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RESUMO

MARIA, Joana Bernardo Manoel. Estudo histopatoldgico do baco de
camundongos Swiss Webster na fase aguda da esquistossomose mansoni e
associada a desnutricdo proteica. 2021. 106 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia
Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2021.

A esquistossomose mansoénica € a segunda parasitose em prevaléncia no
mundo. O contagio ocorre em corpos d’aguas doces contaminadas e com presenca
do hospedeiro intermediario. A patogenia se estabelece devido a reacdes
imunoldgicas contra ovos do Schistosoma mansoni retidos em diferentes tecidos, na
forma mais grave da doenca o baco é um dos principais 6érgdos afetados,
apresentando o desenvolvimento de esplenomegalia. A desnutricdo crénica é
ocasionada pela assimilacéo inadequada de nutrientes e se apresenta de diferentes
formas clinicas com variada magnitude. Acomete grande parte da populacéo
mundial e tem suas bases na pobreza. As deficiéncias nutricionais afetam o baco e a
modulacdo da resposta imune. Isto posto, o presente trabalho objetivou realizar
estudo histopatolégico do baco de animais esquistossomoticos induzidos a
desnutricdo proteica. Para tal, foram utilizados 26 camundongos machos, linhagem
Swiss Webster, divididos igualmente em grupos normoproteico e hipoproteico, onde
apos o desmame aos 21 dias foram alimentados com dieta contendo 22% e 8% de
teor proteico respectivamente. Na quarta semana de experimento, 7 animais de
cada grupo foi infectado com cerca de 100 cercarias (cepa BH) de S.mansoni,
formando entdo os grupos: controle normoproteico (CN), controle hipoproteico (CH),
infectado normoproteico (IN) e infectado hipoproteico (IH). A evolugdo ponderal e
consumo alimentar dos animais foram acompanhados durante todo o experimento. A
necropsia dos animais foi efetuada na nona semana de infec¢céo. Depois de retirado,
o baco foi clivado em duas partes e submetido a processamento histolégico de rotina
para inclusdo em blocos de parafina e confeccdo de laminas histologicas, coradas
por hematoxilina e eosina (H&E). As altera¢des no baco foram investigadas por meio
de analises histoldgicas qualitativas e quantitativas, com aplicacdo da morfometria
de polpa branca e capsula, da estereologia (método D36) e quantificacdo de
megacariocitos. As analises histopatolégicas evidenciaram que o grupo infectado
hipoproteico apresentou maior deposicdo de pigmentos de hemossiderina e
bilirrubina, aumento quantitativo de trabéculas e megacariocitos, embora estes
tenham apresentado sintese deficiente, e intensas alteragbes organizacionais do
parénquima esplénico. Portanto, os dados apresentados sugerem que a deficiéncia
proteica exacerba a desorganizacdo do tecido esplénico, comum na
esquistossomose.

Palavras-chave: Schistosoma. Desnutricdo proteica. Histologia. Morfometria.

Estereologia.



ABSTRACT

MARIA, Joana Bernardo Manoel. Histopathology of splenic tissue from
Schistosoma mansoni infected Swiss Webster mice induced protein
malnutrition. 2021. 106 f. Disserta¢ao (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, 2021.

Schistosomiasis mansoni is the second most prevalent parasitic disease in the
world. Contagion occurs in contaminated fresh water bodies and with the presence of
the intermediate host. The pathogenesis is established due to immunological
reactions against Schistosoma mansoni eggs retained in different tissues. Chronic
malnutrition is caused by the inadequate assimilation of nutrients and presents itself
in different clinical forms of varying magnitude. It affects a large part of the world's
population and is based on poverty. Nutritional deficiencies affect the spleen and the
modulation of the immune response. Therefore, the present study aimed to perform a
histopathological study of the spleen of schistosomal animals induced to protein
malnutrition. For this purpose, 26 male Swiss Webster mice were used, equally
divided into normoprotein and hypoprotein groups, where after weaning at 21 days,
they were fed a diet containing 22% and 8% protein content, respectively. In the
fourth week of the experiment, 7 animals from each group were infected with about
100 cercariae (BH strain) of S.mansoni, thus forming the groups: normoprotein
control (CN), hypoprotein control (CH), normoprotein infected (IN) and hypoprotein
infected (HI). The ponderal evolution and food consumption of the animals were
followed during the whole experiment. Necropsy of the animals was performed at the
ninth week of infection. After removal, the spleen was cleaved in two parts and
submitted to routine histological processing for inclusion in paraffin blocks and
preparation of histological slides, stained by hematoxylin and eosin (H&E). The
spleen alterations were investigated by means of qualitative and quantitative
histological analyses, with application of white pulp and capsule morphometry,
stereology (D36 method) and megakaryocyte quantification. The histopathological
analyses showed that the hypoprotein infected group presented a greater deposition
of hemosiderin and bilirubin pigments, quantitative increase of trabeculae and
megakaryocytes, although these presented a deficient synthesis, and intense
organizational alterations of the splenic parenchyma. Therefore, the data presented
suggest that protein deficiency exacerbates the disorganization of splenic tissue,
common in schistosomiasis.

Keywords: Schistosoma. Protein malnutrition. Histology. Morphometry. Stereology.
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INTRODUCAO

As infeccbes parasitarias causadas por helmintos manifestam grande
repercussao ao redor do mundo. Dentre as quais, a esquistossomose se sobressai
como uma helmintose de evolucdo cronica, negligenciada e endémica em paises
tropicais e subtropicais, com importante impacto clinico e socioecondémico (WHO,
2021a).

A esquistossomose mansoni apresenta uma vasta sintomatologia que passa
por febre, dor de cabeca, suores, calafrios e falta de apetite a diarreia sanguinolenta,
prurido e coceira anal e tenesmo (NEVES, D.P.; MELO, A. L.; LENARDI,P. M,;
VITOR, 2016). Possui como caracteristica histopatolégica preponderante a
modulacdo de intensa resposta inflamatdria ao redor dos ovos maduros (formacao
granulomatosa) retidos nos 6rgdos do hospedeiro, especialmente no figado,
intestino e baco. Na sua manifestacdo mais grave, hepatoesplénica, ocorre o
aumento volumétrico e demais desordens estruturais no figado, devido ao acumulo
de granulomas, com subsequente fibrose secundaria, causando hipertensdo portal
(MASI et al., 2020). O aumento do fluxo sanguineo e a estase no sistema venoso
colateral contribuem para o desenvolvimento da esplenomegalia (DA ROSA, 2019).

