e que esse isotipo parece estar presente tanto na fase aguda 

quanto na fase crônica da doença (ISKANDER; AALBERSE, 1981; SHAHEEN et al., 

1996). 

A menor quantidade de imunoglobulinas observada no grupo desnutrido 

infectado em relação ao eutrófico infectado pode ser atribuída aos efeitos da 

desnutrição. A diferença nos níveis de produção das imunoglobulinas IgG1, IgG2a, 

IgG2b, IgG3 e IgE, mais elevados e estatisticamente significativos para os 

camundongos do grupo eutrófico, respalda essa conclusão. A redução dos níveis dos 

anticorpos IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 em camundongos desnutridos já havia sido 

observados por Oliveira et al. (2004), em animais “outbred”. 

Como base nos achados da presente investigação, pode-se concluir que 

camundongos isogênicos infectados pelo S. mansoni e desnutridos, apresentam 

resposta imune humoral com os mesmos isotipos encontrados em camundongo 

eutróficos, porém com níveis significantemente inferiores. Esse perfil quantitativamente 

diferenciado, detectado entre camundongos desnutridos e eutróficos reflete, 

provavelmente, a carência protéica crônica, resultante da deficiência nutricional a que 

esses animais foram submetidos. 
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9 CONCLUSÕES  

 

 

1- Camundongos isogênicos C57BL/6 desnutridos e infectados com Schistosoma 

mansoni desenvolvem resposta imune humoral com produção dos mesmos isotipos de 

imunoglobulinas (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgE) encontrados em camundongos 

eutróficos, porém com títulos significantemente inferiores, o que, provavelmente, reflete 

os efeitos da carência protéica crônica a que foram submetidos. 

 

 

2- A diferença significativa verificada entre as curvas ponderais dos grupos desnutridos 

ou eutróficos guardou relação com o tipo de dieta consumida pelos camundongos, não 

tendo sido observada influência notória da infecção pelo S. mansoni sobre as mesmas. 

 

 

3- Camundongos desnutridos desenvolveram menor carga parasitária, provavelmente 

em conseqüência do estado de má-nutrição dos animais. 

 

 

4 - A equivalência de percentual de tecido fibroso encontrada entre o grupo infectado 

desnutrido e o eutrófico, ao contrário do que se  acha registrado na literatura, pode ser 

explicado pela utilização de cepa parasitária e linhagem de camundongo diferentes das 

utilizadas em outras publicações. 

 

 

5- A elevada mortalidade espontânea encontrada no grupo desnutrido infectado, 

também pode ser atribuída à carência protéica crônica dos camundongos. 
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RESUMO 

Esquistossomose mansônica e desnutrição são importantes problemas de saúde 
pública no Brasil e em outros países do mundo. Embora a má nutrição associada à 
esquistossomose venha sendo estudada, a literatura é escassa a respeito da resposta 
imune no hospedeiro desnutrido e infectado pelo Schistosoma mansoni. O objetivo do 
presente trabalho foi investigar o perfil da resposta imune humoral e a patologia 
hepática em camundongos C57BL/6 desnutridos e infectados pelo S. mansoni, 
comparando-os com camundongos eutróficos submetidos à mesma infecção. Foram 
estudadas, também, a morfologia hepática, a carga parasitária (parasitos e ovos) e a 
produção de tecido fibroso hepático. A histopatologia revelou granulomas pequenos e 
esparsos no parênquima hepático, com ausência de fibrose periportal no grupo 
desnutrido.  Camundongos eutróficos apresentaram não só granulomas maiores, como 
também desenvolveram fibrose hepática periportal (40%). No grupo eutrófico, o peso 
médio do fígado foi maior, resultado este atribuído ao teor protéico do fígado desses 
animais, associado à inflamação granulomatosa provocada pela esquistossomose. A 
esplenomegalia foi relacionada à infecção. O grupo desnutrido apresentou menor 
quantidade de parasitos que o eutrófico. As curvas ponderais dos grupos desnutridos 
foram inferiores e estatisticamente significativas em comparação com os grupos 
eutróficos, guardando relação, sobretudo, com o tipo de dieta consumida.  Quanto à 
produção de tecido fibroso no fígado, não foram encontradas diferenças significativas 
entre os grupos desnutrido e eutrófico. Os níveis das imunoglobulinas IgG1, IgG2a, 
IgG2b, IgG3 e IgE detectados no grupo desnutrido foram significativamente menores, 
quando comparados aos do grupo eutrófico,  evidenciando os efeitos negativos da 
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deficiência protéica crônica sobre a capacidade de formação de anticorpos pelo 
organismo do hospedeiro desnutrido. 
 
Palavras-chaves: Esquistossomose mansônica, Desnutrição, Imunoglobulinas e 
Patologia hepática. 
 

INTRODUÇÃO 

 

A esquistossomose mansônica destaca-se, mundialmente, como uma das 

parasitoses mais importantes, em virtude da severidade com que suas complexas 

formas clínicas acometem o hospedeiro na fase crônica da infecção. Essa doença gera 

um grande problema de saúde pública (MOREL, 2000).  

Vários são os co-fatores que podem estar envolvidos no desenvolvimento das 

formas clínicas da esquistossomose mansônica. Dentre eles, podemos citar carga 

parasitária, idade do hospedeiro, co-infecções, reinfecções e estado nutricional do 

hospedeiro (ANDRADE, 2005; SILVA et al., 2004).  

Trabalhos experimentais de Coutinho et al. (1997; 2003; 2007) e Couto et al., 

(2002; 2007), dentre outros, têm ressaltado a importância da má-nutrição do 

hospedeiro, ao demonstrarem que camundongos desnutridos infectados pelo 

Schistossoma mansoni apresentam características histológicas e fisiopatológicas 

diferentes de camundongos eutróficos, submetidos às mesmas condições. 

