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BARROS, Andréia Ferreira. Resposta imune humoral e patologia hepatica
de camundongos desnutridos, infectados com Schistosoma mansoni.
2008. Dissertacao (Mestrado em Saude Publica) - Centro de Pesquisas Aggeu
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RESUMO

Esquistossomose mansonica e desnutricdo sdo importantes problemas de
salude publica no Brasil e em outros paises do mundo. Embora a ma nutricdo
associada a 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 hepatica em camundongos C57BL/6
desnutridos e infectados pelo S. mansoni, comparando-0s com camundongos
eutroficos submetidos a mesma infeccdo. Foram estudadas, também, a
morfologia hepética, a carga parasitaria (parasitos e ovos) e a produgdo de
tecido fibroso hepatico. Os estudos histopatolégicos e morfoldgicos revelaram
granulomas pequenos e esparsos no paréngquima hepatico, com auséncia de
fibrose periportal no grupo desnutrido. Camundongos eutréficos apresentaram
uma tendéncia a desenvolver granulomas maiores, como também desenvolver
fibrose hepatica periportal (40%). No grupo eutrofico, o peso médio do figado
foi maior, resultado este atribuido ao teor protéico do figado desses animais,
associado a inflamacdo granulomatosa provocada pela esquistossomose. A
esplenomegalia foi relacionada a infecgcdo. O grupo desnutrido apresentou
menor quantidade de parasitos que o eutréfico. As curvas ponderais dos
grupos desnutridos foram inferiores e estatisticamente significativas em
comparacao com 0s grupos eutroficos, guardando relacdo, sobretudo, com o
tipo de dieta consumida. Quanto a producédo de tecido fibroso no figado, nédo
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos desnutrido e
eutréfico. Os niveis das imunoglobulinas 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 e IgE
detectados no grupo desnutrido foram significativamente menores, quando
comparados aos do grupo eutréfico, evidenciando os efeitos negativos da
deficiéncia protéica crénica sobre a capacidade de formacao de anticorpos pelo
organismo do hospedeiro desnutrido.

Palavras- chaves: Esquistossomose mansoni, Imunoglobulinas e Patologia do
figado.



BARROS, Andréia Ferreira de Barros. Humoral immune response and
hepatic pathology in undernourished mice, infected with Schistosoma
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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, 1gG2a,
IgG2b, 1gG3 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.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose mansonica destaca-se, mundialmente, como uma das
parasitoses mais importantes, em virtude da severidade com que suas complexas
formas clinicas acometem o hospedeiro na fase crénica da infeccdo. Essa doenca gera
um grande problema de saude publica (MOREL, 2000).

Vérios sdo os co-fatores que podem estar envolvidos no desenvolvimento das
formas clinicas da esquistossomose mansoénica. Dentre eles, podemos citar carga
parasitaria, idade do hospedeiro, co-infec¢des, reinfeccbes 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, tém ressaltado a importancia da ma-nutricdo do
hospedeiro, ao demonstrarem que camundongos desnutridos infectados pelo
Schistossoma mansoni apresentam caracteristicas histologicas e fisiopatoldgicas
diferentes de camundongos eutroficos, submetidos as mesmas condicdes.

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 sera estudar a resposta imune humoral, como também a morfologia
hepética na fase crénica da doenca, a carga parasitaria (Qquantidade de parasitos e de
ovos) e o estado nutricional dos animais. O estudo da resposta imune humoral, na fase
cronica da esquistossomose em hospedeiros desnutridos, é importante para
estabelecimento de futuras estratégias relacionadas ao diagnéstico e tratamento dessa

parasitose em populagcdes carentes de areas endémicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia da esquistossomose

A relevancia da esquistossomose como problema de saude publica diz respeito a
sua cronicidade, ampla distribuicdo geografica e impacto na economia, pelas suas
repercussoes sobre a atividade produtiva da populacéo infectada (RESENDES; SOUZA
; BARBOSA, 2005). A esquistossomose mansonica acomete mais de 200 milhdes de
individuos no mundo (BINA; PRATA, 2003), dos quais 20 milhdes apresentam
morbidade grave. Além disso, 15 mil mortes por ano sdo associadas as seqielas da
infeccdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2002).

O Brasil, apesar dos esfor¢os para seu controle, é o pais da América do Sul onde
se concentra o maior numero de casos registrados, estimando-se que afete 4,6% da
populagdo, ou seja, aproximadamente 8.000.000 de individuos (KATZ; PEIXOTO, 2000;
MASCARINI, 2003; PASSOS; AMARAL, 1998; RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005)
sendo a doenca encontrada em aproximadamente 19 estados, deixando cerca de 26
milhdes de habitantes sob risco de contrai-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 manifestagcbes clinicas (RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005).
Pernambuco é o estado mais afetado do Nordeste, sendo a doenca considerada
historicamente endémica na zona rural (COUTINHO et al.,1997). A area endémica do
estado corresponde a 17,5% de sua area total, estimando-se que 62% da populacao
esteja sob risco de se infectar (FAVRE et al., 2001). No censo demogréafico de 2000,
60% da populacdo desse estado residia em area endémica, havendo focos numerosos
em Itamaracd, Paulista e Porto de Galinhas (MELO, 2006). Segundo o DATASUS,
ocorreram 762 casos confirmados, somente no ano de 2006 (BRASIL, 2007).

Casos humanos de infecgédo aguda tém sido detectados no litoral pernambucano,

onde a doenca esta sendo introduzida, acometendo em sua maioria, individuos jovens
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e adultos que visitam essa regido e se expdem a infeccdo, sendo por isso chamada, por
alguns autores, de “doenca dos viajantes”, ou seja, de individuos que nunca foram
expostos ao antigeno do parasito (BARBOSA et al., 1998; JESUS et al., 2002; REY,
2001; ROSS et al., 2002).

Assim, o perfil epidemiolégico da esquistossomose em Pernambuco tem se
modificado. Em &reas rurais, a doenca se manifesta predominantemente sob a forma
cronica intestinal, incidindo na classe social de baixa renda e tendo como vetor o
Biomphalaria straminea. No litoral, ela € representada por casos agudos, ocorrendo em
pessoas de classes média e alta, sendo o vetor o Biomphalaria glabrata (ARAUJO 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
reducdo possa ser um otimo indicador do sucesso das acdes de controle, dados da
literatura mostram que a esquistossomose ainda continua sendo um grave problema de
saude publica (KATZ; ALMEIDA, 2003). Alguns estudos regionais mostram uma
situacdo preocupante e ainda longe da erradicacdo do parasito ou da sua transmissao
(CUTRIM; CHIEFFI; DE MORAES et al., 1998), ocasionando sérias conseqiéncias para
o desenvolvimento sécio-econémico do pais (FERREIRA; SILVA, 2007; RESENDES;
SOUZA; BARBOSA, 2005).

2.2 A doenca

A histéria natural da esquistossomose mansoénica € dividida em fase aguda e
cronica (REY, 2001). Na fase aguda, apds a penetracdo das cercarias, 0 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,
urticaria, tosse seca, nauseas, vomitos, cefaléia, diarréia, dores musculares e
desconforto abdominal (KATZ; ALMEIDA, 2003). Uma grande parte dos individuos
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infectados, contudo, pode permanecer assintomética, dependendo de varios fatores e,
principalmente, da intensidade da infeccdo (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002;
PRATA, 1989, 1997). Nas areas consideradas hiperendémicas (taxas de infeccdes >
90%), a fase aguda da doenca é rara; nas areas nao endémicas, essa fase € mais
comum e apresenta maior gravidade (BINA; PRATA, 1984; DOMINGUES;
DOMINGUES, 1994; GELFAND, 1964; LAMBERTUCI et al., 2000). Caso ndo seja
diagnosticada e tratada corretamente, a doenca pode evoluir para a fase crbnica
(KATZ; ALMEIDA, 2003).

A fase cronica pode ser dividida, em trés formas clinicas: intestinal,
hepatointestinal e hepatoesplénica (BINA, 1981), sendo a forma hepatoesplénica
subdividida em compensada e descompensada (REY, 2001).

A forma intestinal € muito comum nas areas endémicas (90 a 95%), sendo mais
freqientemente encontrada em pacientes cronicamente infectados que, geralmente,
sdo assintomaticos. Na maioria dos casos, 0s sintomas permanecem discretos
enquanto a carga parasitaria for baixa e o acumulo de ovos nos tecidos for pequeno.
Nessa forma, as lesdes hepéticas sdo moderadas e os sintomas tais como, perda de
apetite, desconforto abdominal, astenia, célicas intestinais, diarréia e disenteria sdo
geralmente brandos e bastante variaveis, podendo persistir durante anos, pela
dificuldade de diagnéstico, além de haver sintomas similares a outros tipos de doenca
(DOMINGUES; DOMINGUES, 1994; LAMBERTUCCI et al., 2000). A medida que os
ovos sdo arrastados pela circulagdo e se alojam no figado, a parasitose se agrava,
levando o paciente a desenvolver a forma hepatointestinal. Embora a sintomatologia de
ambas as formas seja semelhante, as lesbes hepaticas na forma hepatointestinal sdo
mais intensas que na intestinal, com baco e figado discretamente palpaveis
(DOMINGUES; DOMINGUES, 1994; REY, 2001).

O quadro clinico pode evoluir e 0 paciente desenvolver a forma hepatoesplénica,
gue se caracteriza pelo comprometimento e aumento consideravel do figado e bago
(DOMINGUES; DOMINGUES, 1994). A forma hepatoesplénica compensada é
caracterizada por hepatoesplenomegalia com discreta hipertenséo portal. Nessa fase,
h& pacientes que permanecem na sua forma clinica estacionaria 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 doenca, a hepatoesplénica
descompensada, a qual acomete uma porcentagem pequena da populacdo infectada
(cerca de 10%), dependendo da area de estudo (ANDRADE; VAN MARCK, 1984). A
mortalidade por esquistossomose ocorre, principalmente, nessa forma, sendo suas
principais manifestacdes clinicas ascite, circulacdo colateral e formacdo de varizes
gastroesofégicas, decorrentes da hipertensédo portal ocasionada pela fibrose hepatica
de Symmers. Quando essas varizes rompem, ocorrem hemorragias digestivas graves,
muitas vezes fatais (BRASIL, 2006; PRATA, 1997; REY, 2001).

A transmissao dessa doenca ocorre quando os ovos, eliminados com as fezes do
hospedeiro, entram em contato com cole¢des hidricas e, passando a ser estimulados
por luz intensa, temperatura adequada e oxigenacdo da agua, eclodem liberando do
seu interior o miracidio, uma larva ciliada de vida livre. Estando presente nessas
colecdes hidricas moluscos da espécie Biomphalaria glabata, Biomphalaria straminea
ou Biomphalaria tenagoghia, que sdo hospedeiros intermediarios do S. mansoni, 0s
miracidios, por quimiotaxia, penetram em suas partes moles auxiliados por enzimas
proteoliticas (MELO; COELHO, 2005). Dentro do molusco, os miracidios transformam-
se em esporocisto priméario e depois em secundario e, utilizando-se dos nutrientes da
glandula digestiva desse hospedeiro intermediario, passam a sofrer modificacbes
anatdmicas, transformando-se em cercarias. Quando 0s moluscos sao expostos a
condi¢cbes adequadas de luz e temperatura da agua, essas cercarias sao liberadas
(REY, 2001; WARREN, 1966) no meio aquético, deslocando-se ativamente, podendo
penetrar em varias espécies de animais que estejam em contato com esse meio
desenvolvendo-se, porém, no hospedeiro susceptivel, fechando, assim, o ciclo biologico

da doenca.

2.3 Modelo murino na esquistossomose experimental

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

varios mamiferos infectados com S. mansoni, verificaram que os camundongos
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desenvolvem vermes adultos sexualmente maduros e eliminam ovos viaveis do parasito
nas fezes. Tendo em vista que estes animais sao hospedeiros de baixo custo e de facil
manuseio e manutengdo em laboratorio, tornaram-se os hospedeiros definitivos mais
utilizados em estudos experimentais (CAPRON et al., 1982).

A caracterizacdo das fases aguda e crénica, no modelo murino, é relativamente
dificil, mas a infeccdo € considerada aguda aproximadamente até a 62 semana (WYNN
et al., 1998) e cronica a partir da 122 (FALLON, 2000; PEARCE; MACDONALD, 2002).

Do ponto de vista da patologia, os camundongos apresentam varias
semelhangas com a doenga humana, inclusive pelo desenvolvimento de lesdo hepatica
semelhante a fibrose periportal do homem (ANDRADE; CHEEVER, 1993; WARREN,
1966).

2.4 Patologia geral e patogénese da esquistossomose mansonica

Na esquistossomose, a patologia da infeccdo € predominantemente causada
pela reacdo do hospedeiro aos ovos do parasito os quais, depositados pelas fémeas
nos vasos do intestino, sdo arrastados pela corrente sangiinea como émbolos e ficam
retidos, principalmente, nos finos ramos venosos dos espacos porta do figado. As
secrecdes eliminadas pelos miracidios funcionam como potente estimulo fibrogénico,
agindo diretamente sobre as células que secretam a matriz extracelular (MEC)
(ANDRADE, 1991). Comeca, assim, a formacdo dos granulomas esquistossomaoticos
em torno dos ovos, na tentativa de isola-los e destrui-los. Todavia, a simultaneidade do
processo infamatério em torno de muitos ovos e a continua produgdo dos mesmos leva
0s noédulos fibréticos antigos a confluirem, formando extensas areas cicatriciais
(ANDRADE, 2005; REY, 2001).

Os granulomas que se acumulam em torno dos ramos intra-hepaticos da veia
porta conduzem ao desenvolvimento de um manguito fibroso nessa regido, dando
origem a fibrose periportal ou “fiborose em haste de cachimbo de barro” (clay pipestem

fibrosis), descrita pela primeira vez por Symmers em 1904. O acumulo de granulomas
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acompanhado do desenvolvimento do tecido fibroso cicatricial leva ao bloqueio da
circulagédo pré-sinusoidal, que conduz a hipertensado porta, a esplenomegalia, ascite e
circulacao colateral. O tamanho do bago é aumentado, em parte pela congestao venosa
do ramo esplénico e também pela hiperplasia das células do sistema macrofagico-
linfocitario, com diferenciacdo e producdo de anticorpos (MAGALHAES - FILHO;
COUTINHO, 1961; REY, 2001).

A fibrose hepatica periportal caracteriza, no homem, a esquistossomose em sua
forma grave hepatoesplénica, consistindo, macroscopicamente, em processo de fibrose
estelar generalizada, acompanhada de graus variaveis de neoformacdo e dilatacao
vascular nesse tecido fibroso (BOGLIOLO, 1957).

2. 4.1 Fibrose hepética

O tecido conjuntivo hepético, além de células, € formado pela MEC. Essa matriz
tem funcdo de preenchimento dos espacos entre as células, de conducdo dos vasos
sanguineos e linfaticos, além de funcbes de sustentacdo e de integracdo. Os
componentes da matriz incluem moléculas que sdo fundamentais para ancoragem,
estimulacdo e movimentagdo das células. Na MEC também transitam fatores de
crescimento, citocinas, horménios e moléculas de adesdo (BEDOSSA; PARADIS,
2003).

Existem varios tipos celulares que compdem o tecido conjuntivo, mas as células
fundamentais sdo os fibroblastos e, no figado, as evidéncias apontam que as células
estreladas, ricas em gorduras e vitamina A, também conhecidas como células de Ito e
situadas nos espacos de Disse, tém papel importante nesse processo (BARBOSA JR.;
PFEIFER; ANDRADE, 1993; GABELE; BRENNER; RIPPE, 2003). Estas células,
guando, estimuladas por citocinas fibrogénicas, se desfazem de seus depositos de
gordura e se diferenciam em miofibroblastos e fibroblastos (ANDRADE, 1998).

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

promovem a degradacdo da mesma. Estas enzimas, as metaloproteinases, se
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encarregam de clivar as moléculas de colageno, proteoglicanos e elastina (ANDRADE,
1992). Quando alguma causa continuada gera o impedimento da acdo degradativa
dessas enzimas sobre o0 excesso da MEC que esta sendo formada, ocorre um acumulo
progressivo de colageno ao longo do tempo. Segundo Andrade (2006), esse
impedimento € gerado pelos inibidores tissulares de metaloproteinases (TIMPS).
Portanto, na MEC ha fatores que influenciam seu aumento (fiborogénese) e outros que
cunduzem em sentido contrario quando ha excesso da mesma (fibrélise) (ANDRADE,
2005).

2.5 Imunopatologia na esquistossomose

Na esquistossomose, o sistema imune do hospedeiro é exposto a uma série de
antigenos derivados do parasito e do ovo. A agressao tecidual decorrente desses
agentes incita uma resposta inflamatéria capaz de ativar o sistema imune celular e
humoral (STADECKER et al., 2004).

As secrecgOes liberadas pelos ovos do S. mansoni sédo provenientes dos
miracidios e compostas por enzimas proteoliticas e complexas fracdes glicoprotéicas,
cujos componentes induzem o aparecimento de anticorpos e de células imunes
sensibilizadas. As secrecdes liticas decorrentes dos ovos sdo denominadas de SEA
(antigeno ovular solavel) e séo responsaveis pela proliferacdo fibroblastica "in vitro",
podendo, também, estimular linfocitos T sensibilizados (ANDRADE, 1999).