A desnutricdo cronica se desenvolve de forma sistémica no organismo em
virtude do consumo deficiente, em excesso ou desequilibrio de macro e/ou
micronutrientes (WHO, 2020). Quando ocorre durante a lactacdo, a desnutricdo
materna desencadeia efeitos a longo prazo nos seus descendentes que podem
chegar até a fase adulta (CORREA et al., 2011). Diversos graus de deficiéncia
proteica geram uma ampla gama de sintomas e comprometimentos ao organismo,
afeta em especial o sistema hematopoiético, podendo causar danos severos ao
timo, baco e células estronais da medula 6ssea (CUERVO-ESCOBAR et al., 2014;
FOCK et al., 2010). Também sao relatadas alteracdes na funcionalidade leucocitaria
e aumento da autofagia e deformacéo da matriz extracelular (SANTOS et al., 20164,
2019).

A esquistossomose e a desnutricdo proteica sdo graves problemas de saude
publica devido aos graus de severidade e predominio geografico de ambas.
Associadas a pobreza, ocorrem frequentemente de forma simultanea, visto que as

regides endémicas do helminto sdo comumente habitadas por popula¢cdes de baixo
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poder econémico (COUTINHO et al., 2010; MACIEL et al., 2021; MARQUES et al.,
2018).

O baco é o maior 6rgéo linfoide secundario do organismo. Apresenta uma
organizacédo estrutural determinante para o cumprimento de seu importante papel no
sistema imunoldgico, também atende aos sistemas hematopoiético e mononuclear
fagocitario (FAY, 2002; TARANTINO et al., 2011b). Apesar de raramente originar
quadros patolégicos, manifesta diversas alteragdes morfolégicas na ocorréncia de
estresse sistémico.

O baco esquistossomoético desenvolve aumento volumétrico ndo somente
devido a hipertensao portal, se deve também a hiperatividade imunoldgica solicitada
pela infecgdo (DKHIL et al., 2017). Quando em comorbidade com demais distarbios,
as estruturas esplénicas exibem variadas alteragcbes (que podem também ser
imprevisiveis), dificultando ainda mais a resposta imunoldgica (DA ROSA, 2019; DA
SILVA et al., 2012; FREITAS et al., 1999; GOMES, 2013).

Embora a associacdo entre esquistossomose e desnutricdo apresente um
vasto repertorio bibliografico, a variedade metodologica e as insuficientes referéncias
sobre o impacto desta comorbidade ao baco, dificultam a compreensao de certos
processos acarretados (COUTINHO, 2008; MACIEL et al., 2021).

Considerando que associacao entre desnutricdo proteica e esquistossomose
agrava as mudancas nas condi¢cbes de saude do hospedeiro, o presente estudo
apresenta analise histopatoldgica esplénica em modelo experimental que associa a
esquistossomose mansbnica a desnutricdo proteica, visando contribuir com

esclarecimentos para futuras novas abordagens terapéuticas.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Esquistossomose

A esquistossomose humana é uma helmintose provocada pelo trematodeo
sanguineo e digenético do género Schistosoma (CHUAH et al., 2019). Possui seis
espécies morfologicamente semelhantes que parasitam o homem, mas que habitam
diferentes localizacbes no corpo humano e divergem em patologia e locais de
oviposicdo. Destas, trés apresentam maior importancia global ou regional:
Schistosoma japonicum Katsurata, 1904 (China e sudeste da Asia), Schistosoma
haematobium Bilhartz,1852 (Africa e Arabia) e Schistosoma mansoni Sambon, 1907
(Africa, Antilhas e América do Sul), sendo a distribuicdo das espécies determinada
pela presenca do hospedeiro intermediario (GRYSEELS, 2012).

No século XVII, a escravizacdo de africanos e a imigracdo de orientais e
asiaticos possibilitou a chegada das espécies S. mansoni, S. haematonium e S.
japonicum as Américas. Embora somente a primeira tenha aqui se estabelecido,
devido ao encontro dos hospedeiros intermediarios e de condi¢bes climaticas
semelhantes ao local de origem (NEVES, D.P.; MELO, A. L.; LENARDI,P. M,
VITOR, 2016).

Os gastropodes pulmonados da familia Planorbidae, género Biomphalaria,
sdo moluscos de agua doce que possuem trés espécies amplamente difundidas no
territério e naturalmente infectadas por S. mansoni: Biomphalaria glabrata Say,
1818; Biomphalaria tenagophila D’orbigny, 1835; Biomphalaria straminea Dunker,
1848 (BRASIL, 2014a).

A esquistossomose esta entre as doencgas negligenciadas mais prevalentes e
debilitantes em areas tropicais e subtropicais (CHUAH et al., 2019). A estimativa da
OMS é de que as esquistossomoses afetem globalmente cerca de 236,6 milhdes de
pessoas e ameacem 700 milhdes em areas endémicas. Em 2019, 105,4 milhdes de
pessoas necessitaram de tratamento para a doenca. A parasitose € distribuida
geograficamente em 78 paises entre Africa, Américas (do Sul e Central) e Asia, e
afeta majoritariamente o continente africano, compreendendo 90% de todos os
casos (WHO, 2013) (Figura 1).
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Figura 1 — Mapa de distribuicdo geografica da esquistossomose mansoénica no
mundo
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Legenda: As areas em vermelho escuro mostram as regifes onde a populacdo é mais acometida pela
esquistossomose.
Fonte: Adaptado de WHO (2013).