Embora o comportamento do modelo murino desnutrido, quando infectado pelo 

S. mansoni, seja conhecido (COUTINHO et al., 1997; 2003; 2007), a literatura é 

bastante escassa sobre o perfil da resposta imune nesses animais. Por isso, o foco do 

presente estudo será estudar a resposta imune humoral, como também a morfologia 

hepática na fase crônica da doença, a carga parasitária (quantidade de parasitos e de 

ovos) e o estado nutricional dos animais. O estudo da resposta imune humoral, na fase 

crônica da esquistossomose em hospedeiros desnutridos, é importante para 

estabelecimento de futuras estratégias relacionadas ao diagnóstico e tratamento dessa 

parasitose em populações carentes de áreas endêmicas. 

 

 

 



BARROS, A.BARROS, A.BARROS, A.BARROS, A.    F.          F.          F.          F.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      APÊNDICEAPÊNDICEAPÊNDICEAPÊNDICE                           85 
                                    

 

METODOLOGIA  

 

Animais 

 

 Camundongos machos, isogênicos da linhagem C57BL/6, recém desmamados 

(21 dias), pesando entre 10 a 15g, foram mantidos em gaiolas individuais no Biotério 

Experimental da FIOCRUZ-Recife (Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães - CPqAM), 

sob condições padronizadas de temperatura e luminosidade e umidade. A utilização 

desses animais no presente trabalho foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA-FIOCRUZ), sob licença n° L 0028/07. 

 

Infecção   

 

Os camundongos foram infectados individualmente com 30 cercárias de S. 

mansoni (cepa LE - Belo Horizonte), oriundas de moluscos Biomphalaria glabrata 

criados no Laboratório de Malacologia do CPqAM - FIOCRUZ. A infecção foi realizada 

por via percutânea 30 dias após a administração das dietas 

 

Grupos experimentais  

 

Foram formados os seguintes grupos de camundongos: desnutrido infectado 

(n=35), eutrófico infectado (n=35), desnutrido não infectado (n=15) e eutrófico não 

infectado (n=15).  

Os animais dos grupos infectados foram utilizados da seguinte forma: 

camundongos desnutridos (n =25) e camundongos eutróficos (n=25), usados para 

estudo imunológico.  Os infectados restantes, desnutridos (n=10) e eutróficos (n=10), 

foram utilizados nos estudos parasitológico, bioquímico, morfométrico, histológico e 

nutricional. Os grupos desnutrido (n=15) e eutrófico (n=15), ambos não infectados, 

foram utilizados apenas como controles para os estudos imunológico, morfológico 

macroscópico e avaliação do estado nutricional.  

 Vinte semanas após a infecção, todos os camundongos do projeto, destinados 
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aos estudos parasitológico, morfológico, bioquímico, morfométrico e imunológico, foram 

anestesiados por via intraperitoneal com Ketamina (115 mg/Kg) associada à Xilasina 

(10mg/Kg), antes do sacrifício. 

 

Dieta  

 

A desnutrição foi induzida pela administração da dieta básica regional (DBR) 

essencialmente hipoprotéica, contendo aproximadamente 7% de proteína (COUTINHO 

et al., 1997). Os animais eutróficos foram alimentados com Nuvilab, dieta comercial 

balanceada (Nuvital Nutrientes Ltda, Colombo, Paraná, Brazil), contendo 22% de 

proteína. As dietas foram administradas aos animais “ad libitum”, em forma de “pellets”. 

 

Estudo parasitológico 

 

Os camundongos foram submetidos à perfusão do sistema venoso portal 

segundo a técnica de Duvall e De Witt (1967), para coleta e quantificação dos parasitos. 

O número total de ovos foi obtido do tecido hepático digerido em hidróxido de potássio a 

4% (CHEEVER, 1970).  

 

Estudo morfológico   

 

Fígado e baço foram removidos, pesados e examinados macroscopicamente. Os 

valores da pesagem foram utilizados para determinação da relação percentual entre o 

peso corporal dos camundongos no momento da necropsia e o peso dos referidos 

órgãos. 

Amostras de fígado foram fixadas em Bouin, desidratadas, diafanizadas e 

incluídas emblocos de parafina. Os blocos foram seccionados e os cortes de 5µm 

obtidos, corados pela hematoxilina e eosina para análise histopatológica; e pelo 

picrosirius vermelho, para quantificação do tecido colágeno (JUNQUEIRA; BIGNOLOS; 

BRENTANI, 1979) e mensuração dos granulomas esquistossomóticos.  
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Estudo morfométrico 

 

Foram utilizados, aleatoriamente, 10 campos microscópicos do corte histológico 

corado pelo picro sirius vermelho dos grupos infectados desnutrido e eutrófico para 

análise morfométrica através do Sistema de Processamento de Análise de Imagem 

semi-automático LEICA QWIN, versão 2.6 MC (Leica Cambridge, Cambridge – 

England). Os seguintes parâmetros foram utilizados para mensurar os granulomas 

foram utilizados: tamanho, volume, densidade volumétrica e numérica (WEIBEL, 1963). 

Para área de tecido fibroso foi usada a quantificação percentual do tecido selecionado 

automaticamente. 

 

Estudo bioquímico 

 

 A quantificação bioquímica do tecido fibroso foi realizada através da mensuração 

da quantidade de hidroxiprolina em amostra de 100 a 200mg de tecido hepático por 

camundongo (BERGMAN; LOXLEY, 1963). Os resultados da leitura foram corrigidos 

para intensidade da infecção, dividindo-se a hidroxiprolina hepática total pelo número de 

ovos de S. mansoni no fígado (CHEEVER et al., 1987). 