O papel biolégico das imunoglobulinas na infeccédo esquistossomotica € bastante
complexo e continua sendo estudado. Existem evidéncias de que as classes e
subclasses de anticorpos anti-Schistosoma variam com a idade do individuo, estado
nutricional, intensidade e tempo de infeccdo, como também com a presenca de
reinfeccdes (DUNNE et al., 1998; JASSIM; HASSAN; CATTY, 1987; OLIVEIRA et al.,
2004). No inicio da infeccdo pelo S. mansoni, tanto em humanos quanto em
hospedeiros experimentais eutroficos, ocorre a ativacdo do sistema complemento,

inicialmente através da via alternativa e producdo de anticorpos especificos das classes
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IgE, 19G (IgG1, 1gG2, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 e 1gG4), IgM, IgA (BOCTOR; PETER, 1990;
CAPRON et al.,1982). Na fase crbnica da esquistossomose, sdo descritos altos titulos
dos anticorpos IgG1, IgE e IgG4 (AKDIS et al.,1997; SNAPPER; PAUL, 1987).

A alteracdo mais importante na imunopatologia da esquistossomose € a reacao
inflamatdria granulomatosa gerada em torno dos ovos depositados pelos parasitos nos
tecidos (PEARCE; MACDONALD, 2002; WARREN, 1966). Os granulomas
esquistossomaoticos representam reacbes de hipersensibilidade do tipo tardio e
caracterizam-se como estruturas focais, pequenas e isoladas, sendo os granulomas
mais antigos compostos, principalmente, por fibras colagenas, macréfagos, eosindfilos,
linfocitos e plasmacitos (PEARCE; MACDONALD, 2002; WEINSTOCK; BOROS, 1983).

Os granulomas apresentam alteracdes de tamanho, forma e composicdo com o
passar do tempo. Esse fenébmeno, denominado “modulagédo imunologica”, foi primeiro
descrito por Andrade e Warren (1964) e tem sido atribuido, principalmente, a fatores
imunes (SILVA et al., 2004).

A modulacdo do granuloma €, primariamente, decorrente da resposta imune
dependente de células T auxiliares (CD4"), que produzem linfocinas dos padrbes Thl e
Th2. Na esquistossomose masodnica murina, trabalhos tém associado o inicio da
inflamacdo granulomatosa a uma resposta Thl de curta duragdo. Todavia, outros
estudos na literatura apontam que as alteragfes patoldgicas na esquistossomose sao
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 sdo diferenciadas a
depender das citocinas secretadas. O perfil Thl, presente no inicio da infeccao,
estimula os mecanismos dependentes de fagécitos e de citotoxidade celular, que séo
chamados “pré-inflamatorios” e as suas principais citocinas sdo IL-2, TNFa e IFN-y
(ABATH et al., 2006). O perfil Th2 tem inicio com a oviposi¢éo e, ao contrario do perfil
Thl, 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
selecdo 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 1gG1 (SNAPPER; PAUL, 1987) e inibe a secrecdo de lgG2a, enquanto
a IFN-y, citocina do tipo 1, aumenta a producéo de IgG2a, mas inibe IgG1 (STEVENS
et al., 1988). A producéo 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 especifica na ligagdo a antigenos do verme nos sitios de ligacdo de
mastacitos, bloqueando, assim, a sua degranulacdo (STANWORTH; SMITH,1973). O
grau de resisténcia frente a infeccdo depende, em parte, do balanco entre dois efeitos
antagonicos: a acdo protetora de IgE e o efeito blogueador de IgG4. Tem sido
demonstrado na literatura que 1IgG4 age como um anticorpo bloqueador para a funcao
protetora mediada por IgE (RIHET et al., 1992).

A sintese exacerbada de IgG foi observada em pacientes esquistossomoticos
cronicos e estaria associada ao desenvolvimento da fibrose periportal
esquistossomoética (GHANEM et al.,1987). Com efeito, depdsitos de IgG foram
observados nos espacos de Disse, no figado de pacientes com fibrose de Symmers
avancada (GRIMAUD; BOROJEVIC; BRADRAWY, 1977).

Silva et al. (2004) verificaram que, na producdo de anticorpos em camundongos
BALB/c infectados com S. mansoni, ocorre predominancia do isotipo IgG1 para ambos
0s pontos de tempo de infeccdo estudados (20 e 40 semanas). Todavia, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas nos niveis de anticorpos SEA-
especificos 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 e IgE entre camundongos com granulomas
isolados e camundongos portadores de fibrose hepética 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 estimulos gerados pelos
antigenos dos ovos dos parasitos, porém apresentaram niveis inferiores de IgG1l,
IgG2a, IgG2b e 1IgG3, quando comparados a animais eutréficos, também infectados.

Assim as interacdes entre citocinas e anticorpos em resposta a presenca do S.
mansoni demonstram a importancia das respostas celular e humoral na definicdo dos
mecanismos de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo e em relacdo a patologia

causada por esse helminto.
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2.6 Desnutricdo associada a esquistossomose mansoni ca

A importancia de um adequado estado nutricional para a saude do hospedeiro €
consenso universal. O Projeto de Controle de Doencas Prioritarias nos Paises em
Desenvolvimento estima que 32% do namero global de doencas em geral poderiam ser
evitadas pelo controle da ma nutricdo. A desnutricdo tem contribuido substancialmente
para aumentar as taxas de morbidade e mortalidade em paises de baixa renda (BLACK
et al., 2008).

Geralmente as areas endémicas de esquistossomose se sobrepdem as de
desnutricdo (COUTINHO et al.,, 1997). Levantamentos clinico-epidemioldgicos
realizados por Coutinho et al. (1972) em populacdes de éareas endémicas de
esquistossomose no Nordeste do Brasil, e por outros autores, em outras regides
endémicas do mundo, permitiram correlacionar a doenca ao estado nutricional do
individuo, mostrando a importancia do parasitismo no agravamento da ma-nutricdo. Do
ponto de vista clinico, antropométrico e anatomo-patoldgico, associagbes entre o
estado nutricional do hospedeiro e certas manifestacdes da esquistossomose, tém 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 hepatoesplénica da doenca (COUTINHO et al., 1972, 1997).

As repercussdes da esquistossomose sobre o estado nutricional e vice-versa
vém sendo estudadas em varias publicagdes (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 interrelacdo nao tenha
sido encontrada (JUSOT; SIMARRO; MUYNCK, 1996; PROIETTI et al., 1992).
Resultados as vezes conflitantes publicados na literatura correm por conta de
diferencas na metodologia empregada, na utilizacdo de modelos experimentais
diferentes e na observacdo de pacientes com distintas formas clinicas. A continuacao
desses estudos € importante e recomendavel, possibilitando assim, uma melhor

compreensédo da doenca.
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Em trabalhos experimentais, Coutinho et al. (1997, 2003, 2007) tém demonstrado
gque o estado nutricional pode contribuir para alterar o quadro da fibrose
esquistossomatica na fase crénica da doenca. Através da realizacdo de inquéritos de
consumo alimentar em diferentes areas endémicas de Pernambuco, foi possivel
caracterizar uma Dieta Basica Regional (DBR). Essa dieta, composta de quatro tipos
fundamentais de alimentos — feijdo mulatinho, farinha de mandioca, batata doce roxa,
carne de charque (carne seca) — quando administrada a camundongos (COUTINHO;
FREITAS; ABATH, 1992) e ratos (TEODOSIO et al., 1990), consegue induzir a forma
marasmatica da desnutricdo protéico-caldrica, semelhante ao que acontece no homem.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (1973), a desnutricdo protéico-caldrica é
definida como uma condicdo patoldgica relacionada com a perda, em varias
proporcdes, de proteinas e calorias.

Experimentos realizados utilizando camundongos infectados com S. mansoni por
16 semanas e mantidos nessa dieta multideficiente, ndo conseguiram reproduzir a
fiborose hepatica periportal, diferentemente do que ocorreu com camundongos
eutroficos, submetidos as mesmas condigcdes (COUTINHO et al., 1997). A mudanca de
uma dieta deficiente para outra balanceada, também néo foi capaz de induzir a lesdo no
modelo murino desnutrido, assim como a troca da dieta balanceada, por uma deficiente
ndo suprimiu a lesdo no modelo murino eutréfico (COUTINHO et al., 2003).
Camundongos “outbred” desnutridos, submetidos a uma Unica ou repetidas infeccdes
com S. mansoni, também ndo foram capazes de desenvolver a fibrose periportal,
diferentemente dos eutréficos, onde a lesdo 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), expressao mais grave da patologia hepatica na
esquistossomose cronica, o fator desnutricdo parece ter participagdo importante. A ma-
nutricdo modifica os mecanismos de defesa do organismo, pois compromete os 6rgaos
hematopoiéticos e linféides responsaveis pela producdo, manutencdo e funcdo das
células que medeiam esses processos (CHANDRA, 1991). Sendo considerada como

um determinante critico da resposta imune (MEIRA, 1995), seria causa de reacdes
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imunoldgicas deficientes, podendo estar relacionada com a inibicdo do desenvolvimento

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

Embora os fatores imunoldgicos envolvidos na infeccdo esquistossomotica
estejam sendo bastante estudados nos ultimos anos, tanto em seres humanos quanto
em hospedeiros experimentais, sdo ainda escassas as referéncias na literatura sobre o
perfil imunolégico do hospedeiro desnutrido esquistossomaético. Estudos mais acurados
sobre a imunopatologia do hospedeiro desnutrido infectado pelo S. mansoni sao
necessarios, visto que comumente as areas de desnutricdo humana se sobrepéem as
areas endémicas de esquistossomose mansonica.

Neste contexto, o estudo da resposta imune humoral e das alteracbes da
morfologia hepética na fase cronica da esquistossomose, no modelo experimental
murino desnutrido, assume importancia como base para investigacdes posteriores
visando o estabelecimento de novas estratégias de diagndstico, prevencdo e

tratamento da parasitose em populacdes humanas de regides endémicas.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Existem diferencas entre hospedeiros desnutridos e eutréficos quanto a resposta

imune humoral e morfologia hepatica, na fase cronica da infecgédo pelo S. mansoni ?
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Estudar a resposta imune humoral e a morfologia hepética na fase cronica da
esquistossomose mansonica, em camundongos C57BL/6 desnutridos e em eutréficos,

infectados com S. mansoni.

5.2 Especificos

Identificar a producéo dos isotipos de anticorpos IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3 e da
IgE.

O

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

[§

pela dieta basica regional (DBR).

Estudar a morfologia hepatica da esquistossomose mansoénica.

o

O

Quantificar, morfométrica e bioquimicamente, a producéo de colageno hepatico.

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

[§

vermes e de ovos no figado.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Animais

Camundongos machos, isogénicos, 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 Magalhdes - CPgAM),
sob condi¢des padronizadas de temperatura (entre 21 e 22C) e luminosidade (ciclos
de claro/escuro de 12 em 12 horas) e umidade entre 45 a 55%. Os animais foram
oriundos do Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio (CECAL) da Fundacéo
Oswaldo Cruz / MS (Rio de Janeiro). A utilizacdo desses animais no presente trabalho
foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - FIOCRUZ), sob
licenca n°L 0028/07, cujo certificado encontra-se como anexo A.

6.2 Infeccéo

Os camundongos foram infectados individualmente com 30 cercarias de S.
mansoni (cepa LE - Belo Horizonte), oriundas de moluscos Biomphalaria glabrata
criados no Laboratodrio de Malacologia do CPgAM - FIOCRUZ. A infeccao foi realizada
por via percutanea 30 dias apds a administracdo das dietas. Apos 60 dias de infeccao,
todos os animais foram submetidos a exame parasitolégico (HOFFMAN; PONS;

JANER, 1934), para comprovar a eficacia da infecgéo.
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6.3 Grupos experimentais

Foram formados os seguintes grupos de camundongos: desnutridos infectados
(n=35), eutrdficos infectados (n=35), desnutridos nédo infectados (n=15) e eutroficos ndo
infectados (n=15).

Os camundongos dos grupos infectados foram utilizados da seguinte forma: 25
desnutridos e 25 eutroficos foram usados para estudo imunolégico. Os vinte
camundongos restantes foram divididos em um grupo desnutrido (n=10) e outro
eutrofico (n=10), que foram utilizados nos estudos parasitologico, bioquimico,
morfométrico, histolégico e nutricional. Os grupos desnutrido (n=15) e eutréfico (n=15)
ndo infectados foram utilizados, apenas, como controles para os estudos imunoldgico,

morfolégico macroscoépico e avaliagdo do estado nutricional.

6.4 Dietas

A desnutricdo foi induzida pela administracdo da dieta basica regional (DBR)
essencialmente hipoprotéica (Tabela 1), contendo aproximadamente 7% de proteina
(COUTINHO et al., 1997). Os animais eutréficos foram alimentados com Nuvilab, dieta
comercial balanceada (Nuvital Nutrientes Ltda, Colombo, Parana, Brazil), contendo 22%
de proteina. As dietas foram administradas aos animais “ad libitum”, em forma de

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

COMPONENTES g% PROTEINA% CARBOIDRATOS% GORDURA% MINERAIS% FIBRAS%

DBR:

Feijdo Mulatinho 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09
(Phaseolus vulgaris)

Farinha de mandioca 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64
(Manihot esculenta)

Charque 3,74 2,74 0,43 0,41** 0,06 -
Batata Doce (roxa) 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48
(Iponaea batatas)

TOTAL 99,65 7,87 69,67 0,80 1,26 7,21
NUVILAB OBS: Dieta comercial balanceada, para camundongos.
(Nuvital ~ Nutrientes 100,0 22,00

Ltda)

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

6.5 Estado nutricional

A avaliacdo do estado nutricional foi realizada através das curvas ponderais
obtidas pela determinacdo semanal da massa corporea dos camundongos, em balanca
eletronica (Petit Balance, modelo mk500-C). Diariamente foram observados o
comportamento e aspecto clinico dos animais. Este modo de avaliagdo simplificada do
estado nutricional justifica-se pelo fato dessas dietas terem sido estudadas em
trabalhos anteriores, sendo ja bastante conhecidas sua composicdo, preparo e
repercussdes clinicas e fisiopatologicas (COUTINHO; FREITAS; ABATH, 1992;
TEODOSIO et al., 1990). A mortalidade espontanea dos animais foi registrada a fim de
se obter, no final do experimento, a taxa de mortalidade em relacdo a infeccdo e ao

estado nutricional.
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6.6 Sacrificio dos Animais

Todos os camundongos foram sacrificados com 180 dias de dieta e 150 de
infeccdo. Excecao foi feita para os camundongos albinos Swiss (que nao participaram
dos grupos experimentais), sacrificados com 60 dias de infeccdo e usados, apenas,
para obtencdo do antigeno solivel de ovo (SEA). Todos os camundongos do projeto,
destinados aos estudos parasitolégico, morfologico, bioquimico, morfométrico e
imunologico, foram anestesiados por via intraperitoneal com Ketamina (115 mg/Kg)
associada a Xilasina (10 mg/Kg), antes do sacrificio. O efeito do anestésico foi avaliado
segundo as normas da CEUA-FIOCRUZ. O monitoramento do efeito positivo do
anestésico foi realizado pela auséncia dos reflexos digital e caudal dos animais.

Os procedimentos efetuados apoés o sacrificio foram: perfusdo do sistema venoso
portal, (para coleta e quantificacdo dos vermes), retirada e pesagem do figado e baco.
Posteriormente, o figado foi seccionado em trés 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 figado foi congelado para contagem de ovos
(CHEEVER, 1970). Nos animais destinados a obtencdo de soro (estudo imunoldgico),
foi feita apenas a sangria total, por seccao do plexo axilar; e no grupo de animais
utilizados para obtencdo do SEA (GAZZINELLI et al., 1983) apenas o figado foi retirado.
Os camundongos mortos foram congelados e posteriormente recolhidos para serem

incinerados, conforme as normas de Biosseguranca.



BARROS, A. F. MATERIALS E METODOS 34

6.7 Estudo parasitologico

6.7.1 Coleta e quantificacdo dos vermes

Os camundongos foram perfundidos segundo a técnica de Duvall e De Witt
(1967), da seguinte maneira: foi feita, longitudinalmente, uma incisdo proxima aos
orgdos genitais, com o auxilio de pincas e tesouras cirurgicas, indo até a caixa toracica;
as visceras foram expostas e a veia porta seccionada. Foi introduzida uma agulha no
ventriculo esquerdo e injetada, através da artéria aorta, uma solugdo de perfusédo
composta de 8,59 Cloreto de Sodio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), mais 15g de Citrato
de Sddio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), completando-se com quantidade suficiente de
agua destilada para 1000mL. Os vermes recuperados foram, inicialmente,
acondicionados em célice de sedimentacado, posteriormente separados de acordo com

0 sexo e quantificados.