A esquistossomose mansoénica ainda € um grave problema de salude publica
no Brasil, apresentando em torno 25 milhées de pessoas em risco de contaminacgao
e expressivos casos de formas graves e Obitos (BRASIL, 2014a). Devido a isto,
consta no quadro de prioridades no Plano Integrado de Acbes Estratégicas de
Eliminacdo de Doencas Negligenciadas (BRASIL, 2012). Segundo dados registrados
no Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e Geo-
helmintoses — INPEG (KATZ, 2018), a esquistossomose mansonica ocorre em
grande amplitude territorial, com endemismo nos estados do Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Espirito Santo e Minas Gerais
(Figura 2). Embora tenha apresentado crescente queda no nimero de casos entre
1949, 1977 e 2015 (de 10,09% para 9,24% e 1,79% respectivamente), € imperativa
a intensificacao e ampliacdo de a¢0es de controle da parasitose.
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Figura 2 — Mapa de distribuicdo da esquistossomose no Brasil
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Legenda: As areas em vermelho representam regiées com maior positividade para esquistossomose
mansonica.
Fonte: Katz (2018)

A transmissao da esquistossomose € impreterivelmente ditada pela interacao
humana com o caramujo (hospedeiro intermediario) no seu contato homem-agua.
Devido a isto, MCMANUS e colaboradores (2018) apontam a distribuicéo focal como
caracteristica chave da doenca. A ocupacdo de comunidades de baixo poder e
desenvolvimento econdmico, em condi¢cbes precérias de acesso a agua limpa e
saneamento basico préximo de corpos d’agua doce implica na necessidade de
utilizacdo de &guas naturais contaminadas para fins domésticos, recreativos,
profissionais ou agricolas (BRASIL, 2014c; KATZ; PEIXOTO, 2000), o que faz da
esquistossomose uma doenga associada a pobreza. Segundo o Ministério da
Saude, 9231 obitos foram registrados entre os anos 2000 e 2017, casos em regides
nao endémicas somaram 6632 de 2007 a 2017 e estima-se que 1,5 milhdes de
pessoas habitem areas de risco, o que ratifica a importancia de politicas de
prevencdo e controle desta parasitose pelos gestores da saude publica do pais
(BRASIL, 2021).

A patogenia da esquistossomose varia devido a uma serie de fatores relativos

tanto ao parasito quanto ao hospedeiro (KATZ; ALMEIDA, 2003) e os sintomas
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diferem ndo s6 consoante a fase da infeccdo (GRYSEELS et al.,, 2006), mas
também pela exposicdo prévia ao parasito, o que frequentemente ocorre em regioes
endémicas (BINA; PRATA, 2003), retardando e/ou dificultando o diagndstico.

Ainda ndo ha métodos diagnosticos para a esquistossomose no periodo preé-
patente (WU et al., 2010). O método de deteccdo de ovos nas fezes recomendado
pela OMS como padrdo ouro € a técnica de Kato-Katz (KATZ; CHAVES;
PELLEGRINO, 1972) que possibilita o diagndstico quantitativo de facil aplicabilidade
e baixo custo (WHO, 2013). Entretanto, a baixa sensibilidade em pessoas com baixa
carga parasitaria pode subestimar a prevaléncia da esquistossomose, causando
prejuizo aos esforcos de controle (DE VLAS; GRYSEELS, 1992; DUAN et al., 2018;
GRENFELL et al., 2013). O que impulsiona o estudo de novas técnicas aprimoradas
como: a Helmintex® (TEIXEIRA et al., 2007) que se baseia no carater
paramagnético dos ovos de S. mansoni, o método de gradiente salino (COELHO et
al., 2009), o uso de técnicas moleculares (ENK; OLIVEIRA E SILVA; RODRIGUES,
2012; GOMES et al., 2010; POMARI et al., 2019) e o teste imunolégico POC-CCA
(COLLEY et al., 2013; VAN DAM et al., 2004), que vém apresentando bons

resultados em areas de baixa carga parasitaria.

1.2. O parasito e seu ciclo biolégico

O agente causador da esquistossomose intestinal, pertence ao filo
Platyhelminthes por apresentar corpo achatado dorso-ventralmente (Figura 3). E
incluido na classe Trematoda, subclasse Digenea, e possui particularidades como
sexos separados, elevado dimorfismo sexual e ciclo heteréxeno (com hospedeiro
intermediario e definitivo) que o coloca na familia Schistomatidae. Sdo vermes
longos e finos que apresentam corpo em forma de fenda, motivando a etiologia do
género Schistosoma (gr. schisto= fenda; soma= corpo). A espécie Schistosoma
mansoni é a Unica registrada no Brasil e sua manifestacdo clinica é popularmente
conhecida como “barriga d’agua”, “xistose” ou “mal do caramujo” (MACHADO E
SILVA, J. R.; NEVES, R. H.; GOMES, 2008).
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Figura 3 — Classificacdo taxonémica do Schistosoma mansoni
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Legenda: A Figura apresenta a classificagdo taxonémica do S. mansoni desde filo a espécie.
Fonte: Adaptado de Machado e Silva, J. R.; Neves, R. H. & Gomes, (2008).

Este parasito habita o sistema venoso portal mesentérico, o macho é
esbranquicado e mede entre 0,6 a 1,0 cm de comprimento. Seu corpo € dividido em
porcdo anterior, regido cilindrica onde se encontram as ventosas oral e ventral, e
porcdo posterior, achatada dorso-ventralmente onde abriga a fémea no canal
ginecoforo (Figura 4). O corpo é todo revestido por tegumento que contém pequenas
estruturas denominadas tubérculos e possibilitam sua locomocdo (MACHADO-
SILVA et al., 1995). A fémea tem o corpo cilindrico mais longo e mais fino que do
macho medindo entre 1,2 a 1,6 cm e coloracdo mais escura e acinzentada devido a
presenca de hemozoina em seu tubo digestivo. Seu delgado corpo permite a
oviposicao nos capilares sanguineos mais finos (NEVES et al., 1998).

Diversos estudos apontam que o S. mansoni detém grande plasticidade
fenotipica como estratégia de sobrevivéncia que permite adaptar-se a diferentes
condicdes fisioldgicas de seus hospedeiros (ALENCAR et al., 2016; BARROS et al.,
2009; HULSTIJN et al., 2011; MACHADO-SILVA et al., 1995; NEVES et al., 1998,
2001, 2007a).
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Figura 4 — Vermes adultos de Schistosoma mansoni acasalados

Legenda: A Figura apresenta vermes acasalados corados por carmim cloridrico.
Fonte: Machado e Silva, J. R. ; Neves, R. H.; Gomes (2008).