 

Preparação do SEA 

 

O antígeno solúvel de ovo (SEA) foi obtido como descrito por Gazzinelli et al. 

(1983). Para sua obtenção, camundongos albinos Swiss, infectados por via percutânea 

com aproximadamente 100 cercárias de S. mansoni, foram sacrificados com 8 semanas 

após a infecção, e os fígados homogeneizados em solução de salina 1,7%. O 

homogeneizado foi filtrado e centrifugado a 200 x g a 4° C. Após a centrifugação o 

sedimento foi resuspendido em salina a 1,7%, e adicionado inibidor de protease (EDTA 

1m M em metanol, PMSF 1Mm), ultrassonicado por 3 vezes (Processador Ultrasônico 

500 watts- Cole Parmen, modelo 501), posteriormente, submetido a duas seções de 

ultracentrifugação (Ultracentrífuca Beckman Coulter, modelo Optima LE-80K, Palo Alto, 

Califórnia)  a 104 x g por 10 min a 4°C e 10 5 x g por 1h, a 4°C respectivamente. A 
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técnica foi finalizada com a diálise do sobrenadante, utilizando-se membrana de 

celulose com capacidade de reter proteínas de peso molecular a partir de 12.000 kDa, 

para completa retirada dos sais presentes no antígeno. Os antígenos obtidos foram 

dosados através do método de Bradford (1976) e seus perfis protéicos analisados 

através de eletroforese em gel de poliacrilamida a uma concentração de 12% na 

presença de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), de acordo com Laemmili (1970) e 

corados pelo Comassie Blue. 

 

Estudo imunológico  

 

A análise da produção de anticorpos anti-SEA nos soros dos camundongos foi 

realizada através do ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) indireto, segundo 

Oliveira et al. (2004) com modificações. (1) sensibililzação de placas (Nunc-Immuno 

Plates, MaxiSorp, 96 poços, Nalge Nunc International Corporation) com os Ags-SEA na 

concentração de 3µg/mL, os quais foram diluídos em tampão carbonato-bicarbonato 

0,05M pH 9,6,  distribuídos 100µL/poço e incubados por 18 h a 4°C; (2) lavagem das 

placas por três vezes com Tampão Salina Fosfato (PBS) a 0,157M, contendo Tween 20 

(Tw) a 0,05% (PBS-Tw ; SIGMA, St. Louis, MO, USA); (3) bloqueio das placas com 

PBS-Tw  a 0,05%, contendo 1% BSA (Albumina bovina sérica; SIGMA, St. Louis, MO), 

durante 2h;(4) nova lavagem das placas por 3 vezes com PBS/Tw  a 0,05%; (5) 50µL 

do soro foi diluído  em PBS-BSA a 0,1% distribuídos em duplicata nas placas em 

concentrações de 1:200 para IgG1, IgG2b ;1:20 para IgG2a , IgG3  e 1:5 para IgE. As 

placas foram, em seguida, incubadas por 18 horas a 4°C. Nova lavagem das placas por 

três vezes com PBS/Tw a 0,05%; (6) Para detecção dos isotipos: incubação de 50µL de 

anticorpos biotinilados anti IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgE na concentração de 0,5 

mg/mL (Pharmingen, San Jose, CA) diluídos em PBS/BSA (0,1%) durante 1h à 

temperatura ambiente. Após incubação, foram feitas mais cinco lavagens com PBS-Tw 

a 0,05% e adicionado às placas (100µL/poço) o conjugado enzimático diluído 1:3000 

(estreptoavidina marcada com peroxidase — Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USA) em 

PBS-Tw contendo BSA 0,1 %. Posteriormente, as placas foram incubadas à 

temperatura ambiente por 1h. Mais cinco lavagens foram realizadas com PBS-Tw a 
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0,05%. A reação foi revelada pela adição do substrato contendo peróxido de hidrogênio 

(VETEC, Rio de Janeiro, RJ) e o cromógeno ABTS [(2,2’-azinobis (3-

ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)], Sigma Chemical, St. (Louis, Mo, USA)] ambos 

dissolvidos em tampão citrato 0,1M e fosfato de sódio 0,2M pH = 5,5. A reação, foi 

então, bloqueada com 100µL/poço de ácido cítrico 0,1M. A leitura dos resultados foi 

realizada pela mensuração da densidade óptica a 405nm, em um leitor de ELISA 

automático, com a utilização do programa Microplate versão 5.1. 

 

Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados utilizando o teste “t” de Student, ANOVA, e o 

teste de Mann-Whitney ou Qui-Quadrado. As diferenças foram consideradas 

significativas com p< 0,05. 
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Resultados e Discussão 

 

Publicações a respeito do comportamento do sistema imunológico em 

hospedeiro humanos e experimentais, infectados com S. mansoni baseiam-se, 

geralmente, no que ocorre em pacientes ou modelos experimentais eutróficos, não 

levando em conta o papel do estado nutricional. Por isso este trabalho, associando os 

fatores infecção esquistossomótica e desnutrição, teve como objetivo geral reproduzir 

situação comum em regiões endêmicas do Brasil e de outros países, numa abordagem 

mais realística sobre o binômio nutrição / infecção frequentemente encontrado nessas 

regiões.  

A presente investigação permite discutir os aspectos que se seguem, em relação 

às condições sob as quais os experimentos se desenvolveram. 