6.7.2 Contagem de ovos em amostras de figado

O numero total de ovos no figado foi obtido pela técnica de Cheever (1970),
conforme os seguintes procedimentos: (1) fragmentos de figado de cada camundongo
foram colocados em tubos de ensaio individualmente identificados, contendo 60mL de
solucdo de hidroxido de potassio a 4% (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) e acondicionados
em estufa de 37°C (Fanem LTDA, modelo 002CD) durante 3h; (2) Apos digestdo dos
fragmentos, obteve-se uma solucdo de onde foi retirada uma amostra de 1000uL que
foi distribuida em camara de contagem de “Sedgewick Rafter” (Graticules Limited,
modelo S50, Tonobridge, England). Nessa amostra foram contados 0s ovos
encontrados com o auxilio de um microscépio 6tico (LEICA, modelo Leitz Laborluxs,

Nussloch, Germany) com objetiva de 10x. A quantidade de ovos presentes nesses
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1000uL foi extrapolada para a quantidade total da solugédo (60mL), objetivando-se obter

0 numero de ovos no figado total.

6.8 Estudo morfologico

6.8.1 Estudo macroscépico

O figado e o bago dos camundongos, removidos e pesados, foram examinados
macroscopicamente. Os valores obtidos na pesagem serviram para o célculo da relacédo
percentual entre 0 peso corporal e os pesos do figado e baco, respectivamente nos
diversos grupos.

6.8.2 Estudo histopatologico

O fragmento de figado destinado ao estudo histolégico foi fixado em Bouin, com
tempo maximo de fixacdo de seis horas. Depois da fixacdo, as amostras de cada animal
foram lavadas varias vezes em etanol 70% para remocdo do &cido picrico. Essas
amostras foram colocadas, individualmente, em capsulas histologicas, identificadas e
desidratadas em cinco banhos de etanol de concentracdo crescente, na seguinte
ordem: etanol 70%, 80%, 90% e dois banhos de 100% (CAAL, Sao Paulo, SP), em um
processador automatico de tecidos. Em seguida, os fragmentos foram diafanizados em
dois banhos de xilol (CAAL, S&o Paulo, SP) e inseridos em dois de parafina histologica
a 60T, sendo, ao final, incluidos em parafina, em forma de blocos para microtomia. Os
blocos foram cortados com espessura de 5um em micrétomo 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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analise histopatoldgica; e pelo picrosirius vermelho (Aldrich Chemical Company, Inc),
para quantificagdo do tecido colageno (JUNQUEIRA; BIGNOLOS; BRENTANI, 1979) e

mensuracao dos granulomas esquistossomaticos.

6.9 Mensuracgéo do colageno hepético

6.9.1 Estudo bioquimico

Amostras de figado, obtidas do lobo maior, pesando entre 100 e 200mg, fixadas
em formol a 10%, foram usadas para determinagcdo do coldgeno como hidroxiprolina
(BERGMAN; LOXLEY, 1963), de acordo com os procedimentos que se seguem: (1)
hidrolise: os fragmentos de figado foram individualmente colocados em tubos de ensaio
contendo 5mL de &cido cloridrico (ISOFAR, Rio de Janeiro-RJ) a 6N e incubados a uma
temperatura de 110C em estufa, por 18 horas. Apds esse tempo, foram acrescentados
5mL de agua destilada as amostras digeridas e, em seguida, foram filtradas; (2)
neutralizacio: obteve-se 2mL de cada amostra filtrada, sendo adicionada a essa
aliqguota uma gota de fenolftaleina (3,3-bis (4-hydroxyphenyl)-1(3H)-isobenzofuranone) -
(SIGMA, St. Louis, MO, USA) a 1%; (3) a cada 2mL do filtrado, acrescentou-se 600uL
de solucdo de hidréxido de sédio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) a 10N; em seguida,
adicionou-se 400uL de acido cloridrico (ISOFAR, Rio de Janeiro, RJ) a 3N e ajustou-se
o volume final de cada amostra para 4mL; (4) coloracdo: 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
padrdo, as quais, a partir desse instante, acompanharam todas as etapas da técnica;
(5) de cada amostra neutralizada, obteve-se 200uL, acrescentou-se a cada uma
(inclusive ao padrdo) 400uL de alcool isopropanol (CAAL, Sdo Paulo, SP) e,
posteriormente, foram as mesmas oxidadas com 200uL de solucédo “A” [N-Chloro-p-

toluene-sulfonamide sodium solt, Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USA] + tampéao
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citrato acetato) por 4 minutos; (6) foram acrescentados, a cada amostra, 2,5mL da
solucdo “B” (reagente de Erlich [p-Dimethylamino-Benzaldehyde, Sigma Chemical, St.
Louis, Mo., USA] + acido perclérico a 60%) + alcool isopropanol (CAAL, Séao Paulo, SP).
(7) As amostras foram deixadas em banho-maria a 60°C, por 25 minutos; (8) Ao final,
foram esfriadas e lidas em espectrofotdbmetro automatico (Pharmacia, modelo Ultrospec
3000), em densidade Optica de 558nm. Os resultados da leitura foram corrigidos para
intensidade da infeccdo, dividindo-se a hidroxiprolina hepética total pelo ndmero de
ovos de S. mansoni no figado (CHEEVER et al., 1987).

6.9.2 Estudo morfométrico

Para esse estudo, dez campos microscopicos por animal foram obtidos
aleatoriamente, utilizando-se objetiva de 10x. Foram analisados cortes histolégicos 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 auxilio do Sistema de Processamento de Andlise de Imagem LEICA
QWIN, versao 2.6 MC (Leica Cambridge, Cambridge — England), composto de um
microcomputador com o programa de morfometria acima citado e de um microscopio
otico binocular, contendo uma camara de captura digital (LEICA JVC, modelo TK - C
1380, Pine Brook, NJ, USA). Para obtencédo do percentual de tecido fibroso, o tecido
colageno, corado pelo picrosirius em vermelho, foi marcado e quantificado com o auxilio
do programa Qwin, obtendo-se, também, a média percentual e erro padréo dos valores
mensurados.

Foi medido o didmetro dos granulomas que continham ovo ou vestigio de casca,
encontrados em 10 campos microscopicos aleatérios. Atribuindo-se aos granulomas
uma forma esférica, os raios obtidos a partir dos seus diametros foram aplicados a
formula para o calculo do volume da esfera, obtendo-se, assim, o volume dos

granulomas.
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V = Volume do granuloma
R = Raio da esfera
m=3,14

V=R3x T x 4/3

A densidade volumétrica foi deduzida a partir da mensuracdo da area de todos

0os granulomas que contiham casca ou vestigio de casca de ovo de S. mansoni,
encontrados nos campos microscopicos aleatérios. Essas areas foram marcadas e
mensuradas com o0 auxilio do programa. O resultado da soma dos valores
correspondentes a essas areas foi dividido pelo resultado da soma dos valores
correspondentes as areas totais dos campos aleatorios observados. O quociente dessa

operacao € a densidade de volume.

Vv = densidade volumétrica do granuloma

Vv = Area total dos granulomas

Area total dos compartimentos

Para se obter a densidade numérica, o0 numero de granulomas encontrados nos
campos microscopicos aleatérios foi somado e o resultado, juntamente com o valor da

densidade de volume, aplicados a formula de Weibel (1963).

UN LS Nn = densidade numérica dos granulomas
Nn=0,77xVN"™

0,77 = constante
Vy 2°

N = nimero de granulomas

Vv = densidade volumétrica dos granulomas
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6.10 Estudo imunolégico

6.10.1 Obtencao de antigeno soluvel de ovo (SEA)

O antigeno soluvel de ovo (SEA), obtido como descrito por Gazzinelli et al.
(1983), foi preparado no Laboratério de Imunopatologia e Biologia Molecular do
CPgAM/ FIOCRUZ. Para sua obtencdo, camundongos albinos Swiss foram infectados
por via percutdnea com aproximadamente 100 cercérias de S.mansoni, e perfundidos
para retirada dos vermes apés 60 dias de infeccdo. Os figados foram retirados,
fragmentados, embebidos em solugdo de salina a 1,7% por 24h a 4T e,
posteriormente, colocados em banho-maria por 2h, a 37C. Terminado esse tempo, 0s
figados passaram por um processo de trituracdo (em liquidificador comum) por 5 min e
a suspensao formada foi filtrada uma vez em malha de 180um e uma segunda vez em
malha de 130um. O material filtrado foi distribuido em calices de sedimentacdo e
decantado durante 2h. O sedimento, resultante da decantacéo, foi depositado em tubos
Falcon de 50mL, submetido a cinco centrifugacdes 200 x g (Centrifuga Beckman
Instruments, modelo TJ-6R) de 5min. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento ressuspendido em 10mL de salina a 1,7%. O sedimento foi
macerado manualmente com bastdo de vidro, na presenca de inibidor de protease
(EDTA 1mM em metanol, PMSF 1Mm), resfriado e ultrassonicado (Processador
Ultrasbnico 500 watts- Cole Parmen, modelo 501) com trés ciclos de 20 pulsos (sendo
cada pulso de 60s, a uma poténcia de 25w). ApOs essa etapa, o material foi
ultracentrifugado a 10* x g por 10 min a 4C e o sobrenadante submetido a nova
ultracentrifugacdo a 10° x g por 1h, a 4C (Ultracentrifuca Beckman Coulter, modelo
Optima LE-80K, Palo Alto, California). A técnica foi finalizada com a dialise do
sobrenadante, utilizando-se membrana de celulose com capacidade de reter proteinas
de peso molecular a partir de 12.000 kDa, para completa retirada dos sais presentes no

antigeno.
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6.10.2 Avaliacédo da pureza e integridade do antigeno

O antigeno protéico solavel de ovo (SEA) foi dosado através do método de
Bradford (1976), modificado por Read e Northcorte (1981). Para verificacdo do perfil
protéico, foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida a uma concentracdo de
12% sob condicGes desnaturantes na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS), que
€ um forte detergente anidnico, e de 2-mercaptoetanol, um agente redutor. Esta técnica
permite determinar 0 numero e o tamanho das subunidades de uma proteina

(LAEMMLLI, 1970). A coloragéo para proteinas foi feita pelo Comassie Blue.

6.10.3 Obtencédo do soro

O sangue foi coletado por seccdo do plexo axilardos camundongos, deixado a
temperatura ambiente até a sua completa coagulacdo e centrifugado (Centrifuga:
Beckman Instruments, modelo TJ-6R) a 300 x g, a 4C por 10min. O soro obtido para
determinacdo de niveis de isotipos de anticorpos antigeno-especificos foi aliquotado e
armazenado a -20C (OLIVEIRA et al., 2004). Todas as amostras foram processadas
no Laboratério de Imunopatologia e Biologia Molecular do Departamento de Imunologia
do CPgAM.

6.10.4 Determinacgéo do perfil isotipico das imunoglobulinas G e E

A quantificacdo da producdo das imunoglubulinas neste estudo foi realizada em
duplicatas, para conferir maior segurangca aos resultados obtidos. A reatividade das
imunoglobulinas G e E do plasma obtido dos camundongos contra o antigeno de ovo

(SEA) de S. mansoni. A analise da producdo 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 modificacdes, tendo sido executado o0s
seguintes procedimentos: (1) sensibilizacdo de placas (Nunc-Immuno Plates, MaxiSorp,
96 pocos, Nalge Nunc International Corporation) com os Ags-SEA na concentracédo de
3pg/mL, os quais foram diluidos em tamp&o carbonato-bicarbonato 0,05M pH 9,6,
distribuidos 100pL/pogo e incubados por 18h a 4T; (2) lavagem das placas por trés
vezes com Tampao 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,
50pL do soro foi diluido em PBS-BSA a 0,1% distribuidos em duplicata nas placas em
concentracdes de 1:200 para IgG1, 1gG2b ; 1:20 para IgG2a , IgG3 e 1:5 para IgE. As
placas foram, em seguida, incubadas por 18h a 4C. Nova lavagem das placas por trés
vezes, com PBS/Tw a 0,05%; (6) Para deteccdo dos isotipos: incubacdo de 50uL de
anticorpos biotinilados anti 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 e IgE na concentragdo de 0,5
mg/mL (Pharmingen, San Jose, CA), obtidos de camundongos, em PBS/BSA (0,1%)
durante 1h, a temperatura ambiente. Apos incubagédo, foram feitas mais cinco lavagens
com PBS-Tw a 0,05% e adicionado as placas (100uL/po¢o) o conjugado enzimatico
diluido 1:3000 (estreptoavidina marcada com peroxidase — Sigma Chemical, St. Louis,
Mo., USA) em PBS-Tw contendo BSA 0,1 %. Posteriormente, as placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 1h. Mais cinco lavagens foram realizadas com
PBS-Tw a 0,05%. A reacdao foi revelada pela adi¢cdo do substrato contendo perdxido de
hidrogénio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) e o cromogeno ABTS [(2,2'-azinobis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)], Sigma Chemical, St. (Louis, Mo, USA)] ambos
dissolvidos em tampéo citrato 0,1M e fosfato de sodio 0,2M pH= 5,5. A reacao, foi
entdo, bloqueada com 100uL/poco de acido citrico 0,1M (VETEC, Rio de Janeiro, RJ).
A leitura dos resultados foi realizada pela mensuracdo da densidade 6ptica a 405nm,
em um leitor de ELISA automético (Biorad Laboratories, modelo 3550), com a utilizacao

do programa Microplate verséo 5.1.
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6.11 Andlise estatistica

Foi realizada uma andlise descritiva para expor os resultados obtidos. A
apresentacdo das variaveis mensuradas foi feita através de tabelas ou graficos
incluindo, também, o uso de algumas medidas descritivas, tais como minimo, maximo,
média e desvio padrdo. Para andlise comparativa das varidveis quantitativas, foram
aplicados o teste “t” - de Student, o teste de Mann - Whitney ou a Analise de Variancia
(ANOVA). Para testar os contrastes, foi usado o teste de Levene para verificar a
suposicdo de homogeneidade das variancias; quando esta foi verificada, utilizou-se o
teste de Tukey e quando ndo, o teste de Tamhane. Para analise das variaveis
gualitativas, foi aplicado o teste do Qui-quadrado. Todas as conclusdes foram tomadas
ao nivel de significancia de 5%, utilizando os softwares Excel 2000 (Microsoftwares
2000 - USA) e 0 SPSS 8.0.
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7 Resultados

7.1 Estado nutricional

Pela analise das curvas ponderais (Figura 1), foi observado paralelismo entre os
grupos desnutrido infectado (DI) e desnutrido ndo infectado (DNI), desde o inicio do
experimento, tornando-se essas curvas sobrepostas a partir da décima quarta semana
até a data do sacrificio dos animais. O mesmo ocorreu entre 0S grupos eutrofico
infectado (El) e eutrofico ndo infectado (ENI), nos quais se observou paralelismo
discreto das curvas nas trés primeiras semanas e sobreposicdo a partir da quarta
semana, até o final do experimento. Os animais do grupo eutrofico infectado
apresentaram curva ponderal discretamente inferior & dos eutroficos nédo infectados, o
mesmo fato aconteceu entre os grupos desnutrido infectado e n&o infectado, ndo sendo
encontrada diferenca eastaistica significativa entre eles. No entanto, o grupo DI, quando
comparado com o grupo El, apresentou, durante todo o experimento, desenvolvimento
ponderal nitidamente divergente, com valores sempre inferiores e estatisticamente
significativos, 0 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 entréficos, infectados ou néo
pelo Schistosoma mansoni. (p< 0, 001)
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7. 2 Estudo parasitolégico

7.2.1 NUmero de parasitos

A Figura 2 apresenta o numero médio de vermes recolhidos do sistema porto-
mesentérico de camundongos dos grupos desnutrido infectado e eutréfico infectado.
Verificou-se que a carga parasitaria do grupo eutréfico foi mais elevada do que a do

grupo desnutrido, com diferenca estatisticamente significativa (p = 0,01).
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Figura 2 - NUmero de pares de vermes adultos de S. mansoni coletados em camundongos C57BL/6
desnutridos ou eutréficos infectados. Os resultados sao apresentados como média + desvio padréo.
* —_

p =0,01.

7.2.2 Quantidade de ovos no figado

A Figura 3 mostra a quantidade média de ovos de S. mansoni encontrada no
figado total dos camundongos infectados. No grupo eutrofico, a quantidade de ovos foi
relativamente mais elevada do que a do grupo desnutrido, porém estes resultados nédo

apresentaram diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 3 — NUumero de ovos encontrados no figado total de camundongos C57BL/6 desnutridos ou
eutréficos, infectados com S. mansoni. Os resultados sédo apresentados como média + desvio padrao.

7.3 Mortalidade proporcional

Durante todo o experimento, a mortalidade espontanea foi mais elevada nos
grupos desnutridos em relacdo aos grupos eutroficos. As taxas de mortalidade
espontanea foram de 37,6% para o grupo desnutrido infectado, 18,3% para 0 grupo
desnutrido nédo infectado, 26,7% para o grupo eutrofico infectado, e 5,5% para 0 grupo
eutréfico ndo infectado (Figura 4). O percentual de mortalidade diferiu significantemente
entre os grupos (p < 0,05).
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]
37,6%
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Figura 4 — Percentual de mortalidade espontanea observada entre camundongos C57BL/6 desnutridos
ou eutrdéficos, infectados ou ndo com S. mansoni. El = eutrdéfico infectado; DI = desnutrido infectado; ENI
= eutrdéfico ndo infectado; DNI = desnutrido néo infectado. (p < 0,05).