Possui um ciclo biolégico complexo com a fase de reproducdo sexuada no
hospedeiro vertebrado (homem e pequenos mamiferos), e a fase de reproducéo
assexuada no hospedeiro intermediario (caramujo do género Biomphalaria) (REY,
2010).

Os vermes adultos habitam os ramos das veias mesentéricas inferiores,
principalmente na altura da parede intestinal do plexo hemorroidario, onde as
fémeas iniciam a postura dos ovos. Parte desses ovos chega a luz intestinal sendo
eliminada nas fezes (NEVES, D.P.; MELO, A. L.; LENARDI,P. M.; VITOR, 2016).

O ciclo inicia quando ovos viaveis do parasito, eliminado junto as fezes, entra
em contato com a agua. Estimulados por condicbes ambientais propicias (luz
intensa, temperatura alta e oxigenagdo da agua), os ovos eclodem liberando larvas
ciliadas, denominadas miracidios. Estes nadam em meio aquatico, encontram o
caramujo e penetram em suas partes moles através de movimentos rotatérios e
secre¢cbes glandulares. Neste ambiente passam por modificagbes, sofrem
reproducdo assexuada e se desenvolvem em cercarias (forma infectante).
Completada a formacédo da cercaria, (periodo de 27 a 30 dias), ela emerge ao meio
aquatico, quando em condicdes ideais de temperatura (28 °C) (CHUAH et al., 2019).

Em aguas contaminadas, o hospedeiro vertebrado é infectado pelas cercarias
que se fixam preferencialmente nos foliculos pilosos e com acdes litica e mecanica

penetram através da pele, o que provoca a perda da cauda (MACHADO E SILVA, J.
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R.; NEVES, R. H.;, GOMES, 2008). As cercarias se transformam em
esquistossdbmulos e ganham a circulacdo sanguinea, por onde sdo carreados
passivamente para o coracdo e pulmdes, até chegarem ao sistema porta intra-
hepético onde as formas jovens amadurecem sexualmente em macho e fémea
(LAMBERTUCCI, 2010). Vermes acasalados migram contra a corrente sanguinea
para as veias mesentéricas inferiores, onde a fémea inicia a oviposicao. Cada fémea
consegue produzir cerca de 300 ovos por dia. A postura € realizada no nivel da
submucosa, na parede de capilares e vénulas. Cerca de 50% dos ovos atravessam
a parede do intestino e eliminados nas fezes, ddo continuidade ao ciclo
(GRYSEELS, 2012) (Figura 5). Os demais seguem pelo fluxo sanguineo e ficam
retidos nos tecidos do hospedeiro (MCMANUS et al., 2018).

Figura 5 — Ciclo biologico do Schistosoma mansoni.

A\ = Estégio Infectante
A\ = Estégio Diagndstico
e As cercérias séo liberadas pelo caramujo,

; Y para a dgua, e nadam livremente
Esporocisto em caramujos

(sucessivas geragdes)

/-'
AT
@94

0 Os miracidios penetram nos
tecidos do caramujo

Ovos eclodem e\ N fozes AA

liberam miracidios 3 @
f o Pares de vermes migram para:

I3 vénulas mesentéricas do intestinotreto

(depositam ovos gue circulam
para o figado e caem nas fezes)

@ As cercarias perdem a cauda
durante a penetragéo e
transformam-se em esgistossdmulos

~&/\

@ Circulagao

P Migragéo para o sangue portal
do figado e amdurecimerto da
boge fOrma adultta @

Legenda: llustracdo do ciclo evolutivo do S.mansoni no hospedeiro definitivo (desde a penetracao na
pele até a eliminagdo nas fezes) e apds os ovos alcancarem a agua e o hospedeiro
intermediario.

Fonte: Adaptado de McManus e colaboradores (2018).
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1.3. Patologia da esquistossomose

A patogenia da esquistossomose mansoni pode desencadear diversas
manifestacdes clinicas no hospedeiro definitivo. Fatores como linhagem do parasito
e sua localizacdo no organismo, carga parasitaria, estado nutricional, idade e
imunidade do individuo séo cruciais para a evolucéo clinica da parasitose (KATZ,
ALMEIDA, 2003). O papel patogénico de maior relevancia ndo esta propriamente
relacionado ao verme adulto, mas sim aos ovos que nao alcancaram a luz intestinal
(BAPTISTA; ANDRADE, 2005).

E clinicamente classificada em fase aguda e fase cronica, sendo a aguda
dividida em periodo pré-patente (antes da postura dos ovos) e periodo patente (apés
o0 inicio da oviposicdo) (HIATT et al., 1979).

No periodo pré-patente a sintomatologia é variada. Embora grande parte dos
infectados seja assintomética, outros podem apresentar reacdes imediatas de
dermatite cercariana, também conhecido como “doen¢a de nadador’, quando ao
penetrar na pele a secrecdo das glandulas acetabulares cercarianas provoca a
liberacdo de diversas moléculas imunogénicas. A resposta inflamatoria mediada pela
resposta imune inata causa erupcao cutanea e coceira intensas, geralmente nao
reconhecidas e negligenciadas (KALI, 2015; KOLAROVA et al., 2013;
LAMBERTUCCI, 1993).

Na fase aguda, a resposta imune inata € seguida pela resposta adaptativa do
tipo Thl com mediacdo de imunocomplexos contra migracédo de esquistossdémulos e
seu estabelecimento no sistema intra-hepatico (HIATT et al., 1979; LEWIS;
TUCKER, 2014). Pode apresentar linfademia generalizada, tosse n&o produtiva,
aumento volumétrico do baco e febre (BURKE et al., 2009; COURA; AMARAL, 2004,
SCHWARTZ; FALLON, 2018). Com o inicio do periodo patente, a presenc¢a de ovos
retidos nos tecidos inicia uma intensa resposta granulomatosa (DE VLAS;
GRYSEELS, 1992; RASO; PEDROSO; NEVES, 1986).