 

Estado nutrcional 

 

Os animais do grupo DI, quando comparado com o grupo EI, apresentaram, 

durante todo o experimento, desenvolvimento ponderal nitidamente divergente, com 

valores sempre inferiores e estatisticamente significativos, o mesmo acontecendo entre 

os grupos DNI e ENI, quando comparados entre si (p< 0,001) (Figura 1). Quanto ao 

modelo usado para induzir desnutrição calórico-protéica, pode-se dizer que a dieta 

básica regional (DBR) desempenhou eficientemente seu papel, ao reproduzir, nos 

camundongos do grupo desnutrido, um quadro de desnutrição do tipo marasmático, 

confirmando trabalhos anteriores (COUTINHO, 1976; COUTINHO; FREITAS; ABATH, 

1992; COUTINHO et al., 1997). Camundongos infectados, alimentados com dieta 

balanceada, de modo semelhante ao que ocorre no hospedeiro humano infectado bem 

nutrido, apresentaram aspecto clínico normal. Camundongos desnutridos, porém, 

apresentaram eriçamento de pêlos e debilidade corporal, comprovando os efeitos 

agravantes da desnutrição. Além disto, as curvas ponderais observadas entre o grupo 

desnutrido e o eutrófico (com ou sem infecção), foram nitidamente divergentes e 

significativas, comprovando que o estado nutricional do hospedeiro guardou relação 
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com o tipo de dieta consumida e não com a infecção, confirmando, também, achados 

anteriores (COUTINHO et al. 2003; OLIVEIRA et al., 2004). 

 

0

5

10

15

20

25

30

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

 Tempo de infecção (semanas)

P
es

o 
co

rp
or

al
 (

g)

 
Figura 1 – Curvas ponderais de camundongos C57BL/6, desnutridos ou entróficos, infectados ou não 
pelo S. mansoni. 
 

Estudo parasitológico 

 

Número de parasitos e quantidade de ovos 

 

A Figura 2 apresenta o número médio de vermes recolhidos do sistema porto-

mesentérico de camundongos dos grupos desnutrido infectado e eutrófico infectado.  

Verificou-se que a carga parasitária do grupo eutrófico foi mais elevada do que a do 

grupo desnutrido, com diferença estatisticamente significativa (p=0,01). A Figura 3 

mostra a quantidade média de ovos de S. mansoni encontrada no fígado total dos 

camundongos infectados. No grupo eutrófico, a quantidade de ovos foi relativamente 

mais elevada do que a do grupo desnutrido, porém estes resultados não apresentaram 

diferença estatisticamente significativa.  
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A significante redução no número de parasitos obtidos dos animais desnutridos 

foi, provavelmente, ocasionada pela influência do estado nutricional do hospedeiro 

(MAGALHÃES et al., 1986). Sabe-se, também, que exemplares de S. mansoni, 

recuperados de camundongos desnutridos apresentam baixa fecundidade e evidentes 

alterações em suas estruturas interna e externa. Isso ocorre, provavelmente, porque os 

nutrientes essenciais disponíveis no meio interno do hospedeiro não são suficientes 

para seu adequado desenvolvimento (NEVES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003; 

2004).  Do mesmo modo, a maior quantidade de vermes recuperados dos animais 

eutróficos comprova a influência positiva da dieta balanceada consumida por esses 

animais (COUTO et al., 2007). 

  A falta de significância estatística encontrada entre os grupos infectados 

desnutrido e eutrófico em relação à quantidade de ovos no fígado total corrobora 

achados da literatura (ANDRADE; SOUZA; SANTOS, 2000; SILVA et al., 2004). No 

entanto, há referência a uma discreta redução na quantidade absoluta de ovos no grupo 

desnutrido, talvez decorrente de um retardo na oviposição dos parasitos, influenciado 

pelo estado de desnutrição do hospedeiro (COUTO et al., 2002; FERREIRA et al., 1993, 

1998; TSHIKUKA et al., 1997). 

 

 

EI (Eutrófico infectado)  
DI (Desnutido infectado) 

Figura 2 - Número de pares de vermes 
adultos de S. mansoni coletados em 
camundongos C57BL/6 desnutridos ou 
eutróficos infectados. Os resultados são 
apresentados como média ± desvio padrão. 
 

Figura 3 - Número de ovos encontrados no 
fígado total de camundongos C57BL/6 
desnutridos ou eutróficos, infectados com S. 
mansoni. Os resultados são apresentados 
como média ± desvio padrão. 

* 
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Mortalidade Proporcional 

 

Durante todo o experimento, a mortalidade espontânea foi mais elevada nos 

grupos desnutridos em relação aos grupos eutróficos. As taxas de mortalidade 

espontânea foram de 37,6% para o grupo desnutrido infectado, 18,3% para o grupo 

desnutrido não infectado, 26,7% para o grupo eutrófico infectado, e 5,5% para o grupo 

eutrófico não infectado (Figura 4). O percentual de mortalidade diferiu significantemente 

entre os grupos (p<0,05). 

 
Figura 4 – Percentual de mortalidade espontânea observada entre camundongos C57BL/6 desnutridos ou 
eutróficos, infectados ou não com S. mansoni. EI = eutrófico infectado; ENI = eutrófico não infectado; DI = 
desnutrido infectado; DNI = desnutrido não infectado. 
 