7.4 Estudo morfologico

7.4.1 Dados macroscopicos

A relagcdo percentual entre 0 peso do figado e do baco e o peso corporal dos
animais dos grupos desnutridos (DI e DNI) e dos grupos eutréficos (ElI e ENI), estao
representados na Figura 5. Verificou-se que o grupo eutrofico infectado apresentou
valores significativamente mais elevados, em relacdo ao figado, quando comparado
com o grupo eutréfico ndo infectado (p<0, 001), o mesmo acontecendo com 0S grupos
desnutridos (p<0,05). O grupo desnutrido infectado apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo eutréfico infectado (p<0,05). Os
grupos eutrofico ndo infectado e desnutrido ndo infectado ndo diferiram entre si.
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Figura 5 — Relacdo percentual entre o peso corporal e os pesos do figado e do bago, respectivamente
nos diversos grupos experimentais, em camundongos C57BL/6 desnutridos ou eutréficos, infectados ou
ndo com S. mansoni. Os resultados sdo mostrados como média + desvio padrdo. El = eutréfico

infectado;DI = desnutrido infectado; ENI = eutréfico nao infectado; DNI = desnutrido nao infectado.
* p< 0,05 e *** p < 0,001

4.2 Estudo histopatoldgico

O estudo histopatoldgico, no grupo de camundongos eutréficos, revelou auséncia
de alteracdes degenerativas nas células do parénquima hepatico. As lesbes
encontradas eram ora de carater moderado, ora intenso, sendo representadas por
infiltracdo de células mononucleares e alguns linfécitos nos espacos-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 predominancia
colagena, as vezes exibindo componente exsudativo, particularmente eosindfilos.

Presenca de pigmento pardo-amarelado, grumoso, sobretudo nos espacos-porta
mais calibrosos (pigmento esquistossomotico). Esses granulomas eram isolados e
distribuidos de modo nédo sistematizado no parénquima. Nos casos de infecgcdo mais
intensa, apresentavam-se em coalescéncia, formando extensos conglomerados. Em
guatro dos dez camundongos do grupo eutréfico infectado (40%) foram detectados

espacos-porta com intensa deposi¢cado de ovos, vascularizacdo aumentada, acentuada
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hiperplasia de ductos biliferos e infiltracdo inflamatdria crénica, caracterizando o

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

Figura 6 - Fibrose hepética periportal em camundongo eutréfico com 150 dias de infeccdo pelo S. mansoni.
A seta indica a extensa area de fibrose com restos de estruturas granulomatosas, neo-vascularizagédo e
infiltracdo inflamatéria crénica (Picrosirius vermelho - 100x).

Figura 7 — Fibrose hepatica periportal em camundongo eutréfico com 150 dias de infeccédo pelo S.
mansoni. A seta indica aumento do tecido conjuntivo portal com restos de estruturas granulomatosas
periovulares, infiltragdo inflamatéria crénica, hiperplasia de ductos biliferos e neoformacéo vascular
(Hematoxilina eosina - 200x).
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No grupo de camundongos desnutridos, a infeccdo era de intensidade variavel e
0 parénquima hepatico apresentava, em alguns animais, esteatose do tipo periportal.
Os granulomas eram menores do que no grupo dos camundongos eutréficos,
distribuiam-se esparsamente pelo parénquima, as vezes formando conglomerados, mas
em nenhum dos animais foram detectadas imagens sugestivas de fibrose periportal.
Abundante pigmento de coloracdo pardo amarelada e aspecto grumoso (pigmento
esquistossomatico) era visto nos espacos-porta e nos sinusoides hepaticos, sobretudo
nos animais com maior quantidade de granulomas periovulares. Nesse grupo, muitos
granulomas encontravam-se, ainda, em fase exsudativa, com presenca de numerosos
polimorfonucleares eosinofilos e neutrofilos (Figuras 8, 9, 10, 11,12 e 13).
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Figura 8 — Secgédo de figado de camundongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infecgdo pelo S. mansoni. As
setas mostram a presenca de granulomas periovulares isolados e esparsos, em parénquima hepético de aspecto
normal (Picrosirius vermelho - 100x).
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Figura 9 — Secc¢éo de figado de camunadongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infecgdo. A seta indica
persisténcia de intensa reacao eosinofilica na fase crénica, em torno de ovo de S. mansoni em degeneracéo
(Hematoxilina eosina - 400Xx).

Figura 10 — Secgéo de figado de camundongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infec¢@o. As
setas indicam granulomas com grande numero de eosindfilos, alguns macrofagos e varios
gigantdcitos em formagéo, em torno de resto de ovo de S. mansoni invadido por células inflamatérias
(Hematoxilina eosina - 400x).
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Figura 11 — Secgéo de figado de camundongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infecgdo. A seta indica
presenca de eosindfilos e macréfagos circundando ovo de S. mansoni em degeneracdo. Auséncia de
deposicao colagena (Hematoxilina eosina - 400x).

Figura 12 — Secc¢éo de figado de camundongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infecgdo. As setas
mostram granuloma ainda em fase exsudativa, em torno de ovo de S. mansoni em degeneragao.
Parénquima com metamorfose gordurosa (esteatose) de localizagcdo periportal (Hematoxilina eosina -
200x).
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Figura 13 — Secgéo de figado de camundongo C57BL/6 desnutrido com 150 dias de infec¢é@o. As setas
indicam conglomerados de granulomas periovulares pequenos, de aspecto produtivo, simulando placa de
fibrose em parénquima hepatico com atrofia hepatocitaria (Hematoxilina eosina - 100x).

7.5 Mensuragédo do colageno hepético

7.5.1 Quantificag@o bioquimica

A quantidade média de colageno hepético encontrada no grupo desnutrido
infectado, mensurado como hidroxiprolina, foi semelhante a do grupo -eutréfico

infectado, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa (Figura 14).
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Figura 14 — Quantificacdo do colageno (hidroxiprolina) em camundongos C57BL/6, desnutridos ou
eutréficos, infectados com S. mansoni. Os resultados sdo mostrados como média + desvio padréo.

7.5.2 Quantificagdo 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 andlise morfométrica computadorizada semi-automaética,

realizada nos grupos infectados desnutrido e eutrofico.

Tabela 2: Anélise morfométrica do tecido hepatico

Grupos N° de % Fibrose Volume dos granulomas Densidade Densidade
experimentais  animais X + EPM X+ EPM Volumétrica Numérica
X + EPM X + EPM
Desnutrido 10 7,99 + 1,44 3,22x10°+557x10°  0,01422 + 0,004  108,8 + 45,574
Infectado
Eutroéfico 10 8,61+ 1,15 3,31x 10° +4,7X 10° 0,05954 + 0,034 164,76 + 97,092
Infectado

"X = média EPM = Erro pado
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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 eutréfico 8,61 + 1,15. O grupo desnutrido infectado revelou
um menor teor de tecido fibroso em relacdo ao grupo eutréfico infectado, mas nao foi

encontrada diferenga significativa entre esses grupos.

Volume dos granulomas (V)

O volume médio dos granulomas periovulares foi discretamente mais elevado no
grupo eutréfico infectado 3,31 x 10° + 4,57 x 10° em comparacdo ao desnutrido

infectado 3,22 x 10° + 5,57 x 10® mas essa diferenca n&o foi significativa.

Densidade volumétrica dos granulomas (Vv)

O grupo eutréfico infectado apresentou densidade de volume aproximadamente
guatro vezes maior 0,05954 + 0,034, em relagao ao grupo desnutrido infectado 0,01422

+ 0,004, embora néo tenha havido diferenca significativa.

Densidade numérica dos granulomas (Nn)

A densidade numérica revelou discreta diferenca entre o grupo desnutrido
infectado 108,8 + 45,574 e o grupo eutrdfico infectado 164,76 + 97,092 embora néo
tenha sido encontrada diferenca estatisticamente significativa.
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6.6 Estudo imunoldgico
6.6.1 Avaliacdo do perfil protéico do antigeno (SEA)

A Figura 15 mostra a avaliacao do perfil protéico e da integridade das proteinas
do antigeno soluvel ovular (SEA). Verificou-se que o perfil protéico do SEA apresentou
proteinas de varios pesos moleculares, variando de 14,4 kDa a 94 kDa, conforme
ilustracao abaixo:

PM 5 10 15 20(ug)
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Figura 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) das proteinas do antigeno sollvel de ovo (SEA)
corado pelo Coomassie blue. O SEA foi utilizado em quantidades de 5, 10,15 e 20(1g.
PM = peso molecular

6.6.2 Producéo das imunoglobulinas G e E

A Figura 16 ilustra a producdo de cada isotipo de imunoglobulina estudado. As
imunoglobulinas 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 e IgE, no grupo eutréfico infectado,
apresentaram maiores titulos séricos quando comparadas ao grupo desnutrido
infectado, com diferenca estatisticamente significativa para IgGl, 1gG2b, 1gG3, IgE
(p<0,001) e IgG2a (p<0,005).
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Figural6é — Niveis de anticorpos anti-SEA (antigeno sollvel de ovo) determinados por ELISA, em soros
de camundongos C57BL/6 desnutridos ou eutréficos, infectados com S. mansoni. Os animais desnutridos
formaram anticorpos contra o SEA em niveis menores do que os animais eutréficos.

**p < 0,005 e ***p<0,001
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8 DISCUSSAO

Publicagcbes a respeito do comportamento do sistema imunolégico em
hospedeiro humanos e experimentais, infectados com S. mansoni, baseiam-se,
geralmente, no que ocorre em pacientes ou modelos experimentais eutroficos, ndo
levando em conta o papel do estado nutricional. Por isso este trabalho, associando os
fatores infeccdo esquistossomdética e desnutricdo, teve como objetivo geral reproduzir
situacdo comum em regides endémicas do Brasil e de outros paises, huma abordagem
mais realistica sobre o binbmio nutricdo / infeccdo frequentemente encontrado nessas
regides.

A presente investigacdo permite discutir os aspectos que se seguem, em relacao

as condi¢cdes sob as quais 0s experimentos se desenvolveram.

8.1 Estado nutricional

Quanto ao modelo usado para induzir desnutricdo cal6rico-protéica, pode-se
dizer que a Dieta Béasica Regional (DBR) desempenhou eficientemente seu papel, ao
reproduzir, nos camundongos do grupo desnutrido, um quadro de desnutricdo do tipo
marasmatico, 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 clinico, normal. Camundongos
desnutridos, porém, apresentaram ericamento de pélos e debilidade corporal,
comprovando os efeitos agravantes da desnutricdo em relacdo a parasitose. Além disto,
as curvas ponderais observadas entre o grupo desnutrido e o eutrofico (com ou sem
infeccdo), foram nitidamente divergentes e estatisticamente significativas, comprovando

gue o estado nutricional do hospedeiro, guardou relagdo com o tipo de dieta consumida
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e ndo com a infecg¢do, confirmando, também, achados anteriores (COUTINHO et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2004).

8.2 Estudo parasitologico

A significante reducdo no numero de parasitos obtidos dos animais desnutridos
foi, provavelmente, ocasionada pela influéncia do estado nutricional do hospedeiro
(MAGALHAES et al., 1986). Sabe-se, também, que exemplares de S. mansoni,
recuperados de camundongos desnutridos apresentam baixa fecundidade e evidentes
alterac6es em suas estruturas interna e externa. Isso ocorre, provavelmente, porque 0s
nutrientes essenciais disponiveis no meio interno do hospedeiro ndo séo 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
eutroficos, comprova a influéncia positiva da dieta balanceada consumida por esses
animais (COUTO et al., 2007).

A falta de significancia estatistica encontrada entre os grupos infectados
desnutrido e eutréfico em relacdo a quantidade de ovos no figado total, corrobora
achados da literatura (ANDRADE; SOUZA; SANTOS, 2000; SILVA et al., 2004). No
entanto, ha referéncia a uma discreta reducdo na quantidade absoluta de ovos no grupo
desnutrido, talvez decorrente de um retardo na oviposi¢do dos parasitos, influenciado
pelo estado de desnutricdo do hospedeiro (COUTO et al., 2002; FERREIRA et al.,
1993, 1998; TSHIKUKA et al., 1997).

8.3 Mortalidade proporcional

A mortalidade espontanea mais elevada encontrada nos camundongos dos

grupos desnutridos pode ser atribuida a caréncia protéica desses animais
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(MAGALHAES et al., 1986). Do mesmo modo, a menor taxa de mortalidade observada
nos grupos eutrdficos, certamente guardou relacdo com a ingestdo da dieta
balanceada, que ofereceu teor adequado de proteina e outros nutrientes necessarios a
defesa, desenvolvimento e sobrevivéncia dos camundongos. A maior taxa de
mortalidade dos animais desnutridos infectados em relagdo aos desnutridos sem
infeccdo indica que a ma nutricdo associada a esquistossomose mansodnica agravou o
estado clinico daqueles hospedeiros, confirmando achados de outros autores (COUTO
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2004). As condi¢cdes ambientais de temperatura, umidade
e luminosidade, certamente nao tiveram influéncia sobre a mortalidade espontanea dos
camundongos, ja que se mantiveram, durante todo o experimento, dentro dos padrdes

recomendados.

8.4 Estudo morfologico

8.4.1 Macroscopia

As alteracdes dos pesos do figado e baco em relacdo ao peso corporal estédo
relacionadas com o desenvolvimento do quadro caracteristico da fase avancada da
esquistossomose mansobnica (hepatoesplenomegalia), tanto nos camundongos
desnutridos como nos eutréficos confirmando os achados de Coutinho et al. (2003,
2007) e Coutinho (2004).

A hepatomegalia guardou relacdo com a infeccdo pelo S. mansoni e também
com a ingestdao protéica. O aumento das reservas protéicas e a presenca dos
granulomas e seus constituintes, explicam o maior aumento ponderal verificado no
grupo eutrofico infectado. A esplenomegalia estd mais intimamente relacionada com a
infeccdo esquistossomotica, em decorréncia da congestdo passiva crbnica e da
hiperplasia das células do sistema fagocitico-mononuclear do bago (COUTINHO et al.,
2003; MAGALHAES-FILHO; COUTINHO, 1961).
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8.4.2 Histopatologia

A histopatologia revelou algumas diferencas entre as lesdes hepaticas
esquistossomoticas dos grupos infectados eutréfico e desnutrido. Camundongos
eutroficos desenvolveram granulomas maiores e deposicdo de tecido fibroso mais
precocemente do que camundongos desnutridos. A fibrose periportal, todavia, nédo foi
evidenciada em nenhum dos animais desnutridos, confirmando achados ja descritos na
literatura (COUTINHO et al., 1997, 2003, 2007; COUTINHO, 2004). Fibrose hepéatica
periportal foi detectada em 40% dos camundongos eutroficos, achados estes de acordo
com outros autores, que referem que 30 a 50% dos camundongos esquistossomaéticos
cronicos “inbred” e “outbred” desenvolvem essa lesédo (ANDRADE, 1987; ANDRADE;
CHEEVER, 1993; WARREN, 1966). O desenvolvimento da fibrose periportal hepatica
ainda € um assunto bastante complexo, e parecendo ter origem multifatorial
(ANDRADE, 2005), uma vez que a literatura demonstra que, além das elevadas cargas
parasitarias (CHEEVER, 1968; COURA; CONCEICAO, 1981), outros fatores como
genética do hospedeiro, sexo, idade e resposta imune podem estar envolvidos no
desenvolvimento dessa lesdo (SILVA et al., 2004).

No presente trabalho, a avaliacdo histopatoldgica da reacdo granulomatosa
mostrou que camundongos infectados e desnutridos desenvolveram granulomas
pequenos e esparsamente distribuidos no parénquima hepatico, formando, as vezes,
conglomerados (COUTO et al.,, 2007; OLIVEIRA et al., 2004). Os granulomas dos
camundongos eutréficos eram maiores e apresentaram-se ora dispersos, ora
agrupados nos espacos—porta e/ou no parénquima hepético, configurando o quadro
anatomo-patologico 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 lesdes granulomatosas de animais tanto
desnutridos como eutroficos, ja se acha registrada na literatura, em camundongos de
varias linhagens (CHIARAMONTE et al., 2001; COUTO et al., 2007; RUMBLEY et al.,

1999). Embora essas células sejam proeminentes nos granulomas esquistossomaoticos,
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geradas pelos estimulos de citocinas do tipo Th2 aos ovos do parasito (ABATH et al.,
2006; Mc CORMICK et al.,, 1996), ndo se sabe qual o seu exato papel na
imunopatologia da esquistossomose mansonica (RUMBLEY et al., 1999). Sabe-se,
apenas, que os eosinofilos sdo capazes de destruir os parasitos de S. mansoni em
presenca de anticorpos especificos, através da citotoxidade dependente de anticorpo
(ADCC), e que participam na destruicAo dos ovos depositados nos tecidos do
hospedeiro (JAMES; COLLEY, 1976).

A esteatose do tipo periportal, encontrada no grupo alimentado com dieta
hipoprotéica, guardou relagdo com a desnutricdo (COUTO et al., 2007; JACOBS;
WOOD, 2004).