O granuloma pode ser compreendido como uma estrutura organizada,
necessariamente composta por elementos do hospedeiro e do parasito, que mantém
uma relacdo hibrida (LENZI et al., 1998). O granuloma esquistossomotico é
entendido como um processo imunolégico do hospedeiro para neutralizar a

dispersdo das substancias antigénicas exsudadas pelos ovos (LENZI et al., 1997).
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Ao se estabelecer nos tecidos, o miracidios presente no interior do ovo libera
antigenos soluveis. Estes ativam o recrutamento de células leucocitarias que iniciam
a formacao granulomatosa. Macrofagos sé@o as primeiras células a se apresentarem,
seguidos de eosindfilos, linfocitos, neutrofilos e plasmacitos. As células se agrupam
ao redor do ovo de acordo com suas afinidades moleculares e no decorrer da
infeccdo sdo substituidas por células similares a fibroblastos que sintetizam fibras
coldgenas ao redor do ovo para sua calcificacdo (AMARAL et al., 2017; LENZI et al.,
1998).

A inflamacgéo granulomatosa nos tecidos hepatico e intestinal possui diferenca
funcional e estrutural (Figura 6). A presenca de eosindfilos é de grande importancia
ndo so pela intensa agéo inflamatoéria, como por favorecer a eliminacéo dos ovos ao
estimular o peristaltismo intestinal (AMARAL et al., 2017; HUANG; APPLETON,
2016). Takaki e colaboradores (2021) sugerem que a casca do ovo seja
imunologicamente inerte, inibindo assim a resposta granulomatosa de corpo
estranho em ovos imaturos, isto permitiria 0 amadurecimento do miracidio no seu
interior. Seria esta uma adaptacdo evolutiva para que granulomas facilitassem a

extrusdo apenas de ovos viaveis.

Figura 6 — Granuloma hepatico e intestinal
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Legenda: Alteracdes das formacgdes celulares estruturais de granuloma intestinal e hepatico.
Fonte: Adaptado de Schwartz & Fallon, (2018).

Neste periodo, as lesbes originadas pela deposicdo de ovos em diferentes

tecidos ditara a forma de apresentacdo da doenca. Em sua manifestacdo mais
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grave, a hepatoesplénica, a hipersensibilidade aos ovos desenvolve hipertenséo e
fibrose portal, cirrose hepatica e hepatoesplenomegalia (HIATT et al., 1979; NEVES,
JAYME; RASO, 1965; STRAUSS, 2002).

1.4. Esquistossomose e disturbios metabolicos do hospedeiro

Diversos trabalhos demonstram que comorbidades ou deficiéncias fisiologicas
desencadeiam alteracbes no desenvolvimento do Schistosoma e/ou na oviposicéo
(SAULE et al., 2005). Os distarbios metabdlicos podem ser compreendidos como
alteracdes de ordem metabdlica ou hemodindmica que servem de substrato para
doencas crbnicas como diabetes, dislipidemia, obesidade e cardiopatias
(HOTAMISLIGIL, 2006). Os constantes deslocamentos populacionais entre regides
endémicas e ndo endémicas, seja para fins imigratorios, profissionais, turisticos ou
de exilio estdo associados a multiplos fatores que afetam os padrfes alimentares.
Desta forma, podem causar até mesmo a sobreposi¢cdo das formas de desnutricéo,
guando associados as complexidades interativas da relacdo parasito-hospedeiro.
Devido a isso, tornam meritérios os estudos que investiguem comorbidades entre a
parasitose e demais desordens metabdlicas (HALTON, 1997; MARCHESE et al.,
2018; MCMANUS et al., 2018; WHO, 2017).

Estudos que relacionam a esquistossomose a doencas autoimunes sugerem
gue a infeccao prévia por S.mansoni pode suprimir autoanticorpos estimuladores do
receptor de tireotropina (TSHR) do tipo Thl. Possibilitando desta forma a prevencgao
do desenvolvimento do hipertireoidismo de Graves (NAGAYAMA et al.,, 2004),
camundongos diabéticos apresentaram reducdo da carga parasitaria e de ovos
maduros no intestino delgado, com consequente aumento de ovos imaturos
(HULSTIIN et al., 2011). A infeccdo por S.japonicum possui efeito inibidor da
resposta Thl e mediador proé-inflamatério, resultando na reducédo da artrite
autoimune ao nivel estrutural (SONG et al., 2011). TANG e colaboradores (2019)
justificam que, no curso da infeccdo por Schistosoma, a modulagdo da resposta
imune Thl para Th2 propicia uma resposta protetora a tais patologias.

Andlises morfométricas e estereoldgicas demonstraram que o intestino de

camundongos esquistossométicos com diabetes induzida por estreptozotocina
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deflagrou maior desarranjo morfoestrutural do jejuno, com presenca intensa de
infiltrados inflamatérios em confluéncia e extensa hipertrofia da camada muscular
(DA SILVA, 2019). Neste mesmo modelo, foi investigada a biodistribuicdo do
radionuclideo Tecnécio-99m (*°*™ Tc). Foi observada a diminuicdo na captacédo do
radiofarmaco, principalmente no figado e no pancreas, 6rgdos onde ocorrem as
principais alteracdes fisiopatoldgicas na esquistossomose mansoénica e no diabetes,
respectivamente (GOES et al., 2016).

O Schistosoma tem no hospedeiro uma fonte lipidica para fins biossintéticos
crucial para producdo de ovos (BEXKENS et al., 2019). Ubirajara (2020) observou
gue a associacao entre esquistossomose e dislipidemia embora tenha encontrado
equilibrio metabdlico da hepatomegalia em relacdo as condi¢fes isoladas, promoveu
maior inflamacéo e desestruturacdo organizacional dos tecidos hepatico e adiposo.
Neves e colaboradores (2007a) ratificaram que a dieta com alto teor de gordura
favorece o desenvolvimento dos vermes adultos, além impactar positivamente na
viabilidade, maturidade e na excre¢cdo de ovos (NEVES et al., 2007b). Na
dislipidemia associada a esquistossomose, as alteracdes esplénicas caracterizam-se
por esplenomegalia com atrofia da polpa branca e hiperplasia dos centros
germinativos, assim como aumento volumétrico da polpa vermelha comprometendo
a geracao de respostas imunes pelo hospedeiro (DA SILVA et al., 2012).