A mortalidade espontânea mais elevada encontrada nos camundongos dos 

grupos desnutridos pode ser atribuída à carência protéica desses animais 

(MAGALHÃES et al., 1986). Do mesmo modo, a menor taxa de mortalidade observada 

nos grupos eutróficos guardou, certamente, relação com a ingestão da dieta 

balanceada, que ofereceu teor adequado de proteína e outros nutrientes necessários à 

defesa, desenvolvimento e sobrevivência dos camundongos. A maior taxa de 

mortalidade dos animais desnutridos infectados em relação aos desnutridos sem 

infecção indica que a má nutrição associada à esquistossomose mansônica agravou o 

estado clinico daqueles hospedeiros, confirmando achados de outros autores (COUTO 

et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2004). As condições ambientais de temperatura, umidade 

DI 
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e luminosidade certamente não tiveram influência sobre a mortalidade espontânea dos 

camundongos, já que se mantiveram, durante todo o experimento, dentro dos padrões 

recomendados. 

 

Estudo morfológico 

 

Macroscopia 

 

A relação percentual entre o peso do fígado e do baço e o peso corporal dos 

animais dos grupos experimentais desnutridos (DI e DNI) e dos grupos eutróficos (EI e 

ENI) estão representados na Figura 5. Verificou-se que o grupo eutrófico infectado 

apresentou valores significativamente mais elevados em relação ao fígado, quando 

comparado com o grupo eutrófico não infectado (p<0,001), o mesmo acontecendo com 

os grupos desnutridos (p<0,05). O grupo desnutrido infectado apresentou diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo eutrófico infectado (p<0,05). Os 

grupos eutrófico não infectado e desnutrido não infectado não diferiram entre si.  
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Figura 5 – Relação percentual entre o peso corporal e os pesos do fígado e baço, respectivamente nos 
diversos grupos experimentais, em camundongos C57BL/6 desnutridos ou eutróficos, infectados ou não 
com S. mansoni. Os resultados são mostrados como média ± desvio padrão. EI = eutrófico infectado; DI 
= desnutrido infectado; ENI = eutrófico não infectado; DNI = desnutrido não infectado. 
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As alterações dos pesos do fígado e baço em relação ao peso corporal estão 

relacionadas com o desenvolvimento do quadro característico da fase avançada da 

esquistossomose mansônica (hepato-esplenomegalia), tanto nos camundongos 

desnutridos como nos eutróficos confirmando os achados de Coutinho et al. (2003, 

2007) e Coutinho (2004). 

A hepatomegalia guardou relação com a infecção pelo S. mansoni e também 

com a ingestão protéica. O aumento das reservas protéicas e a presença dos 

granulomas e seus constituintes explicam o maior aumento ponderal verificado no 

grupo eutrófico infectado. A esplenomegalia está mais intimamente relacionada com a 

infecção esquistossomótica, em decorrência da congestão passiva crônica e da 

hiperplasia das células do sistema fagocítico-mononuclear do baço (MAGALHÃES-

FILHO; COUTINHO, 1961). 

 

Histopatologia 

 

O estudo histopatológico, no grupo de camundongos eutróficos, revelou ausência 

de alterações degenerativas nas células do parênquima hepático. As lesões 

encontradas eram ora de caráter moderado, ora intenso, sendo representadas por 

infiltração de células mononucleares e alguns linfócitos nos espaços-porta e em torno 

de veias centrolobulares, além de numerosos granulomas formados em torno de ovos 

de S. mansoni degenerados ou de resto de cascas, a maioria de predominância 

colágena, às vezes exibindo componente exsudativo, particularmente eosinófilos.  

Presença de pigmento pardo-amarelado, grumoso, sobretudo nos espaços-porta mais 

calibrosos (pigmento esquistossomótico). Esses granulomas eram isolados e 

distribuídos de modo não sistematizado no parênquima. Nos casos de infecção mais 

intensa, apresentavam-se em coalescência, formando extensos conglomerados. Em 

quatro dos dez camundongos do grupo eutrófico infectado (40%) foram detectados 

espaços-porta com intensa deposição de ovos, vascularização aumentada, acentuada 

hiperplasia de ductos bilíferos e infiltração inflamatória crônica, caracterizando o 

desenvolvimento da fibrose hepática periportal murina (Figuras 6 e 7).  
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No grupo de camundongos desnutridos, a infecção era de intensidade variável e 

o parênquima hepático apresentava, em alguns animais, esteatose do tipo periportal. 

Os granulomas eram menores do que no grupo dos camundongos eutróficos, 

distribuiam-se esparsamente pelo parênquima, às vezes formando conglomerados, mas 

em nenhum dos animais foram detectadas imagens sugestivas de fibrose periportal.  

Abundante pigmento de coloração pardo amarelada e aspecto grumoso (pigmento 

esquistossomótico) era visto nos espaços-porta e nos sinusoides hepáticos, sobretudo 

nos animais com maior quantidade de granulomas periovulares. Nesse grupo, muitos 

granulomas encontravam-se, ainda, em fase exsudativa, com presença de numerosos 

polimorfonucleares eosinófilos e neutrófilos (Figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Fibrose hepática periportal, em 
camundongo eutrófico com 150 dias de 
infecção pelo S. mansoni. A seta indica a 
extensa área de fibrose com restos de 
estruturas granulomatosas, neo-
vascularização e infiltração inflamatória 
crônica (Picrosirius red -100x). 

Figura 7- Fibrose hepática periporta, em 
camundongo eutrófico com 150 dias de 
infecção pelo S. mansoni. A seta indica 
aumento do tecido conjuntivo portal com 
restos de estruturas granulomatosas 
periovulares, infiltração inflamatória crônica, 
hiperplasia de ductos bilíferos e neoformação 
vascular (Hematoxilina eosina - 200x). 
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Figura 8- Secção de fígado de camundongo 
C57BL/6 desnutrido, com 150 dias de 
infecção pelo S. mansoni. As setas mostram 
a presença de granulomas periovulares 
isolados e esparsos, em parênquima 
hepático de aspecto normal (Picrosirius red-
100x). 
 