8.5 Estudo biquimico e morfométrico do colageno hep atico

A menor deposicdo de colageno, observada no grupo desnutrido, através da
analise histopatologica, foi, provavelmente, influenciada pelo estado nutricional dos
animais (COUTINHO et al., 1997, 2003, 2007; COUTO et al., 2007). A inflamacgao
granulomatosa resultante da infeccdo pelo S. mansoni, com subsequente formacéao de
tecido fibroso, varia, consideravelmente, de individuo para individuo. Essas alteracdes
ocorrem no modelo murino, onde se verifica que infecgdes com cargas parasitarias
semelhantes, em diferentes linhagens de camundongos, podem provocar doencas de
intensidades diferentes (CARVALHO, 2004). A morfometria, apesar de ser apontada na
literatura como a técnica mais sensivel (BARBOSA JR, 2001), ndo evidenciou diferenca
estatistica quanto ao percentual de tecido fibroso hepatico, volume dos granulomas,
densidade volumétrica e numérica, entre os grupos infectados desnutrido ou eutrofico.
O percentual de tecido fibroso hepatico, mensurado bioquimicamente através da
hidroxiprolina, também néo revelou diferengas entre os grupos. Possivelmente, a cepa
do parasito e a linhagem dos camundongos utilizadas no presente trabalho, explicam
essa equivaléncia 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 imunolégico

A elevada producéo de imunoglobulinas observada nos camundongos infectados
eutréficos e desnutridos € semelhante ao que tem sido encontrado em resultados
pacientes esquistossomoticos (BOCTOR; PETER, 1990; BUTTERWORTH et al., 1988;
CAPRON; CAPRON, 1992; VENDRAME et al., 2001). A deteccao de IgG nos espacos
de Disse, obtida pela primeira vez em bidpsias hepéticas de pacientes infectados pelo
S. mansoni por Grimaud; Borojevic; Badrawy (1977), sugere que a presenca desses
anticorpos proximos aos espacgos periportais revela uma possivel participacdo da
resposta imune humoral na génese de certas alteracbes da morfologia hepética
resultantes da infeccdo esquistossomoética. Esses complexos imunes foram
evidenciados tanto na fase aguda quanto na fase cronica da infeccdo, tendo sido
possivel estabelecer uma correlacdo quantitativa entre infeccdo cronica e niveis dos
mesmos (SANTORO et al.,1980). Embora essa correlacdo 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 indices desses complexos (GHANEM et al.,1987).

Em relagéo 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 producdo nos niveis de
imunoglobulina IgG1 tanto no grupo eutrofico quanto no desnutrido, confirmando que o
nivel elevado desse anticorpo é tipico das infec¢des esquistossomaéticas cronicas, 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 niveis séricos de IgGl, mais elevados nos animais infectados eutroficos,
assemelham-se aos descritos por Oliveira et al. (2004), em trabalho realizado com
camundongos “outbred” desnutridos e eutroficos. Silva et al. (2004) sugerem que 0sS
altos niveis de 1IgG1 estéo relacionados com a fase cronica da infecgdo e também com
a sintese de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13), as quais estimulam a
producdo de anticorpos (ABBAS; MURPHY; SHER, 1996; BOOM; LIANI; ABBAS,
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1998). Experimentos realizados por Silva (2008) evidenciaram niveis elevados e
estatisticamente significativos de IL-13, em camundongos eutréficos C57BL/6 quando
comparados aos desnutridos na fase cronica da infeccdo pelo S. mansoni. E provavel
gue os niveis elevados de IgG1l encontrados no presente trabalho, em camundongos
eutréficos da mesma cepa, estejam relacionados com elevada producédo de IL-13, ndo
parecendo guardar relagdo com a intensidade da infeccao (SILVA et al., 2004).

No presente trabalho os niveis séricos de IgE estavam significativamente baixos
nos grupos infectados eutrofico e desnutrido, com menores titulos para este ultimo.
Vale destacar que esse achado em relagdo a camundongos C57BL/6 desnutridos,
ainda n&do se acha registrado na literatura. E sabido que o aumento dos niveis de IgE
também esta relacionado com citocinas do tipo Th2, principalmente, IL-4 e IL-13, que
promovem a sintese dessa imunoglobulina (SILVA et al.,, 2004). Essa resposta Th2
ocorre concomitantemente com a producdo de ovos pelos vermes, sugerindo assim
uma ligacdo entre a postura dos ovos e esse tipo de resposta (PEARCE et al., 2002).
Os baixos niveis de IgE encontrados no grupo desnutrido, provavelmente, também
guardam relacdo com a baixa concentracdo de IL-13 referida por Silva (2008) em
camundongos também desnutridos.

Segundo El Redi; Ozaki; Kamiya. (1998) e Sher et al. (1983), na infeccao
primaria de camundongos infectados com S. mansoni, a IgE s6 € detectada apos a
maturacado, acasalamento e postura de ovos pelos parasitos. Em tentativa de elevar o
nivel da IgE policlonal especifica para esquistossomo no inicio e durante o periodo pré-
patente da infeccdo, El Redi et al. (2001) demonstraram que 0s niveis de dessa
imunoglobulina nédo influenciaram os resultados na primo infeccdo murina pelo S.
mansoni. Esses achados demonstram que a IgE parece ndo ser essencial nem
prejudicial no primeiro contato do camundongo com o parasito. Nos camundongos
reinfectados, a hipotese de que IgE confira protecdo ainda precisa ser investigada (El
REDI et al., 2001). Todavia, publicacbes sugerem que ela pode ter relevancia na
protecdo de individuos 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 niveis das imunoglobulinas IgG2a e 1gG2b foram os mais baixos dentre 0s
isotipos da classe G. Esses baixos niveis, talvez sejam explicados pelo fato de ser
atribuida a fase aguda da doenca a maior producdo desses anticorpos. Esses baixos
indices também séo referidos por Capron; Rousseaux; Mazingue (1978) e Hoffman;
Cheever; Wynn (2000).

A 1gG3 também apresentou altos niveis de produgdo. Dados semelhantes foram
encontrados em camundongos “outbred” (OLIVEIRA et al., 2004) e descritos em
individuos expostos uma unica vez ao antigeno, como também, em residentes de areas
endémicas (SATTI et al., 1996). Os dados apresentados na literatura sugerem que a
elevada producdo de IgG3 é independente da idade e da intensidade da infeccéo
(NAUS et al., 1999) e que esse isotipo parece estar presente tanto na fase aguda
guanto na fase crbénica da doenca (ISKANDER; AALBERSE, 1981; SHAHEEN et al.,
1996).

A menor quantidade de imunoglobulinas observada no grupo desnutrido
infectado em relacdo ao eutrdfico infectado pode ser atribuida aos efeitos da
desnutricdo. A diferenca nos niveis de producdo das imunoglobulinas IgG1, 1gG2a,
IgG2b, 1gG3 e IgE, mais elevados e estatisticamente significativos para o0s
camundongos do grupo eutréfico, respalda essa conclusdo. A reducao dos niveis dos
anticorpos 1gG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3 em camundongos desnutridos ja havia sido
observados por Oliveira et al. (2004), em animais “outbred”.

Como base nos achados da presente investigacdo, pode-se concluir que
camundongos isogénicos infectados pelo S. mansoni e desnutridos, apresentam
resposta imune humoral com 0s mesmos isotipos encontrados em camundongo
eutroficos, porém com niveis significantemente inferiores. Esse perfil quantitativamente
diferenciado, detectado entre camundongos desnutridos e eutrdficos reflete,
provavelmente, a caréncia protéica cronica, resultante da deficiéncia nutricional a que

esses animais foram submetidos.
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9 CONCLUSOES

1- Camundongos isogénicos C57BL/6 desnutridos e infectados com Schistosoma
mansoni desenvolvem resposta imune humoral com producdo dos mesmos isotipos de
imunoglobulinas (1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3 e IgE) encontrados em camundongos
eutroficos, porém com titulos significantemente inferiores, o que, provavelmente, reflete

os efeitos da caréncia protéica cronica a que foram submetidos.

2- A diferenca significativa verificada entre as curvas ponderais dos grupos desnutridos
ou eutrdficos guardou relacdo com o tipo de dieta consumida pelos camundongos, ndo

tendo sido observada influéncia notdria da infec¢céo pelo S. mansoni sobre as mesmas.

3- Camundongos desnutridos desenvolveram menor carga parasitaria, provavelmente

em consequéncia do estado de ma-nutricdo dos animais.

4 - A equivaléncia de percentual de tecido fibroso encontrada entre o grupo infectado
desnutrido e o eutréfico, ao contrario do que se acha registrado na literatura, pode ser
explicado pela utilizacdo de cepa parasitéria e linhagem de camundongo diferentes das

utilizadas em outras publicagdes.

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

também pode ser atribuida a caréncia protéica cronica dos camundongos.
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RESUMO

Esquistossomose mansonica e desnutricdo sdo importantes problemas de saude
publica no Brasil e em outros paises do mundo. Embora a ma nutricdo associada a
esquistossomose venha sendo estudada, a literatura € 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
hepatica em camundongos C57BL/6 desnutridos e infectados pelo S. mansoni,
comparando-os com camundongos eutroficos submetidos & mesma infeccdo. Foram
estudadas, também, a morfologia hepatica, a carga parasitaria (parasitos e ovos) e a
producéo de tecido fibroso hepatico. A histopatologia revelou granulomas pequenos e
esparsos no parénquima hepatico, com auséncia de fibrose periportal no grupo
desnutrido. Camundongos eutréficos apresentaram nao sé granulomas maiores, como
também desenvolveram fibrose hepatica periportal (40%). No grupo eutréfico, o peso
médio do figado foi maior, resultado este atribuido ao teor protéico do figado desses
animais, associado a inflamacédo granulomatosa provocada pela esquistossomose. A
esplenomegalia foi relacionada a infecgcdo. O grupo desnutrido apresentou menor
quantidade de parasitos que o eutréfico. As curvas ponderais dos grupos desnutridos
foram inferiores e estatisticamente significativas em comparagcdo com 0S grupos
eutrdficos, guardando relacdo, sobretudo, com o tipo de dieta consumida. Quanto a
producéo de tecido fibroso no figado, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos desnutrido e eutrofico. Os niveis das imunoglobulinas 1gG1, IgG2a,
IgG2b, 1gG3 e IgE detectados no grupo desnutrido foram significativamente menores,
guando comparados aos do grupo eutrdfico, evidenciando os efeitos negativos da
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deficiéncia protéica cronica sobre a capacidade de formacdo de anticorpos pelo
organismo do hospedeiro desnutrido.

Palavras-chaves: Esquistossomose mansonica, Desnutricdo, Imunoglobulinas e
Patologia hepética.

INTRODUCAO

A esquistossomose mansoOnica destaca-se, mundialmente, como uma das
parasitoses mais importantes, em virtude da severidade com que suas complexas
formas clinicas acometem o hospedeiro na fase cronica da infec¢do. Essa doenca gera
um grande problema de saude publica (MOREL, 2000).

Vérios sdo os co-fatores que podem estar envolvidos no desenvolvimento das
formas clinicas da esquistossomose mansénica. Dentre eles, podemos citar carga
parasitaria, idade do hospedeiro, co-infeccdes, reinfeccbes 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, tém ressaltado a importdncia da ma-nutricdo do
hospedeiro, ao demonstrarem que camundongos desnutridos infectados pelo
Schistossoma mansoni apresentam caracteristicas histolégicas e fisiopatoldgicas
diferentes de camundongos eutroficos, submetidos as mesmas condicoes.

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 serd estudar a resposta imune humoral, como também a morfologia
hepética na fase cronica da doenca, a carga parasitaria (Quantidade de parasitos e de
ovos) e 0 estado nutricional dos animais. O estudo da resposta imune humoral, na fase
cronica da esquistossomose em hospedeiros desnutridos, é importante para
estabelecimento de futuras estratégias relacionadas ao diagnostico e tratamento dessa

parasitose em populagdes carentes de areas endémicas.
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METODOLOGIA

Animais

Camundongos machos, isogénicos 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 Magalhdes - CPgAM),
sob condi¢des padronizadas de temperatura e luminosidade e umidade. A utilizacao
desses animais no presente trabalho foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-FIOCRUZ), sob licenca n°L 0028/07.

Infeccao

Os camundongos foram infectados individualmente com 30 cercarias de S.
mansoni (cepa LE - Belo Horizonte), oriundas de moluscos Biomphalaria glabrata
criados no Laboratorio de Malacologia do CPgAM - FIOCRUZ. A infeccao foi realizada

por via percutanea 30 dias ap0s a administracdo das dietas

Grupos experimentais

Foram formados os seguintes grupos de camundongos: desnutrido infectado
(n=35), eutrofico infectado (n=35), desnutrido ndo infectado (n=15) e eutrofico ndo
infectado (n=15).

Os animais dos grupos infectados foram utilizados da seguinte forma:
camundongos desnutridos (n =25) e camundongos eutroficos (n=25), usados para
estudo imunoldgico. Os infectados restantes, desnutridos (n=10) e eutréficos (n=10),
foram utilizados nos estudos parasitologico, bioquimico, morfométrico, histolégico e
nutricional. Os grupos desnutrido (n=15) e eutréfico (n=15), ambos n&o infectados,
foram utilizados apenas como controles para os estudos imunologico, morfolégico
macroscoépico e avaliacdo do estado nutricional.

Vinte semanas apos a infecgéo, todos os camundongos do projeto, destinados
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aos estudos parasitologico, morfolégico, bioquimico, morfométrico e imunoldgico, foram
anestesiados por via intraperitoneal com Ketamina (115 mg/Kg) associada a Xilasina
(10mg/Kg), antes do sacrificio.

Dieta

A desnutricdo foi induzida pela administracdo da dieta béasica regional (DBR)
essencialmente hipoprotéica, contendo aproximadamente 7% de proteina (COUTINHO
et al.,, 1997). Os animais eutréficos foram alimentados com Nuvilab, dieta comercial
balanceada (Nuvital Nutrientes Ltda, Colombo, Parana, Brazil), contendo 22% de

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

Estudo parasitologico

Os camundongos foram submetidos a perfusdo do sistema venoso portal
segundo a técnica de Duvall e De Witt (1967), para coleta e quantificacdo dos parasitos.
O numero total de ovos foi obtido do tecido hepatico digerido em hidroxido de potassio a
4% (CHEEVER, 1970).

Estudo morfoldgico

Figado e baco foram removidos, pesados e examinados macroscopicamente. Os
valores da pesagem foram utilizados para determinagcdo da relacdo percentual entre o
peso corporal dos camundongos no momento da necropsia e o peso dos referidos
orgaos.

Amostras de figado foram fixadas em Bouin, desidratadas, diafanizadas e
incluidas emblocos de parafina. Os blocos foram seccionados e os cortes de 5um
obtidos, corados pela hematoxilina e eosina para analise histopatolégica; e pelo
picrosirius vermelho, para quantificacdo do tecido colageno (JUNQUEIRA; BIGNOLOS;

BRENTANI, 1979) e mensuragéo dos granulomas esquistossomoticos.
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Estudo morfométrico

Foram utilizados, aleatoriamente, 10 campos microscopicos do corte histolégico
corado pelo picro sirius vermelho dos grupos infectados desnutrido e eutréfico para
analise morfométrica através do Sistema de Processamento de Andlise de Imagem
semi-automatico LEICA QWIN, versdao 2.6 MC (Leica Cambridge, Cambridge -
England). Os seguintes parametros foram utilizados para mensurar os granulomas
foram utilizados: tamanho, volume, densidade volumétrica e numérica (WEIBEL, 1963).
Para area de tecido fibroso foi usada a quantificacdo percentual do tecido selecionado
automaticamente.

Estudo bioquimico

A guantificacdo bioquimica do tecido fibroso foi realizada através da mensuracéo
da quantidade de hidroxiprolina em amostra de 100 a 200mg de tecido hepético por
camundongo (BERGMAN; LOXLEY, 1963). Os resultados da leitura foram corrigidos
para intensidade da infeccao, dividindo-se a hidroxiprolina hepatica total pelo nUmero de
ovos de S. mansoni no figado (CHEEVER et al., 1987).

Preparacédo do SEA

O antigeno solavel de ovo (SEA) foi obtido como descrito por Gazzinelli et al.
(1983). Para sua obtenc&o, camundongos albinos Swiss, infectados por via percutanea
com aproximadamente 100 cercérias de S. mansoni, foram sacrificados com 8 semanas
apos a infeccdo, e os figados homogeneizados em solugdo de salina 1,7%. O
homogeneizado foi filtrado e centrifugado a 200 x g a 4° C. Apés a centrifugacédo 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 Ultrasénico
500 watts- Cole Parmen, modelo 501), posteriormente, submetido a duas secdes de
ultracentrifugacéo (Ultracentrifuca Beckman Coulter, modelo Optima LE-80K, Palo Alto,

Califérnia) a 10* x g por 10 min a 4C e 10° x g por 1h, a 4T respectivamente. A
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técnica foi finalizada com a dialise do sobrenadante, utilizando-se membrana de
celulose com capacidade de reter proteinas de peso molecular a partir de 12.000 kDa,
para completa retirada dos sais presentes no antigeno. Os antigenos obtidos foram
dosados através do método de Bradford (1976) e seus perfis protéicos analisados
através de eletroforese em gel de poliacrilamida a uma concentracdo de 12% na
presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE), de acordo com Laemmili (1970) e

corados pelo Comassie Blue.