Em estudo de DA SILVA FILOMENO e colaboradores (2020) sobre efeitos da
sindrome metabdlica em comorbidade a esquistossomose na fase aguda observou-
se que, embora capaz de amenizar os niveis lipidicos e a esteatose macro e
microvesicular, a esquistossomose promove o0 agravamento das lesdes hepéticas.

Outros estudos avaliaram a esquistossomose com interacdo medicamentosa
e demais morbidades. Alencar e colaboradores (2016) realizaram a administracéo
de sinvastatina e artesunato como tratamento alternativo da parasitose em
camundongos hipercolesterolémicos. Os autores detectaram que alteracdes no
tegumento, nos tubérculos e sistema reprodutor dos vermes adultos acarretam a
reducdo da carga parasitaria.

O alcoolismo € uma condicdo ndo infecciosa que provoca distarbios
nutricionais e hepaticos, com alteragdo do metabolismo lipidico (LIEBER, 1991).
Trabalhos que estudaram os efeitos do etanol sobre o curso da esquistossomose
mansbnica observaram depressdao da imunidade mediada por células,

desencadeando diferencas na modulagdo do granuloma hepéatico, com redugéo de
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seu diametro (CASTRO et al.,, 1993). Também foi relatada a desestruturacéo
esplénica com aumento quantitativo de trabéculas e megacariocitos, e desarranjo da
polpa esplénica, além da reducdo na producdo de citocinas produzidas por linfécitos
(DA ROSA, 2019). Segundo BRANDAO-BEZERRA e colaboradores (2019) houve
danos ao tegumento e o6rgdos reprodutores de vermes adultos, ocasionados

possivelmente pela peroxidacéo lipidica induzida pelo etanol.

1.5. Bago

O baco é um 6rgéo intraperitoneal, localizado no quadrante superior esquerdo
do abdome, esta situado abaixo do diafragma, posterior ao estbmago, medial ao rim
e superior a flexura esquerda do célon. Apresenta-se como uma massa alongada,
de coloracdo que varia do vermelho-escuro ao azul-arroxeado (MOORE, KEITH L ;
DALLEY, 2013). Possui participagdo na circulagdo porta e no sistema imunologico
sendo considerado o maior 6rgao linfoide secundario do organismo. Desempenha
funcdes de filtracdo de particulas estranhas presentes no sangue, € local de
hematopoese entre 0s 4.° e 8.° meses de desenvolvimento fetal, podendo recuperar
esta funcdo quando na incapacidade de suprimento adequado pela medula 6ssea.
Também atua como reservatério de eritrocitos e efetua aporte emergencial destas
células na corrente sanguinea quando em estresse fisico (FAY, 2002; MEBIUS;
KRAAL, 2005).

O 6rgao é revestido por uma capsula composta por tecido conjuntivo denso,
fibras elasticas e miofibroblastos. A capsula emite trabéculas constituidas por
musculo liso e miofibroblastos que abrigam vasos sanguineos e linfaticos além de
nervos (TARANTINO et al., 2011a). Quando o organismo € exposto a hipdxia aguda
a contracdo dos miofibroblastos permite aumento de até 30% do volume de
eritrocitos circulantes (STEWART; MCKENZIE, 2002). Na superficie medial ocorre
espessamento da capsula para formagéo do hilo, local com maior concentracdo de
trabéculas, por onde artéria e veia esplénicas acessam o0 6rgdo. Ao penetrar no
parénquima a artéria esplénica se divide em ramos consecutivamente menores até
resultar nas artérias centrais da polpa branca (BRENDOLAN et al., 2007).

O parénquima esplénico (ou polpa esplénica) € dividido em duas regifes
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distintas funcional e morfologicamente, facilmente visualizadas a olho nu. Quando
em corte a fresco ou fixado, a superficie apresenta regides em vermelho-escuro
(polpa vermelha) pontilhadas por nédulos cinza-esbranquicados que formam a polpa
branca (RIVA et al., 2019). A organizacdo da arquitetura esplénica é fundamental
para o sucesso na identificacdo e eliminacdo de patdégenos (LEWIS; WILLIAMS;
EISENBARTH, 2019) (Figura 7).

Figura 7 — Estrutura do baco
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Legenda: Diagrama esquematico da estrutura esplénica.
Fonte: Adaptado de Wojciech e Ross (2021).

A polpa branca consiste em um agregado de células linfoides que se organiza
a partir das artérias centrais. E dividida em trés regides: (i) bainha linfatica
periarteriolar (PALS) formada por linfocitos T em maturacao; (ii) nédulo linfoide, area
formada pela expansdo PALS que pode promover o deslocamento das artérias no
arranjo estrutural da polpa branca, neste local ha presenca de centros germinativos
com linfoblastos e pré-linfocitos B em diferenciacéo, se desenvolvem apdés ativacéo
da resposta imune e guando aumentados sdo denominados nddulos esplénicos; (i)
zona marginal, area de transito de células advindas da corrente sanguinea com
grande concentracdo de macrofagos especializados, células dendriticas e linfocitos
B, atua como “interface” entre polpa branca e polpa vermelha (BRONTE; PITTET,
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2013; LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019).

A polpa vermelha é formada por seios venosos separados por corddes
esplénicos (ou de Billroth). Os corddes sdo uma rede frouxa tridimensional de
células reticulares e fibras reticulares (colageno Il e 1V) onde h& grande
concentracdo de eritrécitos, macréfagos, mondcitos, linfécitos, células dendriticas,
plasmacitos e granuldcitos (WOJCIECH; ROSS, 2021).

Ao sair da polpa branca as ramificacbes das artérias centrais formam artérias
peniciladas, seguidas de capilares arteriais que escoam 0 sangue nos sinusoides
esplénicos. Esta configuracdo permite ativacdo de respostas imunes inatas e
adaptativas. A organizacao esplénica similar a um linfonodo, com areas de células T
e B, permite que os diversos subconjuntos de células T e B, células dendriticas e
macrofagos exercam fungfes distintas. A exemplo dos macroéfagos, enquanto na
zona marginal sédo especializados no reconhecimento e remocdo de virus e
bactérias, na polpa vermelha atuam na fagocitose de eritrécitos e reciclagem do
ferro (BRONTE; PITTET, 2013). O quadro 1 apresenta diferentes funcbes de polpa
branca e polpa vermelha.