Figura 9- Secção de fígado de camundongo 
C57BL/6 desnutrido, com 150 dias de 
infecção. A seta indica persistência de 
intensa reação eosinofílica na fase crônica, 
em torno de ovo de S. mansoni em 
degeneração (Hematoxilina eosina - 400x). 
 

Figura 10 - Secção de fígado de camundongo 
C57BL/6 desnutrido, com 150 dias de infecção. 
As setas indicam granulomas com grande 
número de eosinófilos, alguns macrófagos e 
vários gigantócitos em formação, em torno de 
resto de ovo de S. mansoni invadido por células 
inflamatórias (Hematoxilina eosina - 400x). 
 

Figura 11 - Secção de  fígado de camundongo 
C57BL/6, desnutrido com 150 dias de infecção. 
A seta indica presença de eosinófilos e 
macrófagos circundando ovo de S. mansoni 
em degeneração. Ausência de deposição 
colágena (Hematoxilina eosina - 400x). 
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A histopatologia revelou algumas diferenças entre as lesões hepáticas 

esquistossomóticas dos grupos eutrófico e desnutrido. Camundongos eutróficos 

desenvolveram granulomas maiores e deposição de tecido fibroso mais precocemente 

do que camundongos desnutridos. Camundongos eutróficos desenvolveram 

granulomas maiores e deposição de tecido fibroso mais precocemente do que 

camundongos desnutridos. A fibrose periportal, todavia, não foi evidenciada em nenhum 

dos animais desnutridos, confirmando achados já descritos na literatura (COUTINHO, 

2004; COUTINHO et al., 1997, 2003, 2007). Fibrose hepática periportal foi detectada 

em 40% dos camundongos eutróficos, achados estes de acordo com outros autores, 

que referem que 30 a 50% dos camundongos esquistossomóticos crônicos “inbred” e 

“outbred” desenvolvem essa lesão (ANDRADE, 1987; ANDRADE; CHEEVER, 1993; 

WARREN, 1966). O desenvolvimento da fibrose periportal hepática ainda é um assunto 

bastante complexo, parecendo ter origem multifatorial (ANDRADE, 2005), uma vez que 

a literatura demonstra que, além das elevadas cargas parasitárias (CHEEVER, 1968; 

COURA; CONCEIÇÃO, 1981), outros fatores como genética do hospedeiro, sexo, idade 

e resposta imune podem estar envolvidos no desenvolvimento dessa lesão (SILVA et 

al., 2004).  

Figura 12 - Secção de fígado de 
camundongo C57BL/6 desnutrido, com 150 
dias de infecção. As setas mostram 
granuloma ainda em fase exsudativa, em 
torno de ovo de S. mansoni em 
degeneração. Parênquima com metamorfose 
gordurosa (esteatose) de localização 
periportal (Hematoxilina eosina - 200x). 
 

Figura 13 - Secção de fígado de 
camundongo C57BL/6 desnutrido, com 150 
dias de infecção. As setas indicam 
conglomerados de granulomas periovulares 
pequenos, de aspecto produtivo, simulando 
placa de fibrose, em parênquima hepático 
com atrofia hepatocitária (Hematoxilina 
eosina -100x). 
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No presente trabalho, a avaliação histopatológica da reação granulomatosa 

mostrou que camundongos infectados e desnutridos desenvolveram granulomas 

pequenos e esparsamente distribuídos no parênquima hepático, formando, às vezes, 

conglomerados (COUTO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2004). Os granulomas dos 

camundongos eutróficos eram maiores e apresentaram-se ora dispersos, ora 

agrupados nos espaços–porta e/ou no parênquima hepático, configurando o quadro 

anátomo-patológico encontrado tanto em camundongos “outbred” Swiss como em 

“inbred” CBA/J cronicamente infectados (ANDRADE; SILVA; SOUZA, 1997; 

HENDERSON et al., 1993).  

A intensa eosinofilia encontrada nas lesões granulomatosas de animais tanto 

desnutridos como eutróficos já se acha registrada na literatura em camundongos de 

várias linhagens (COUTO et al., 2007; CHIARAMONTE et al., 2001; RUMBLEY et al., 

1999). Embora essas células sejam proeminentes nos granulomas esquistossomóticos, 

geradas pelos estímulos de citocinas do tipo Th2 aos ovos do parasito (ABATH et al., 

2006; Mc CORMICK et al., 1996), não se sabe qual o seu exato papel na 

imunopatologia da esquistossomose mansônica (RUMBLEY et al., 1999). Sabe-se, 

apenas, que os eosinófilos são capazes de destruir os parasitos de S. mansoni em 

presença de anticorpos específicos, através da citotoxidade dependente de anticorpo 

(ADCC), e que participam na destruição dos ovos depositados nos tecidos do 

hospedeiro (JAMES; COLLEY, 1976). 

A esteatose do tipo periportal, encontrada no grupo alimentado com dieta 

hipoprotéica, guardou relação com a desnutrição (COUTO et al., 2007; JACOBS; 

WOOD, 2004).  

 

Estudo biquímico e morfométrico do colágeno hepátic o 

 

Quantificação bioquímica 
 
 

A quantidade média de colágeno hepático encontrada no grupo desnutrido 

infectado, mensurado como hidroxiprolina, foi semelhante à do grupo eutrófico 

infectado, não apresentando diferença estatisticamente significativa (Figura 4).  