Estudo imunoldgico

A andlise da producdo de anticorpos anti-SEA nos soros dos camundongos foi
realizada através do ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) indireto, segundo
Oliveira et al. (2004) com modificagcbes. (1) sensibilizacdo de placas (Nunc-Immuno
Plates, MaxiSorp, 96 pocos, Nalge Nunc International Corporation) com os Ags-SEA na
concentracdao de 3ug/mL, os quais foram diluidos em tampéo carbonato-bicarbonato
0,05M pH 9,6, distribuidos 100uL/poc¢o e incubados por 18 h a 4TC; (2) lavagem das
placas por trés vezes com Tampéao 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) 50uL
do soro foi diluido em PBS-BSA a 0,1% distribuidos em duplicata nas placas em
concentracoes de 1:200 para IgG1, IgG2b ;1:20 para lgG2a , IgG3 e 1.5 para IgE. As
placas foram, em seguida, incubadas por 18 horas a 4C. Nova lavagem das placas por
trés vezes com PBS/Tw a 0,05%; (6) Para deteccéo dos isotipos: incubacéo de 50uL de
anticorpos biotinilados anti 1gG1, IgG2a, 1gG2b, IgG3 e IgE na concentragdo de 0,5
mg/mL (Pharmingen, San Jose, CA) diluidos em PBS/BSA (0,1%) durante 1h a
temperatura ambiente. Apés incubacao, foram feitas mais cinco lavagens com PBS-Tw
a 0,05% e adicionado as placas (100uL/poc¢o) o conjugado enzimatico diluido 1:3000
(estreptoavidina marcada com peroxidase — Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USA) em
PBS-Tw contendo BSA 0,1 %. Posteriormente, as placas foram incubadas a

temperatura ambiente por 1h. Mais cinco lavagens foram realizadas com PBS-Tw a
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0,05%. A reacéo foi revelada pela adicdo do substrato contendo peroxido de hidrogénio
(VETEC, Rio de Janeiro, RJ) e o cromogeno ABTS [(2,2-azinobis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)], Sigma Chemical, St. (Louis, Mo, USA)] ambos
dissolvidos em tampéo citrato 0,1M e fosfato de sédio 0,2M pH = 5,5. A reacéo, foi
entdo, bloqueada com 100uL/poco de &cido citrico 0,1M. A leitura dos resultados foi
realizada pela mensuracdo da densidade Optica a 405nm, em um leitor de ELISA

automatico, com a utilizacdo do programa Microplate versdo 5.1.
Andlise estatistica
Os dados obtidos foram analisados utilizando o teste “t” de Student, ANOVA, e o

teste de Mann-Whitney ou Qui-Quadrado. As diferencas foram consideradas

significativas com p< 0,05.
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Resultados e Discusséao

Publicacbes a respeito do comportamento do sistema imunologico em
hospedeiro humanos e experimentais, infectados com S. mansoni baseiam-se,
geralmente, no que ocorre em pacientes ou modelos experimentais eutroficos, ndo
levando em conta o papel do estado nutricional. Por isso este trabalho, associando os
fatores infeccdo esquistossomdética e desnutricdo, teve como objetivo geral reproduzir
situacdo comum em regides endémicas do Brasil e de outros paises, huma abordagem
mais realistica sobre o bindmio nutri¢cdo / infeccdo frequentemente encontrado nessas
regides.

A presente investigacéo permite discutir os aspectos que se seguem, em relacéo

as condi¢cdes sob as quais 0s experimentos se desenvolveram.

Estado nutrcional

Os animais do grupo DI, qguando comparado com o grupo El, apresentaram,
durante todo o experimento, desenvolvimento ponderal nitidamente divergente, com
valores sempre inferiores e estatisticamente significativos, 0 mesmo acontecendo entre
os grupos DNI e ENI, quando comparados entre si (p< 0,001) (Figura 1). Quanto ao
modelo usado para induzir desnutricdo caldrico-protéica, pode-se dizer que a dieta
basica regional (DBR) desempenhou eficientemente seu papel, ao reproduzir, nos
camundongos do grupo desnutrido, um quadro de desnutricdo do tipo marasmatico,
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 clinico normal. Camundongos desnutridos, porém,
apresentaram ericamento de pélos e debilidade corporal, comprovando os efeitos
agravantes da desnutricdo. Além disto, as curvas ponderais observadas entre o grupo
desnutrido e o eutréfico (com ou sem infeccdo), foram nitidamente divergentes e

significativas, comprovando que o estado nutricional do hospedeiro guardou relacdo



BARROS, A. F. APENDICE 91

com o tipo de dieta consumida e ndo com a infecgdo, confirmando, também, achados
anteriores (COUTINHO et al. 2003; OLIVEIRA et al., 2004).
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Figura 1 — Curvas ponderais de camundongos C57BL/6, desnutridos ou entréficos, infectados ou néo
pelo S. mansoni.

Estudo parasitologico

Numero de parasitos e quantidade de ovos

A Figura 2 apresenta o numero médio de vermes recolhidos do sistema porto-
mesentérico de camundongos dos grupos desnutrido infectado e eutrofico infectado.
Verificou-se que a carga parasitaria do grupo eutréfico foi mais elevada do que a do
grupo desnutrido, com diferenca estatisticamente significativa (p=0,01). A Figura 3
mostra a quantidade média de ovos de S. mansoni encontrada no figado total dos
camundongos infectados. No grupo eutrofico, a quantidade de ovos foi relativamente
mais elevada do que a do grupo desnutrido, porém estes resultados ndo apresentaram

diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 2 - Numero de pares de vermes Figura 3 - Numero de ovos encontrados no
adultos de S. mansoni coletados em figado total de camundongos C57BL/6
camundongos C57BL/6 desnutridos ou desnutridos ou eutréficos, infectados com S.
eutroficos infectados. Os resultados s&o mansoni. Os resultados s&o apresentados
apresentados como média * desvio padréo. como média + desvio padréo.

A significante reducdo no numero de parasitos obtidos dos animais desnutridos
foi, provavelmente, ocasionada pela influéncia do estado nutricional do hospedeiro
(MAGALHAES et al., 1986). Sabe-se, também, que exemplares de S. mansoni,
recuperados de camundongos desnutridos apresentam baixa fecundidade e evidentes
alteracbes em suas estruturas interna e externa. 1sso ocorre, provavelmente, porque 0s
nutrientes essenciais disponiveis no meio interno do hospedeiro ndo sao 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
eutréficos comprova a influéncia positiva da dieta balanceada consumida por esses
animais (COUTO et al., 2007).

A falta de significAncia estatistica encontrada entre os grupos infectados
desnutrido e eutrdéfico em relagcdo a quantidade de ovos no figado total corrobora
achados da literatura (ANDRADE; SOUZA; SANTOS, 2000; SILVA et al., 2004). No
entanto, ha referéncia a uma discreta reducédo na quantidade absoluta de ovos no grupo
desnutrido, talvez decorrente de um retardo na oviposi¢cdo dos parasitos, influenciado
pelo estado de desnutricdo do hospedeiro (COUTO et al., 2002; FERREIRA et al., 1993,
1998; TSHIKUKA et al., 1997).
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Mortalidade Proporcional

Durante todo o experimento, a mortalidade espontanea foi mais elevada nos
grupos desnutridos em relacdo aos grupos eutroficos. As taxas de mortalidade
espontanea foram de 37,6% para o grupo desnutrido infectado, 18,3% para o grupo
desnutrido nédo infectado, 26,7% para o grupo eutrofico infectado, e 5,5% para o grupo
eutréfico ndo infectado (Figura 4). O percentual de mortalidade diferiu significantemente
entre os grupos (p<0,05).

18,3%

Figura 4 — Percentual de mortalidade espontanea observada entre camundongos C57BL/6 desnutridos ou
eutroficos, infectados ou ndo com S. mansoni. El = eutréfico infectado; ENI = eutréfico ndo infectado; DI =
desnutrido infectado; DNI = desnutrido néo infectado.

A mortalidade espontanea mais elevada encontrada nos camundongos dos
grupos desnutridos pode ser atribuida a caréncia protéica desses animais
(MAGALHAES et al., 1986). Do mesmo modo, a menor taxa de mortalidade observada
nos grupos eutréficos guardou, certamente, relacdo com a ingestdo da dieta
balanceada, que ofereceu teor adequado de proteina e outros nutrientes necessarios a
defesa, desenvolvimento e sobrevivéncia dos camundongos. A maior taxa de
mortalidade dos animais desnutridos infectados em relagdo aos desnutridos sem
infeccdo indica que a ma nutricdo associada a esquistossomose mansodnica agravou o
estado clinico daqueles hospedeiros, confirmando achados de outros autores (COUTO
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2004). As condi¢cdes ambientais de temperatura, umidade
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e luminosidade certamente néo tiveram influéncia sobre a mortalidade espontanea dos
camundongos, ja que se mantiveram, durante todo o experimento, dentro dos padrdes

recomendados.
Estudo morfoldgico

Macroscopia

A relagcdo percentual entre o peso do figado e do baco e o peso corporal dos
animais dos grupos experimentais desnutridos (DI e DNI) e dos grupos eutréficos (El e
ENI) estdo representados na Figura 5. Verificou-se que o grupo eutréfico infectado
apresentou valores significativamente mais elevados em relacdo ao figado, quando
comparado com o grupo eutrofico ndo infectado (p<0,001), 0 mesmo acontecendo com
0s grupos desnutridos (p<0,05). O grupo desnutrido infectado apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo eutrofico infectado (p<0,05). Os

grupos eutrofico ndo infectado e desnutrido ndo infectado néo diferiram entre si.
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Figura 5 — Relacao percentual entre o peso corporal e os pesos do figado e bago, respectivamente nos
diversos grupos experimentais, em camundongos C57BL/6 desnutridos ou eutréficos, infectados ou néo
com S. mansoni. Os resultados sao mostrados como média + desvio padréo. El = eutréfico infectado; DI
= desnutrido infectado; ENI = eutréfico ndo infectado; DNI = desnutrido ndo infectado.
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As alteracdes dos pesos do figado e baco em relacdo ao peso corporal estdo
relacionadas com o desenvolvimento do quadro caracteristico da fase avancada da
esquistossomose mansonica (hepato-esplenomegalia), tanto nos camundongos
desnutridos como nos eutréficos confirmando os achados de Coutinho et al. (2003,
2007) e Coutinho (2004).

A hepatomegalia guardou relagcdo com a infec¢cdo pelo S. mansoni e também
com a ingestdo protéica. O aumento das reservas protéicas e a presenca dos
granulomas e seus constituintes explicam o maior aumento ponderal verificado no
grupo eutrdéfico infectado. A esplenomegalia estd mais intimamente relacionada com a
infeccdo esquistossomotica, em decorréncia da congestdo passiva crbnica e da
hiperplasia das células do sistema fagocitico-mononuclear do baco (MAGALHAES-
FILHO; COUTINHO, 1961).

Histopatologia

O estudo histopatoldgico, no grupo de camundongos eutroéficos, revelou auséncia
de alteracdes degenerativas nas células do parénquima hepatico. As lesbes
encontradas eram ora de carater moderado, ora intenso, sendo representadas por
infiltracdo de células mononucleares e alguns linfécitos nos espacgos-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 predominancia
colagena, as vezes exibindo componente exsudativo, particularmente eosinoéfilos.
Presenca de pigmento pardo-amarelado, grumoso, sobretudo nos espagos-porta mais
calibrosos (pigmento esquistossomotico). Esses granulomas eram isolados e
distribuidos de modo nédo sistematizado no parénquima. Nos casos de infecgcdo mais
intensa, apresentavam-se em coalescéncia, formando extensos conglomerados. Em
guatro dos dez camundongos do grupo eutréfico infectado (40%) foram detectados
espacos-porta com intensa deposi¢cdo de ovos, vascularizacdo aumentada, acentuada
hiperplasia de ductos biliferos e infiltracdo inflamatéria cronica, caracterizando o

desenvolvimento da fibrose hepéatica periportal murina (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 - Fibrose hepatica periportal, em
camundongo eutréfico com 150 dias de
infecgdo pelo S. mansoni. A seta indica a
extensa éarea de fibrose com restos de
estruturas granulomatosas, neo-
vascularizagdo e infiltracdo inflamatéria
cronica (Picrosirius red -100x).

Figura 7- Fibrose hepética periporta, em
camundongo eutréfico com 150 dias de
infeccdo pelo S. mansoni. A seta indica
aumento do tecido conjuntivo portal com
restos de estruturas granulomatosas
periovulares, infiltracdo inflamatéria crénica,
hiperplasia de ductos biliferos e neoformacéo
vascular (Hematoxilina eosina - 200x).
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No grupo de camundongos desnutridos, a infeccdo era de intensidade variavel e

0 parénquima hepatico apresentava, em alguns animais, esteatose do tipo periportal.

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

distribuiam-se esparsamente pelo parénquima, as vezes formando conglomerados, mas

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

Abundante pigmento de coloracdo pardo amarelada e aspecto grumoso (pigmento

esquistossomatico) era visto nos espagos-porta e nos sinusoides hepéticos, sobretudo

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

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

polimorfonucleares eosinofilos e neutrofilos (Figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13).
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Figura 8- Seccao de figado de camundongo
C57BL/6 desnutrido, com 150 dias de
infecgdo pelo S. mansoni. As setas mostram
a presenca de granulomas periovulares
isolados e esparsos, em parénquima
hepatico de aspecto normal (Picrosirius red-
100x).

Figura 9- Seccéo de figado de camundongo
C57BL/6 desnutrido, com 150 dias de
infeccdo. A seta indica persisténcia de
intensa reacgdo eosinofilica na fase cronica,
em torno de ovo de S. mansoni em
degeneracédo (Hematoxilina eosina - 400x).

o S 1 A5

Figura 10 - Seccdo de figado de camundongo
C57BL/6 desnutrido, com 150 dias de infec¢&o.
As setas indicam granulomas com grande
numero de eosindfilos, alguns macréfagos e
vérios gigantdcitos em formacdo, em torno de
resto de ovo de S. mansoni invadido por células
inflamatdrias (Hematoxilina eosina - 400Xx).

o f

Figura 11 - Seccdo de figado de camundongo
C57BL/6, desnutrido com 150 dias de infecgéo.
A seta indica presenca de eosindfilos e
macroéfagos circundando ovo de S. mansoni
em degeneracdo. Auséncia de deposicédo
colagena (Hematoxilina eosina - 400x).
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Figura 12 - Seccdo de figado de
camundongo C57BL/6 desnutrido, com 150
dias de infeccdo. As setas mostram
granuloma ainda em fase exsudativa, em
torno de ovo de S. mansoni em
degeneracao. Parénquima com metamorfose
gordurosa  (esteatose) de localizagado
periportal (Hematoxilina eosina - 200x).

Figura 13 - Seccdo de figado de
camundongo C57BL/6 desnutrido, com 150
dias de infeccdo. As setas indicam
conglomerados de granulomas periovulares
pequenos, de aspecto produtivo, simulando
placa de fibrose, em parénquima hepatico
com atrofia hepatocitaria (Hematoxilina
eosina -100x).
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A histopatologia revelou algumas diferencas entre as lesdes hepaticas
esquistossomoticas dos grupos eutréfico e desnutrido. Camundongos eutréficos
desenvolveram granulomas maiores e deposicao de tecido fibroso mais precocemente
do que camundongos desnutridos. Camundongos eutréficos desenvolveram
granulomas maiores e deposicdo de tecido fibroso mais precocemente do que
camundongos desnutridos. A fibrose periportal, todavia, nédo foi evidenciada em nenhum
dos animais desnutridos, confirmando achados ja descritos na literatura (COUTINHO,
2004; COUTINHO et al., 1997, 2003, 2007). Fibrose hepatica periportal foi detectada
em 40% dos camundongos eutroficos, achados estes de acordo com outros autores,
gue referem que 30 a 50% dos camundongos esquistossomaoticos crénicos “inbred” e
“outbred” desenvolvem essa lesdo (ANDRADE, 1987; ANDRADE; CHEEVER, 1993;
WARREN, 1966). O desenvolvimento da fibrose periportal hepética ainda é um assunto
bastante complexo, parecendo ter origem multifatorial (ANDRADE, 2005), uma vez que
a literatura demonstra que, além das elevadas cargas parasitarias (CHEEVER, 1968;
COURA; CONCEICAO, 1981), outros fatores como genética do hospedeiro, sexo, idade
e resposta imune podem estar envolvidos no desenvolvimento dessa leséo (SILVA et

al., 2004).
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No presente trabalho, a avaliacdo histopatoldgica da reacdo granulomatosa
mostrou que camundongos infectados e desnutridos desenvolveram granulomas
pequenos e esparsamente distribuidos no parénquima hepatico, formando, as vezes,
conglomerados (COUTO et al.,, 2007; OLIVEIRA et al., 2004). Os granulomas dos
camundongos eutréficos eram maiores e apresentaram-se ora dispersos, ora
agrupados nos espacos—porta e/ou no parénquima hepético, configurando o quadro
anatomo-patologico 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 lesdes granulomatosas de animais tanto
desnutridos como eutroficos jA se acha registrada na literatura em camundongos de
varias linhagens (COUTO et al., 2007; CHIARAMONTE et al., 2001; RUMBLEY et al.,
1999). Embora essas células sejam proeminentes nos granulomas esquistossomaticos,
geradas pelos estimulos de citocinas do tipo Th2 aos ovos do parasito (ABATH et al.,
2006; Mc CORMICK et al.,, 1996), ndo se sabe qual o seu exato papel na
imunopatologia da esquistossomose mansonica (RUMBLEY et al., 1999). Sabe-se,
apenas, que os eosinofilos sdo capazes de destruir os parasitos de S. mansoni em
presenca de anticorpos especificos, através da citotoxidade dependente de anticorpo
(ADCC), e que participam na destruicAo dos ovos depositados nos tecidos do
hospedeiro (JAMES; COLLEY, 1976).