Quadro 1 — Funcbes do baco

Polpa Branca Polpa vermelha
¢ Fagocitose de antigenos e ¢ Liberagao de anticorpos produzidos
imunocomplexos circulantes; por plasmdécitos;
¢ Apresentacdo de antigenos a ¢ Hematopoiese (fetal ou
linfocitos T; compensatoria);
e Ativacdo e proliferacao de linfécitos e Filtro sanguineo para patdgenos e
TeB; células danificadas e senescentes;
e Liberacdo de anticorpos apds desafio e Ambiente onde eritrécitos se
antigénico; desprendem de residuos sélidos
¢ Remocao de antigenos ¢ Armazenamento de eritrdcitos,
macromoleculares e plaguetas e mondcitos
microorganismos opsonizados. indiferenciados;
¢ Reciclagem do ferro presente na
hemoglobina com formacao de
pigmentos de bilirrubina e
hemossiderina.

Fonte: Bronte & Pittet (2013); Wojciech & Ross (2021).
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Embora raramente seja local inicial e de principal manifestacao clinica de uma
patologia, o baco ocupa papel central no sistema de defesa do sangue (FAY, 2002;
KASHIMURA, 2020). As principais histopatologias do baco infeccioso agudo exibem
dilatacdo dos seios venosos, espessamento hiperplasico dos corddes esplénicos,
aumento dos depdsitos de hemossiderina, hiperplasia dos nodulos linfoides e/ou
PALS, atrofia de polpa branca e/ou polpa vermelha fibrose capsular ou
parenquimatosa e congestéo intensa das veias trabeculares (SUTTIE, 2006). Em
deficiéncia proteica, observa-se desarranjo estrutural da polpa esplénica, reducédo e
supressdo dos nodulos linfoides, alteracdo percentual das subpopulacbes de
linfécitos, desregulacdo da expressao de citocinas e hipotrofia ou atrofia do 6rgao
(BORELLI et al., 2004; CUERVO-ESCOBAR et al., 2014).

No curso da infec¢do esquistossomética o aumento volumétrico do baco se
deve a acdo constante da pressdo com estase sanguinea em sua estrutura
esponjosa e a hiperatividade imunolégica (DKHIL et al., 2017). Apesar de apresentar
individuos infectados por S.mansoni assintomaticos, em sua maioria, em uma
parcela de 5% a 10% dos casos a fibrose hepatica evolui com gravidade provocando
hipertenséo portal, esplenomegalia e varizes esofagicas (FERREIRA et al., 2017).

A deposicdo de ovos nos ramos intra-hepaticos incita a reacdo inflamatéria
granulomatosa que caracteriza a patologia da esquistossomose (LENZI et al., 1997).
A inflamacao solicita o surgimento da fibrose hepatica, que pode alterar o fluxo
sanguineo, tornando-o hepatofugal (MASI et al., 2020). Conforme a intensidade da
infeccdo, o deslocamento dos ovos na corrente sanguinea pode provocar oclusao
venosa e associado a fibrose hepética. Fato que provoca o aumento do fluxo e
estase no sistema venoso colateral, especialmente na veia esplénica, elevando o
suprimento de células sanguineas no baco, suscitando o desenvolvimento da
esplenomegalia (CORREIA et al., 2009) (Figura 8).
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Figura 8 — Hipertenséo portal
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Legenda: A imagem apresenta a representacéo do fluxo sanguineo quando na hipertenséo portal.
Fonte: A autora, 2021.

Andlises morfométricas do baco de individuos portadores de
hepatoesplenismo esquistossomatico realizadas por Freitas e colaboradores (1999)
evidenciou que o aumento do baco estd relacionado a expansdo congestiva da
polpa vermelha e ao aumento das trabéculas fibrosas. Os autores ressaltam que as
alteracdes da polpa branca sédo imprevisiveis e variaveis, podem apresentar nédulos
linfoides aumentados e com centro germinativo largo e claro ou atroficos e com
niveis de fibrose.

Ao associar a esquistossomose com dislipidemia Da Silva e colaboradores
(2012) observaram uma desorganizacao estrutural do baco com decréscimo de
células da polpa branca e polpa vermelha, hiperplasia do centro germinativo e
formacdo granulomatosa (Figura 9; imagens A e B). A programacdo metabdlica por
restricdo caldrica provocou hiperplasia e hipertrofia de polpa branca e presenca de
agregados linfocitarios nos seios marginais, além do acréscimo de megacariécitos e
trabéculas em polpa vermelha em camundongos esquistossométicos (Figura 9;
imagem C) (GOMES, 2013). A helmintose teve sua morbidade exacerbada quando
atrelada ao alcoolismo. No parénquima esplénico Da Rosa (2019) constatou a
desestruturacdo total da polpa branca, centros germinativos hiperplasicos ou
atréficos, fibrose capsular e aumento quantitativo de megacariocitos, trabéculas e

pigmentos de hemossiderina (Figura 9; imagem D).
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Figura 9 — Alterac6es esplénicas em camundongos esquistossomoticos

Legenda: Observamos em A: presenca de granuloma (G) na polpa esplénica; B: atrofia da polpa
branca (PB) e polpa vermelha (PV); C: hiperplasia e hipertrofia de polpa branca (PB); D:
desestruturacdo da polpa branca (PB), presenca de megacariocitos (circulo) e trabécula
(retangulo).

Fonte: Adaptado de: imagem A e B: da Silva e colaboradores ,(2012); imagem C: (GOMES, 2013);
imagem D: (DA ROSA, 2019).

1.6. Desnutrigcéo

A mé-nutricdo pode ser compreendida como uma condicao fisiolégica anormal
decorrente da assimilacédo inadequada de nutrientes, que conduz o organismo a um
estado patolégico com diferentes graus de gravidade e manifestacbes clinicas
(GOMEZ SANTOS, 2016). Por estar relacionada a excessos e desequilibrios na
ingestdo de calorias e de macro/micronutrientes é categorizada em trés grandes
grupos: (i) desnutricdo, (ii) deficiéncia de micronutrientes e (iii) sobrepeso e
obesidade (WHO, 2020).