BARROS, A.BARROS, A.BARROS, A.BARROS, A.    F.          F.          F.          F.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      APÊNDICEAPÊNDICEAPÊNDICEAPÊNDICE                           100 
                                    

 

EI DI
0

5

10

15

Grupos experimentais

H
id

ro
xi

pr
ol

in
a 

(
µµ µµ m

ol
/g

de
 f

íg
ad

o)

 
Figura 14 – Quantificação do colágeno (hidroxiprolina), em camundongos C57BL/6, desnutridos ou 
eutróficos infectados com S. mansoni. Os resultados são mostrados como média ± desvio padrão. 
 
 
Quntificação morfométrica 
 
 

A Tabela 2 mostra os resultados referentes ao percentual de fibrose (%), volume 

(V), densidade volumétrica (Vv) e densidade numérica (Nn) dos granulomas 

periovulares, todos obtidos por análise morfométrica computadorizada semi-automática, 

realizada nos grupos infectados desnutrido e eutrófico. 

 
Tabela 2: Análise morfométrica do colágeno hepático 

 
X = Média aritmética     EPM = erro padrão 

 
A menor deposição de colágeno, observada no grupo desnutrido, através da 

análise histopatológica, foi, provavelmente, influenciada pelo estado nutricional dos 

animais (COUTINHO et al., 1997; 2003; 2007; COUTO et al., 2007). A inflamação 

granulomatosa resultante da infecção pelo S. mansoni, com subseqüente formação de 

Grupos 

experimentais 

N°. de 

animais 

% Fibrose 

X + EPM 

 

Volume dos 

granulomas 

X + EPM 

Densidade 

Volumétrica  

X + EPM 

Densidade Numérica  

X + EPM 

Desnutrido 

Infectado  

 

10 

 

7,99 + 1,44 

 

 

3,22 x 106 + 5,57 x 106 

 

0,01422 + 0,004 

 

108,8 + 45,574 

Eutrófico 

Infectado  

 

10 

 

8,61+ 1,15 

 

3,31 x 106 + 4,7 x 106 

 

0,05954 + 0,034 

 

164,76 + 97,092 



BARROS, A.BARROS, A.BARROS, A.BARROS, A.    F.          F.          F.          F.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      APÊNDICEAPÊNDICEAPÊNDICEAPÊNDICE                           101 
                                    

 

tecido fibroso, varia, consideravelmente, de indivíduo para indivíduo. Essas alterações 

ocorrem no modelo murino, onde se verifica que infecções com cargas parasitárias 

semelhantes, em diferentes linhagens de camundongos, podem provocar doenças de 

intensidades diferentes (CARVALHO, 2004; DAVIS et al., 1981). A morfometria, apesar 

de ser apontada na literatura como a técnica mais sensível (BARBOSA JR, 2001), não 

evidenciou diferença significativa quanto ao percentual de tecido fibroso hepático, 

volume dos granulomas, densidade volumétrica e numérica, entre os grupos infectados 

desnutrido e eutrófico. O percentual de tecido fibroso hepático, mensurado 

bioquimicamente através da hidroxiprolina, também não revelou diferenças entre os 

grupos. Possivelmente, a cepa do parasito e a linhagem dos camundongos utilizadas no 

presente trabalho, explicam os resultados diferentes dos que se acham publicados na 

literatura (COUTINHO et al. 2003, 2007; COUTINHO, 2004). 

 

Estudo imunológico 

 

A Figura 16 ilustra a produção de cada isotipo de imunoglobulina estudado. As 

imunoglobulinas IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgE, no grupo eutrófico infectado, 

apresentaram maiores títulos sericos quando comparadas ao grupo desnutrido 

infectado, com diferença significativa para IgG1, IgG2b, IgG3, IgE (p<0,001) e IgG2a 

(p<0,005). 
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Figura 15 - Níveis de anticorpos anti-SEA (antígeno solúvel de ovo) determinados por ELISA, em soros 
de camundongos C57BL/6 desnutridos ou eutróficos, infectados com S. mansoni. Os animais desnutridos 
formaram anticorpos contra o SEA em níveis menores do que os animais eutróficos.  
** p < 0,005 e *** p < 0,001 
 

A elevada produção de imunoglobulinas observada nos camundongos infectados 

eutróficos e desnutridos é semelhante ao que tem sido encontrado em resultados 

pacientes esquistossomóticos (BUTTERWORTH et al., 1988; BOCTOR; PETER, 1990; 

CAPRON; CAPRON, 1992; VENDRAME et al., 2001). A detecção de IgG nos espaços 

de Disse, obtida por Grimaud; Borojevic; Badrawy (1977) pela primeira vez em biópsias 

hepáticas de pacientes infectados pelo S. mansoni sugere que a presença desses 

anticorpos próximos aos espaços periportais revela uma possível participação da 

resposta imune humoral na gênese de certas alterações da morfologia hepática 

resultantes da da infecção esquistossomótica. Esses complexos imunes foram 

evidenciados tanto na fase aguda quanto na fase crônica da infecção, tendo sido 

possível estabelecer uma correlação quantitativa entre infecção crônica e níveis dos 

mesmos (SANTORO et al.,1980). Embora essa correlação nem sempre possa ser 

encontrada (BOUT et al., 1977; HIATT et al., 1980), diversos estudos demostram que 

pacientes portadores de hepatomegalia ou hepatoesplenomegalia geralmente 

apresentam altos índices desses complexos (GHANEM et al.,1987). 