A esteatose do tipo periportal, encontrada no grupo alimentado com dieta
hipoprotéica, guardou relagdo com a desnutricdo (COUTO et al., 2007; JACOBS,;
WOOD, 2004).

Estudo biquimico e morfométrico do colageno hepatic o}

Quantificacdo bioquimica

A quantidade média de colageno hepatico encontrada no grupo desnutrido

infectado, mensurado como hidroxiprolina, foi semelhante a do grupo eutrofico

infectado, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa (Figura 4).
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Figura 14 — Quantificacdo do colageno (hidroxiprolina), em camundongos C57BL/6, desnutridos ou
eutréficos infectados com S. mansoni. Os resultados sdo mostrados como média + desvio padrao.

Quntificacdo 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 andlise morfométrica computadorizada semi-automatica,

realizada nos grupos infectados desnutrido e eutrofico.

Tabela 2: Anélise morfométrica do colageno hepatico

Grupos N° de % Fibrose Volume dos Densidade Densidade Numérica
experimentais  animais X + EPM granulomas Volumétrica X + EPM
X + EPM X + EPM
Desnutrido
Infectado 10 7,99+1,44  3,22x10°+5,57 x 10° 0,01422 + 0,004 108,8 + 45,574
Eutréfico
Infectado 10 8,61+ 1,15 3,31 x 10° + 4,7 x 10° 0,05954 + 0,034 164,76 + 97,092

X = Média aritmética EPM = erro padréo

A menor deposicdo de colageno, observada no grupo desnutrido, através da
analise histopatologica, foi, provavelmente, influenciada pelo estado nutricional dos
animais (COUTINHO et al., 1997; 2003; 2007; COUTO et al., 2007). A inflamacéo

granulomatosa resultante da infec¢do pelo S. mansoni, com subseqiente formacéo de
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tecido fibroso, varia, consideravelmente, de individuo para individuo. Essas alteragdes
ocorrem no modelo murino, onde se verifica que infecgdes com cargas parasitarias
semelhantes, em diferentes linhagens de camundongos, podem provocar doencas de
intensidades diferentes (CARVALHO, 2004; DAVIS et al., 1981). A morfometria, apesar
de ser apontada na literatura como a técnica mais sensivel (BARBOSA JR, 2001), ndo
evidenciou diferenca significativa quanto ao percentual de tecido fibroso hepatico,
volume dos granulomas, densidade volumétrica e numérica, entre 0os grupos infectados
desnutrido e eutrofico. O percentual de tecido fibroso hepético, mensurado
bioguimicamente através da hidroxiprolina, também n&o revelou diferencas 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 imunoldégico

A Figura 16 ilustra a producdo de cada isotipo de imunoglobulina estudado. As
imunoglobulinas 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 e IgE, no grupo eutrdfico infectado,
apresentaram maiores titulos sericos quando comparadas ao grupo desnutrido
infectado, com diferenca significativa para 1gG1, 1gG2b, 1gG3, IgE (p<0,001) e IgG2a
(p<0,005).
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Figura 15 - Niveis de anticorpos anti-SEA (antigeno solUvel de ovo) determinados por ELISA, em soros
de camundongos C57BL/6 desnutridos ou eutréficos, infectados com S. mansoni. Os animais desnutridos
formaram anticorpos contra o SEA em niveis menores do que os animais eutroficos.

**p < 0,005 e ** p<0,001

A elevada producédo de imunoglobulinas observada nos camundongos infectados
eutréficos e desnutridos € semelhante ao que tem sido encontrado em resultados
pacientes esquistossomoticos (BUTTERWORTH et al., 1988; BOCTOR; PETER, 1990;
CAPRON; CAPRON, 1992; VENDRAME et al., 2001). A deteccao de IgG nos espacos
de Disse, obtida por Grimaud; Borojevic; Badrawy (1977) pela primeira vez em bidpsias
hepéticas de pacientes infectados pelo S. mansoni sugere que a presenca desses
anticorpos préximos aos espacos periportais revela uma possivel participacdo da
resposta imune humoral na génese de certas alteracbes da morfologia hepética
resultantes da da infec¢cdo esquistossomotica. Esses complexos imunes foram
evidenciados tanto na fase aguda quanto na fase cronica da infeccéo, tendo sido
possivel estabelecer uma correlacdo quantitativa entre infeccdo cronica e niveis dos
mesmos (SANTORO et al.,1980). Embora essa correlacdo 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 indices desses complexos (GHANEM et al.,1987).

Em relagdo ao comportamento das imunoglobulinas em camundongos infectados

pelo S. mansoni, o estado nutricional prvavelmente influenciou a resposta imune
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humoral. Dos isotipos avaliados, foi observada uma maior producdo nos niveis de
imunoglobulina IgG1 tanto no grupo eutrofico quanto no desnutrido, confirmando que o
nivel elevado desse anticorpo € tipico das infec¢des esquistossométicas cronicas, tanto
em seres humanos (ANTUNES et al., 1971; HILLYER, 1969; KANAMURA et al., 1979)
gunto em camundongos (DEELDLER, 1973; HILLYER; FRICK, 1967, SHER; Mc
INTYRE; LICHTENBERG,1977). Os niveis séricos de IgG1, mais elevados nos animais
infectados eutréficos, assemelham-se aos descritos por Oliveira et al. (2004) em
trabalho realizado com camundongos “outbred” desnutridos e eutroficos. Silva et al.
(2004) sugerem que os altos niveis de IgG1 estéo relacionados com a fase cronica da
infeccdo e também com a sintese de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13), as
qguais estimulam a produgdo de anticorpos (BOOM; LIANI; ABBAS, 1988; ABBAS;
MURPHY; SHER, 1996). Experimentos realizados por Silva (2008) evidenciaram niveis
elevados e estatisticamente significativos de IL-13 em camundongos eutréficos
C57BL/6, quando comparados aos desnutridos. E provavel que os niveis elevados de
IgG1, encontrados no presente trabalho, em camundongos eutroficos da mesma cepa,
estejam relacionados com elevada produgéo de IL-13, ndo parecendo guardar relacao
com a intensidade da infeccdo (SILVA et al., 2004).

No presente trabalho os niveis séricos de IgE estavam significativamente baixos
nos grupos infectados eutréfico e desnutrido, com menores titulos para este Ultimo. Vale
destacar que esse achado em relacdo a camundongos C57BL/6 desnutridos ainda nao
se acha registrado na literatura. E sabido que o aumento dos niveis de IgE também esta
relacionado com citocinas do tipo Th2, principalmente IL-4 e IL-13, que promovem a
sintese dessa imunoglobulina (SILVA et al., 2004). Essa resposta Th2 ocorre
concomitantemente com a producdo de ovos pelos vermes, sugerindo, assim, uma
ligacdo entre a postura dos ovos e esse tipo de resposta (PEARCE et al. 2002). Os
baixos niveis de IgE encontrados no grupo desnutrido, provavelmente, também
guardam relacdo com a baixa concentracdo de IL-13 referida por Silva (2008) em
camundongos também desnutridos.

Segundo El Redi et al. (1998) e Sher et al. (1983), na infeccdo primaria de
camundongos infectados com S. mansoni, a IgE s6 é detectada apds a maturacao,

acasalamento e postura de ovos pelos parasitos. Em tentativa de elevar o nivel da IgE
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policlonal especifica para esquistossomo, no inicio e durante o periodo pré-patente da
infeccdo, El Redi et al. (2001) demonstraram que os niveis de dessa imunoglobulina
ndo influenciaram os resultados na primo infeccdo murina pelo S. mansoni. Esses
achados demonstram que a IgE parece nao ser essencial nem prejudicial no primeiro
contato do camundongo com o parasito. Nos camundongos reinfectados, a hipotese de
gue IgE confira protecéo ainda precisa ser investigada (El REDI et al., 2001). Todavia,
publicacbes sugerem que ela pode ter relevancia na protecdo de individuos
reinfectados pelo S. mansoni (CAPRON; DOMBROWICZ; CAPRON, 1999; GOMES et
al., 1998; 2002). Portanto, o papel da imunoglobulina E € ainda bastante controverso na
literatura, tanto em seres humanos como em diferentes modelos experimentais (EL
RIDI; OZAKI; KAMIYA, 1998; SHER et al., 1983).

Os niveis das imunoglobulinas IgG2a e 1gG2b foram os mais baixos entre os
isotipos da classe G. Esses baixos niveis de anticorpos encontrados na fase cronica,
talvez sejam explicados pelo fato de ser atribuida a fase aguda da doenca uma maior
producdo dessas imunoglobulinas. Esses baixos indices também sao referidos por
Capron; Rousseaux; Mazingue (1978) e Hoffman; Cheever; Wynn (2000).

A lgG3 também apresentou altos niveis de producdo. Dados semelhantes foram
encontrados em camundongos “outbred” (OLIVEIRA et al., 2004) e descritos em
humanos expostos uma Unica vez ao antigeno, como também, em residentes de areas
endémicas (SATTI et al., 1996). Os dados apresentados na literatura sugerem que a
elevada producdo de IgG3 é independente da idade e da intensidade da infeccdo
(NAUS et a., 1999) e que esse isotipo parece estar presente tanto na fase aguda
guanto na fase crénica da doenca (ISKANDER; AALBERSE, 1981; SHAHEEN et al.,
1996).

A menor quantidade de imunoglobulinas observada no grupo desnutrido
infectado em relagdo ao eutréfico infectado pode ser atribuida aos efeitos da
desnutricdo. A diferenca nos niveis de producdo das imunoglobulinas IgG1, 1gG2a,
IgG2b, 1gG3 e IgE, mais elevados e estatisticamente significativos para o0s
camundongos do grupo eutrofico, respalda essa concluséo. A reducdo dos niveis dos
anticorpos I1gG1, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3 em camundongos desnutridos ja havia sido

observados por Oliveira et al. (2004), em animais “outbred”.
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Como base nos achados da presente investigacdo, pode-se concluir que
camundongos isogénicos infectados pelo S. mansoni e desnutridos, apresentam
resposta imune humoral com 0s mesmos isotipos encontrados em camundongo
eutroficos, porém com niveis significantemente inferiores. Esse perfil quantitativamente
diferenciado, detectado entre camundongos desnutridos e eutréficos reflete,
provavelmente, a caréncia protéica cronica, resultante da deficiéncia nutricional a que

esses animais foram submetidos.
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Abstract

The mouse model of schistosomal periportal fibrosis (Symmers” “pipestem™ fibrosis), that develops in 30-50% of the infected
ammals, is not reproduced in undernourished mice. Host nutritional status is likely to be a variable that may influence the outcome
and progression of infection, since it interferes with the dynamics of connective tissue changes occurring in chronic hepatic
schistosomiasis. Re-infections increase the occurrence of periportal liver fibrosis in well-nourished animals, but it 15 not known
how undernourished mice would behave being repeatedly re-infected. So, 21-day-old male albino Swiss mice were individually
exposed to 30 cercariae (percutaneous route) of the BH strain of Schistosoma mansoni, 4 weeks after being on a low-protein diet.
Control animals were fed on a commercial balanced chow for mice. The nutritional status was evaluated by body weight gain and
measurement of food intake. Mice were divided into four groups: Al (undernourished, single infected), A2 (well-nourished, single
infected), B1 {undernourished. re-infected), B2 (well-nourished, re-infected). The primary infection was performed 4 weeks after
ingesting the respective diet. Re-infections started 45 days later, with exposure to 15 cercariae, at 15 day intervals. Mice were
sacrificed 18 weeks after the primary exposure. The livers were submitted to morphological (gross and microscopic pathology).
morphometric (percentage of fibrosis; granuloma size: velume and numerical densities) by using semi-automatic morphometry, and
biochemical (quantification of collagen as hydroxyproline) studies. Worm burdens and hepatic egg counting were also recorded.
Walues for body weight gains were always lower in undernourished mice, the effects of re-infection being minimal on this regard.
Liver and spleen weights were higher in well-nourished mice {either single infected or re-infected) and mainly related to the type
of ingested diet. A greater number of re-infected well-nourished mice developed periportal fibrosis. but undernourished re-infected
animals did not reproduce this lesion. The percentage of fibrosis and hepatic collagen content were higher in well-nourished mice,
but differences between single infected and re-infected groups were not statistically significant.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Kevwords: Schistosomiasis: Liver fibrosis: Re-infections: Malnutrition

1. Introduction

* Corresponding author. Tel.: +55 81 21012582; Hep-atlc periportal “pipestem hbl:OE'ls (.Sym I’ﬂt‘,-l's,
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response, nutritional status, age, etc.) or to the parasite
(strain, intensity of infection, number of re-infections
with homologous or heterologous strains) have been
investigated.

Henderson et al. (1993) reported that inbred male
CBA/] mice chronically infected with Schistosoma man-
soni develop two distinct syndromes that imitate the
intestinal and the hepatosplenic clinical forms of the
human disease, both pathologically and immunologi-
cally. However, Silva et al. (2004) reported that the
two histological aspects seen in chronic schistosomi-
asis of the mouse (scattered granulomas, periportal
fibrosis) had similar immunological profiles in BALB/c
mice.

Well-nourished albino Swiss mice submitted to rel-
atively mild (one to two worm pairs) and prolonged
infections with S. mansoni (16 weeks or more) develop
a lesion that mimics human Symmers’ fibrosis (Warren,
1966) as a consequence of a massive and continuous
deposition of eggs along the dilated intra-hepatic venous
portal branches (Andrade, 1987) in a certain percent-
age of chronically infected mice (Andrade and Cheever,
1993}, However, mice maintained under the same con-
ditions and fed a low-protein diet completely failed to
develop such “pipestem”-like portal lesion (Coutinho et
al., 1997).

Epidemiological and clinical data taken from human
populations in endemic areas suggest that re-infections
represent an important risk factor for the development of
severe hepatosplenic disease (Coura et al., 1974: Coura,
1975). Successful reproduction of periportal liver fibro-
sis in the chimpanzee monkey model was only obtained
after repeated infections {von Lichtemberg and Sadun,
1968). On the other hand, “*pipestem” fibrosis of the liver
develops more frequently in mice submitted to repeated
infections than in controls with single S. mansoni infec-
tion (Santos et al., 2000).

Experimental trials on the role of leptin in the patho-
genesis of hepatic fibrosis were recently reported by
Potter and Mezey (2002) and Potter et al. (2003). This
hormone, expressed and secreted by adipocytes and also
detected in liver activated stellate cells after culture,
proved to be a potentiating but not an essential fac-
tor for the development of liver fibrosis produced by
S. mansoni and carbon tetrachloride administration in
mice.

As part of serial studies that are being carried out in
our laboratories on the role of nutrition as an additional
risk factor in the pathogenesis of schistosomal fibrosis of
the liver. this investigation inquires whether “pipestem”
fibrosis develops in undernourished mice submitted to
repeated S. mansoni cercarial exposures.

2. Materials and methods
2.1, Animals

Male albino Swiss mice (21 days old), weighing
11-15 g, were kept in individual wire bottom cages. They
were raised and maintained at the animal facilities of
Aggeu Magalhies Research Center (FIOCRUZ). Water
and food were provided “ad libitum”. Mice were main-
tained in a temperature- and light-controlled environ-
ment (23 °C), All animals received human care in com-
pliance with the guidelines of the Animal Care and Use
Committee of the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz).

2.2, Infection

Each mouse was exposed to 30 cercariae (percuta-
neous route) of the BH strain (Belo Horizonte, Brazil)
of 5. mansoni 4 weeks after the experimental diet intake,
according to the respective group. The cercariae were
obtained from laboratory raised and infected Biom-
phalaria glabrata. Infection lasted 18 weeks and the
effects of diet intake were followed for 22 weeks.

2.3. Diets

Undernutrition was induced by feeding mice with a
multideficient and essentially low-protein natural diet
{7-8% protein), planned to simulate thatusually ingested
by low-income individuals living in endemic areas of
Manson’s schistosomiasis in Northeast Brazil (Coutinho
etal., 1997) and is thus referred to as regional basic diet
(RBD). Control diet (NUVILAB) was a pelleted com-
mercial balanced chow for mice (Nuvital Nutrientes Ltd.,
Colombo, PR, Brazil), with 22% protein content.

2.4. Evaluation of nutritional status

Body weight was weekly recorded and food con-
sumption was measured every day. As this experimental
model of mouse undernutrition has been extensively
studied in previous investigations (Coutinho, 1980:
Teoddsio et al., 1990; Coutinho et al., 1992, 1997, 2003),
it was now considered unnecessary to evaluate other
parameters.

2.5. Experimental design

Animals were divided into the following groups, each
one containing 10 mice:

e Al:undernourished, single infection:
o A2:well-nourished (normal feeding ). single infection;
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e B1:undernourished, re-infected;
e B2: well-nourished (normal feeding), re-infected.

The animals were first infected 4 weeks after ingest-
ing their respective diets. In groups Bl and B2,
re-infections started 45 days after the primary infection
(5 re-infections with 15 cercariae per mouse, at 15 day
intervals). Mice were sacrificed by cervical dislocation
thirty days atter the last re-infection. All animals, includ-
ing those withsingle infections, were sacrificed 18 weeks
after the primary exposure.

2.6. Morphological studies

The livers were removed, rinsed with PBS (phos-
phate buffered saline), weighed, and divided into several
portions. One sample was placed in Bouin’s fixative
and/or in buffered (pH 7.4) 10% formaldehyde for his-
tologic examination. Tissue was embedded in paraffin
and the 5 pm thick sections obtained were stained with
hematoxylin—eosin and picrosirius-red method for col-
lagen (Junqueira et al.. 1979). A portion of the liver
was placed in 4% potassium hydroxide for egg counting
(Cheever, 1968, 1970) and another sample was frozen at
—70°C for further biochemical quantification of colla-
gen as hydroxyproline.

Spleens were also removed and weighed for gross
studies.

2.7. Morphometry

Randomly sampled 5 pm-thick liver histological sec-
tions stained with picrosirius-red for collagen, were
examined by semiautomatic morphometry using the
LEICA QWIN Plus (2.8) Image Processing and Anal-
ysis System (Leica Cambridge, Cambridge, England)
attached to a JVC TK 1380 digital camera. For morpho-
metric measurements a total sectional area of 4.9 mm?
per animal was evaluated. All granulomas around schis-
tosome eggs or egg shells were included. A spherical
shape and normal size distribution were assumed. The
following parameters were calculated for the granulo-
mas: size, volume density (Vy), and numerical density
(Ny). The granuloma volume density was calculated as
the quotient of the total granuloma profile area to the total
sectional area studied per animal. The number of granu-
lomas per unit volume of liver was assessed by applying
the Weibel's (1969) formula. The sectional area of the red
stained fibrous tissue was directly measured and calcula-
ted as a percentage of the total area examined, as pre-
viously described (Barbosa Jr, 2001; Coutinho et al.,
2003).

2.8. Biochemical study

From each animal, a liver sample was frozen at
—70°C for determination of collagen, measured as
hydroxyproline by the Bergman and Loxley’s (1963)
spectrophotometric method B. Values for hepatic col-
lagen were expressed in micromoles of hydroxyproline
per gram of liver and corrected for intensity of infection
by dividing the hydroxyproline content in the whole liver
by the number of eggs per liver, results being expressed
for 10,000s (Cheever, 1986),

2.9. Parasitelogical study

Worms recovered after perfusion of the portal system
(Duvall and DeWitt, 1967) were counted and separated
by sex. Quantification of the number of eggs in the liver
tissue was performed after digestion in 4% potassium
hydroxide (Cheever, 1968, 1970).

2.10. Statistical analysis

Data are presented as mean= S.E.M. Statistical
significance was assessed by Student’s t-test (when
appropriate), one-way ANOVA with Tukey's and
Tamhane’s post hoc tests and the non-parametric
Mann—Whitney's test (SPSS v.8 — Statistical Package
for Social Sciences Inc., USA: and EXCEL — Microsoft,
USA). Values of p<0.05 were taken to be significant.

3. Results
3.{. Nutritional status

Undernourished and well-nourished infected mice
showed diverging growth curves, higher values having
been detected for well-nourished animals. Undernour-
ished mice did not show ascending values, as the controls
(A2 and B2) but a slight weight gain could be noticed at
the beginning of the experiment, followed by a tendency
to a progressive loosing of weight until sacrifice. Effects
of re-infection upon body weight gain were minimal and
not dependent on the nutritional status of the mice, as can
be seen in Fig. 1.

Measurements on food intake started during the first
week of the trial over the total 22 weeks period, showing
good correlation with body weight values.

3.2, Morphological studies

3.2.1. Gross pathology
The liver and spleen/body weight ratios from under-
nourished mice were always lower than those from
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Fig. 1. Body weight of undernourished and well-nourished mice submitted to single and/or repeated infections with Sehistosoma manseni. Points
on the curve represent the arithmetic mean of the group at each week of the trial. Numerical values on the growth curves refer to final mean body
weight for each group. A l: undernourished mice. single infection: A2: well-nourished mice, single infection: B1: undernourished mice, re-infected

five times: B2: well-nourished mice, re-infected five times.

their counterparts (well-nourished controls). Concern-
ing liver weights, significant results were detected
between undernourished and well-nourished mice, in
both conditions of single infections or repeated infec-
tions, as well as between single infected and re-infected
well-nourished animals. Undernourished mice, however.
behave similarly either when single-infected or re-
infected. Regarding spleen weights, a significant result
was achieved between single-infected undernourished
(A1) and well-nourished (A2) mice (Fig. 2).

3.2.2. Histopathology

Histologic examination showed only scattered small
periovular granulomas (Fig. 3A) in undernourished
single-infected mice (Al group) and a mild non-specific
reactional hepatitis (mononuclear and polymorphonu-

12 -
10

Percentage of organ wt/body
wt. ratio (liver, spleen)

(=T .

%L%L

clear eosinophils in some portal spaces and around
central veins). Among well-nourished single infected
mice (group A2), granulomas were larger (Fig. 3B).
scattered distributed or grouped, delimited by thick col-
lagen fibers (Fig. 3C). In this group only one animal
developed the “pipestem™like lesion. but in re-infected
mice (group B2) 4 out of 16 animals showed por-
tal concentration of periovular granulomas, associated
with fibrotic expansion, development of thin fibrous
tracts connecting portal spaces, and vascular neofor-
mation, reproducing the histologic picture of murine
“pipestem”-like fibrosis (Fig. 3D and E). In three addi-
tional animals a mixed histologic picture was detected
(scattered circumoval granulomas and “pipestem”-like
fibrosis). So, periportal fibrosis occurred in approxi-
mately 44% of the mice in group B2. Single infected and

-l Liver i
O Spleen

Experimental groups

Fig. 2. Organomegaly (liver. spleen) in undernourished and well-nourished mice submitted to single and/or repeated infections with 8. mansoni. Al:
undernourished mice, single infection: A2: well-nourished mice, single infection: B1: undernourished mice. re-infected five times: B2: well-nourished

mice, re-infected five times.
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Fig. 3. Liver histopathology in single infected and re-infected mice: (A) scattered small periovular granulomas of the exudative type around
degenerated eggs of 5. mansoni (single infected undernourished mouse), hematoxylin and eosin 100 (B) enlarged fibrotic granulomas around
egps of 8. mansoni (single-infected well-nourished mouse). picrosirius-red 100 (C) circumoval granulomas with deposition of dense collagen
(single-infected well-nourished mouse), picrosirius-red 200> (D) “pipestem” murine fibrosis in a re-infected well-nourished mouse {enlarged
portal space with lnﬂmmatory infiltrate, periovular grauu]omas and vascular neoformation ). hematoxylin and eosin 1003 (E) higher magnification
of a fibrotic plaque in “pipestem”™-like murine liver fibrosis (re-infected well-nourished mouse), hematoxylin and eosin 200 (F) fibrous strands
connecting scattered circumoval granulomas (re-infected undernourished mouse), picrosirius-red 100,

re-infected undernourished mice, however, did not show 3.3. Morphometric analysis
“pipestem™-like fibrosis, although thin fibrous strands
could eventually be seen from one portal-space to the In each group (except in group Al with 9 mice), ten

other (Fig. 3F). random mice were submitted to morphometric analy-



BARROS, A. F.

APENDICE

20 EM. Coutinhe et al. / Acta Tropica 101 (2007) 15-24
% - | @Hycroxyproline (canrected) |
Is @ FPercentage of fibrosis
(marphometry)
40 -
£ 30
:
- g 20 -
E
| |fi
o - " L - =
a1 Az B1 B2

Experimental groups

Fig. 4. Morphometric and biochemical evaluations of total liver fibrosis in undernourished and well-nourished mice with a single and/or multiple
infections with 5. mansoni. Values for hepatic collagen were initially determined as micromoles per gram of liver and then corrected for intensity
of infection by dividing the hydroxyproline content in the whole liver by the number of eggs in the whole liver, results being expressed for 10.000s
(Cheever. 1986). Al: undernourished mice. single infection: AZ: well-nourished mice, single infection: B1: undernourished mice, re-infected five

times: B2: well-nourished mice, re-infected five times.

sis. Liver fibrosis measured as percentage of the hepatic
tissue was markedly lower in single undernourished
mice, with a slight but not significant increase seen in
re-infected undernourished animals. A significant differ-
ence was noted between single-infected undernourished

and well-nourished animals (p =0.001). Differences
between well-nourished single infected and re-infected
mice, as well as between undernourished single infected
and re-infected animals were not statistically signifi-
cant (Fig. 4). Granuloma size was significantly higher
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Fig. 5. Morphometric parameters (A. granuloma size: B, volume density; C, numerical density of circumoval granulomas) in the liver of under-
notrished and well-nourished mice submitted to single and/or repeated infections with 5. mansoni. Al: undernourished mice, single infection: A2:
well-nourished mice, single infection: B1: underncurished mice, re-infected five times: B2: well-nourished mice. re-infected five times.
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in re-infected well-nourished mice, when compared to
single infected well-nourished and single or re-infected
undernourished animals. Volume density (V) showed
marked differences between undernourished and well-
nourished mice, either single-infected or re-infected,
with higher values for the re-infected well-nourished ani-
mals. Numerical density (V;), however, did not differ
significantly among the groups (Fig. SA-C).

3.4. Biochemical study

Hydroxyproline levels were lower in undernourished
mice, either single-infected or re-infected as compared
to well-nourished controls. A significant difference was
found between re-infected undernourished (B1) and
well-nourished mice (B2) regarding collagen (hydrox-
yproline) content, with higher values for the last group.
However, hydroxyproline content in the whole liver did
not differ significantly between single-infected and re-
infected groups. Regarding total liver fibrosis (Fig. 4),
biochemical data showed good correlation with morpho-
metric measurements.

3.5, Parasitological data

Total worm burdens appear in Fig. 6. Statistical
differences were detected between single-infected and
re-infected undemourished mice, as well as between
single-infected undemourished and well-nourished ani-
mals.

Egg burdens calculated for the whole liver after tis-
sue digestion showed highest values for re-infected mice
(Fig. 6). Significant differences were also found between
groups Al (single-infected, undemourished) and A2
(single-infected, well-nourished), higher values for the
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latter: as well as between groups Al (single-infected,
undernourished) and B1 (re-infected. undernourished).

4. Discussion

Hepatic fibrosis, regardless of its cause. is a response
to chronic liver injury, including that provoked by
infection with S. mansoni. It is characterized by an
increase in extracellular matrix constituents that collec-

tively form the hepatic scar (Friedman. 1993). This scar

consists of fibril forming collagens (Types I and III),
as well as matrix glycoconjugates, including proteogly-
cans, fibronectin, and hyaluronic acid (Rojkind et al.,
1979: Gressner and Bachem, 1990; Bissel, 1990). Cur-
rent knowledge indicate that the fibrogenic cascade is
initiated in the subendothelial space of Disse (Grimaud
and Borojevic, 1977) and that the hepatic lipocyte (peris-
inusoidal or Ito cell) is the principal effector. In infected
mice treated with Vitamin A, this cell was found in large
numbers as a constituent of periovular granulomas and
within areas of septal fibrosis (Barbosa Jr. et al., 1993).

In §. mansoni chronically infected mice, hepatic fibro-
sis is mainly associated with the circumoval granulomas
(Dunn et al., 1977), although portal collagen deposi-
tion not associated with granulomas may be also present
(Cheever, 1965). Normal mouse livers contain approxi-
mately 0.6mg of collagen per gm wet liver, whereas the S.
mansoni-infected mouse livers contain about 10.3 mg/g
wet liver, that represents a 17.6-fold increase (Wu et
al., 1982). In the mouse model, repeated infections usu-
ally elicit experimental “‘pipestem”™-like or periportal
liver fibrosis in well-nourished animals and Santos et
al. (2000). based on histological observations, reported
the appearance of the lesion in 69.2% of re-infected mice
versus 11.1% in single infected animals.

W Eggsitotal liver
O Waorms recovered

Experimental groups

Fig. 6. Worm burden and liver tissue egg load, in undernourished and well-nourished mice submitted to single and repeated infections with 5.
mansoni. Values showed for egg columns must be multiplied by 1000. Al: undernourished mice. single infection: A2: well-nourished mice, single
infection: B1: undernourished mice. re-infected five times: B2: well-nourished mice. re-infected five times.
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Since in previous investigations undernourished
Swiss mice submitted to mild and prolonged infections
and fed on a low-protein diet were unable to reproduce
liver “pipestem” fibrosis (Coutinho etal., 1997), repeated
infections were performed attempting to reproduce the
lesion in this experimental host. Shifting from a defi-
cient to a balanced diet and vice-versa were not able to
induce the lesion in undemourished mice (Coutinho et
al.. 2003), as previously tried.

In the present experiment, undernourished mice did
not develop “*pipestem’” fibrosis, although an increased
number of well-nourished re-infected control mice
(44%) developed the lesion on histological examination.
However, differences regarding collagen (hydroxypro-
line) concentration in the liver, detected by two different
methods (morphometric and biochemical), were not
significant when single infected and re-infected well-
nourished mice were compared. The lack of association
between occurrence of periportal fibrosis and higher
levels of hydroxyproline in the liver of single infected
BALB/c mice was reported by Silva et al. (2004).

The amount of collagen was always reduced in under-
nourished mice as compared to well-nourished animals,
suggesting interference of the host nutritional status on
the connective tissue changes of hepatic schistosomiasis
in this animal model (Coutinho et al., 2003). It is known
that dynamic deposition, accumulation and turnover of
granuloma-associated matrix proteins occurs through-
out experimental infection (Newport and Colley, 1993)
and some still unclear factors and mechanisms may alter
the total amount of liver fibrous tissue under different
circumstances. Decreased total liver fibrosis in under-
nourished infected mice may result from an impaired
mechanism of repair, a lower antigen load or a low pro-
duction of pro-fibrotic cytokines, due to a low protein
synthesis in a low-protein fed host (Oliveira et al., 2004).

In the present investigation the apparent lack of
correlation between histological findings and morpho-
metric/biochemical measurements of liver collagen in
re-infected control mice is not surprising. In the chronic
phase, most granulomas are immunologically modu-
lated, reduced in size and their collagen content is not
so abundant. Animals with overt periportal fibrosis usu-
ally display focal concentrations of collagen in enlarged
portal spaces and less numerous scattered egg granulo-
mas and so values detected by randomized morphometry
could elicit misleading results. In effect, morphometric
and biochemical measurements yielded similar results
although not paralleling the histological findings regard-
ing the occurrence of fibrosis.

Well-nourished and undernourished mice showed
diverging growth curves, but the effects of re-infection

upon host nutritional status in terms of body weight gain
were minimal, variations being ascribed to the type of
ingested diet.

Body, liver, and spleen weights seem to vary among
different mouse strains and according to Fanning et al.
(1981}, more than one gene appears to be involved in the
inheritance of the propensity to develop severe disease.
In the present trial, organomegaly in undernourished
mice was always lower than in well-nourished controls,
when submitted either to single or repeated infections.
Liver weights were most related to the nutritional sta-
tus of the mice, but the number of infections (single,
repeated) may influence more directly the degree of
splenomegaly. Regarding granuloma volume and hep-
atic fibrosis, differences have been found among some
inbred strains of well-nourished mice (Dunn et al., 1980),
those strains with the largest granulomas usually show-
ing most hepatic fibrosis. According to Cheever et al.
(1987), the regulation of both granuloma size and hep-
atic fibrosis is complex, involving genes both outside
and within the major histocompatibility complex, and is
at least partly independent one another (Cheever, 1997).
Previous experiment from our laboratories also showed
the importance of the genetic background in the patho-
genesis of periportal fibrosis since 4 out of 21 inbred
undernourished C57BL/10 mice developed “pipestem™
fibrosis when accidentally infected with a different par-
asite strain not usually employed in routine infection of
mice in past experiments (Coutinho, 2004).

As expected, worm burdens were higher in well-
nourished single infected mice. However, the amount of
worms recovered from undernourished re-infected ani-
mals (group B1) did not differ significantly from that
seen in well-nourished re-infected controls (group B2).
So,itis likely that differences in liver pathology observed
between the two groups were conditioned by the host
response due to its nutritional status. Values concerning
egg counts in hepatic tissue were presented for the whole
liver, since difference in liver weight between undernour-
ished mice and well-nourished controls could lead to
misleading interpretation if data per gram of liver were
used.

In this paper, attempts to induce periportal fibrosis
in undernourished infected mice by repeated infections
were not successful. Further investigations could focus,
for instance, on the characteristics of the parasite strain
to be used in mice infections, as well as on a deeper
insight regarding immune response and immunereg-
ulation in undernourished mice. A disregulation of
fibrogenic cytokine production may account for why
undernourished mice do notdevelop “pipestem” fibrosis.
According to Wyler (1992), the failure to spontaneously
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down-regulate anti-schistosomal T-cell hypersensitivity
and the resultant fibrogenic cytokine production may be
an essential feature of those hosts who progress to severe
liver fibrosis.
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Anexo A: Certificado de aprovacéo da Comisséo de Etica no uso de Animais
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Comissao de Etica no Uso de Animais

CEUA-FIOCRUZ
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desnutrido e suas relacées com a fibrogénese hepatica” sob a
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Animal adotado pelo Co!ééio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)
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