Em relação ao comportamento das imunoglobulinas em camundongos infectados 

pelo S. mansoni, o estado nutricional prvavelmente influenciou a resposta imune 

EI (Eutróficos infectados)  
DI (Desnutridos infectados) 

*** 

** 

*** 

*** 

*** 
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humoral. Dos isotipos avaliados, foi observada uma maior produção nos níveis de 

imunoglobulina IgG1 tanto no grupo eutrófico quanto no desnutrido, confirmando que o 

nível elevado desse anticorpo é típico das infecções esquistossomóticas crônicas, tanto 

em seres humanos (ANTUNES et al., 1971; HILLYER, 1969; KANAMURA et al., 1979) 

qunto em camundongos (DEELDLER, 1973; HILLYER; FRICK, 1967; SHER; Mc 

INTYRE; LICHTENBERG,1977). Os níveis séricos de IgG1, mais elevados nos animais 

infectados eutróficos, assemelham-se aos descritos por Oliveira et al. (2004) em 

trabalho realizado com camundongos “outbred” desnutridos e eutróficos. Silva et al. 

(2004) sugerem que os altos níveis de IgG1 estão relacionados com a fase crônica da 

infecção e também com a síntese de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13), as 

quais estimulam a produção de anticorpos (BOOM; LIANI; ABBAS, 1988; ABBAS; 

MURPHY; SHER, 1996). Experimentos realizados por Silva (2008) evidenciaram níveis 

elevados e estatisticamente significativos de IL-13 em camundongos eutróficos 

C57BL/6, quando comparados aos desnutridos.  É provável que os níveis elevados de 

IgG1, encontrados no presente trabalho, em camundongos eutróficos da mesma cepa, 

estejam relacionados com elevada produção de IL-13, não parecendo guardar relação 

com a intensidade da infecção (SILVA et al., 2004).  

No presente trabalho os níveis séricos de IgE estavam significativamente baixos 

nos grupos infectados eutrófico e desnutrido, com menores títulos para este último. Vale 

destacar que esse achado em relação a camundongos C57BL/6 desnutridos ainda não 

se acha registrado na literatura. É sabido que o aumento dos níveis de IgE também está 

relacionado com citocinas do tipo Th2, principalmente IL-4 e IL-13, que promovem a 

síntese dessa imunoglobulina (SILVA et al., 2004). Essa resposta Th2 ocorre 

concomitantemente com a produção de ovos pelos vermes, sugerindo, assim, uma 

ligação entre a postura dos ovos e esse tipo de resposta (PEARCE et al. 2002). Os 

baixos níveis de IgE  encontrados no grupo desnutrido, provavelmente, também 

guardam relação com a baixa concentração de IL-13 referida por Silva (2008) em 

camundongos também desnutridos. 

Segundo El Redi et al. (1998) e Sher et al. (1983), na infecção primária de 

camundongos infectados com S. mansoni, a IgE só é detectada após a maturação, 

acasalamento e postura de ovos pelos parasitos. Em tentativa de elevar o nível da IgE 
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policlonal específica para esquistossomo, no início e durante o período pré-patente da 

infecção, El Redi et al. (2001) demonstraram que os níveis de dessa imunoglobulina 

não influenciaram os resultados na primo infecção murina pelo S. mansoni. Esses 

achados demonstram que a IgE parece não ser essencial nem prejudicial no primeiro 

contato do camundongo com o parasito. Nos camundongos reinfectados, a hipótese de 

que IgE confira proteção ainda precisa ser investigada (El REDI et al., 2001). Todavia, 

publicações sugerem que ela pode ter relevância na proteção de indivíduos 

reinfectados pelo S. mansoni (CAPRON; DOMBROWICZ; CAPRON, 1999; GOMES et 

al., 1998; 2002). Portanto, o papel da imunoglobulina E é ainda bastante controverso na 

literatura, tanto em seres humanos como em diferentes modelos experimentais (EL 

RIDI; OZAKI; KAMIYA, 1998; SHER et al., 1983). 

Os níveis das imunoglobulinas IgG2a e IgG2b foram os mais baixos entre os 

isotipos da classe G. Esses baixos níveis de anticorpos encontrados na fase crônica, 

talvez sejam explicados pelo fato de ser atribuída à fase aguda da doença uma maior 

produção dessas imunoglobulinas. Esses baixos índices também são referidos por 

Capron; Rousseaux; Mazingue (1978) e Hoffman; Cheever; Wynn (2000). 

A IgG3 também apresentou altos níveis de produção. Dados semelhantes foram 

encontrados em camundongos “outbred” (OLIVEIRA et al., 2004) e descritos em 

humanos expostos uma única vez ao antígeno, como também, em residentes de áreas 

endêmicas (SATTI et al., 1996). Os dados apresentados na literatura sugerem que a 

elevada produção de IgG3 é independente da idade e da intensidade da infecção 

(NAUS et a., 1999) e que esse isotipo parece estar presente tanto na fase aguda 

quanto na fase crônica da doença (ISKANDER; AALBERSE, 1981; SHAHEEN et al., 

1996). 

A menor quantidade de imunoglobulinas observada no grupo desnutrido 

infectado em relação ao eutrófico infectado pode ser atribuída aos efeitos da 

desnutrição. A diferença nos níveis de produção das imunoglobulinas IgG1, IgG2a, 

IgG2b, IgG3 e IgE, mais elevados e estatisticamente significativos para os 

camundongos do grupo eutrófico, respalda essa conclusão. A redução dos níveis dos 

anticorpos IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 em camundongos desnutridos já havia sido 

observados por Oliveira et al. (2004), em  animais “outbred”. 
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Como base nos achados da presente investigação, pode-se concluir que 

camundongos isogênicos infectados pelo S. mansoni e desnutridos, apresentam 

resposta imune humoral com os mesmos isotipos encontrados em camundongo 

eutróficos, porém com níveis significantemente inferiores. Esse perfil quantitativamente 

diferenciado, detectado entre camundongos desnutridos e eutróficos reflete, 

provavelmente, a carência protéica crônica, resultante da deficiência nutricional a que 

esses animais foram submetidos. 
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