Reconhecendo que exterminar a fome e a desnutricdo em todo o mundo, com

desenvolvimento de agricultura e sistemas alimentares saudaveis, € fundamental
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para alcancar os desafios da Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentavel, a
Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) lancou em 2012 o Desafio Fome Zero. Nele
foi firmado o compromisso em promover transformagéao efetiva em todos os estados-
membros (ONU, 2015). Embora sejam grandes os esfor¢os, segundo o relatorio The
State of Food Security and Nutrition in the World, publicado em 2020, um numero
inaceitavel de pessoas ainda sofre fome, inseguranca alimentar e desnutricdo por
ndo poderem arcar com os custos de uma alimentacdo saudavel. Em todo o mundo,
1,5 bilhdes de pessoas ndo pode pagar por uma dieta que cumpra com 0s niveis
essenciais de nutrientes e mais de 3 bilhdes ndo tém acesso a mais barata das
dietas saudaveis (FAO; IFAD;UNICEF;,WFP;WHO, 2020).

A desnutricdo tem aspecto clinico-social multifatorial, ao discorrer sobre
fatores que influenciam na mortalidade, CALDWELL (1979) questiona qual a
possibilidade de melhoria nutricional de determinados membros da sociedade sem o
aumento da renda per capita. A Declaracdo Universal dos Direitos Humanos
estabelece, no artigo 25, que o acesso fisico e econébmico de todas as pessoas a
alimentos e recursos (0 que inclui acesso a agua) de forma continua € direito
humano inalienavel e imprescindivel a cidadania. Independente de fatores culturais,
sociais, étnicos, econdmicos, climaticos e ecoldgicos de cada pessoa ou grupo
social (BRASIL, 2014b). Investir na prevencdo da desnutricdo favorece o
desenvolvimento de uma nagdo, visto que 0s consequentes problemas de saude
promovem perda da produtividade e da capacidade cognitiva, impactando os setores
econdmico, cultural e tecnolégico (IFAD, 2019).

Em 2020, a pandemia do novo coronavirus (Covid-19) além de afetar o setor
de alimentos e agricultura, contribuiu para elevar as desigualdades sociais devido ao
aumento do endividamento e/ou desemprego e da interrupcdo dos sistemas de
transporte e conexdes globais utilizados por profissionais humanitarios e da saude
(FARRELL et al., 2020; PENSSAN, 2021). Neste cenério, segundo World Food
Programe (WFP), 155 milhdes de pessoas experimentou a forma aguda da fome
(WFP, 2021).

A desnutricdo crbnica afetava globalmente 678,1 milhdes de pessoas em
2018. Quadro que se agravou em 2019 para 687,8 milhbes e estima-se que
atualmente 872 milhdes tenham consumo alimentar insuficiente, correspondente a
8,9% de toda a populacdo (FAO; IFAD;UNICEF;WFP;WHO, 2020; WFP, 2021).

Trata-se de um dos maiores problemas de salude publica e afeta todos os paises,
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principalmente regies em desenvolvimento, com destaque para Asia e Africa que
registram 381,1 e 250,3 milhdes de desnutridos, respectivamente (FAO,;
IFAD;UNICEF;WFP;WHO, 2020). A distribuicdo geografica da desnutricdo cronica

esta representada na Figura 10.

Figura 10 — Mapa da Fome crénica mundial 2020
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Legenda: No mapa, as cores frias representam areas com menor prevaléncia da fome crdnica,
enquanto as cores quentes indicam maior incidéncia de acordo com a intensidade.
Fonte: Adaptado de WFP, 2020.

Segundo a Escala Brasileira de Inseguranga Alimentar (EBIA), entende-se
como seguranca alimentar (SA), a condicdo de acesso pleno a alimentos, tanto em
guantidade como em qualidade, em um ambiente domiciliar. A inseguranca
alimentar (IA) ocorre em um processo progressivo composto por quatro niveis
(Quadro 2), que inicia com a perda da qualidade nutricional, passa pela instabilidade
e privacao alimentar dos individuos adultos, culminando no quadro de fome, atingido

todos os membros da familia, inclusive criancas (BRASIL, 2014b).
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Quadro 2 — Niveis de Inseguranca Alimentar

Nivel de Descricao
seguranca alimentar
SA A familia tem acesso regular e permanente a alimentos,
garantindo as necessidades essenciais.
IA leve Eminéncia de restricdo alimentar domiciliar. Reducao

estratégica da qualidade alimentar a fim de garantir a
guantidade de consumo a todos os membros.

IA moderada Reducéo/privacdo quantitativa de alimentos entre os
adultos da familia.
IA severa Privacdo quantitativa de alimentos entre adultos e

criancgas. Estabelecimento da fome domiciliar.

Fonte: Adaptado de Brasil, (2014b).

Em 2014, uma série de politicas publicas em atencdo a pessoas em
vulnerabilidade social possibilitou a saida do Brasil do mapa da fome da ONU
(PENSSAN, 2021). Embora este fato ainda seja divulgado pelo Governo Federal,
com reafirmacéo da aplicacdo de ac¢des sociais, sobretudo durante a pandemia da
Covid-19 (BRASIL, 2020), de acordo com IBGE, (2020) entre os anos de 2017 e
2018, 36,7% dos 68,9 milhdes de domicilios nacionais apresentavam algum dos
niveis de IA, o que representa 84,9 milhdes de pessoas. Vale ressaltar que um pais
entra no Mapa da Fome quando a fome crbnica (IA severa) atinge 5% ou mais de
sua populacdo (WFP, 2020). O Inquérito Nacional Sobre Inseguranca Alimentar no
Contexto da Pandemia da Covid-19 no Brasil ressalta que o recrudescimento da
fome destaca o retrocesso ocorrido no pais nos ultimos cinco anos. Neste periodo a
IA teve um aumento de 8,0% ao ano, taxa que entre os anos de 2018 e 2020 foi
elevada para 27,6% ao ano (PENSSAN, 2021).

O representante do Brasil na ONU — Daniel Balaban — justifica que a auséncia
do pais no relatério FAO; IFAD;UNICEF;WFP;WHO (2020) se deve ao envio de
dados sem a atualizacdo da Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) 2017-2018,
realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Balaban associa
o0 impacto negativo na SA a crise econdbmica seguida de reajustes fiscais que
promoveram o desmantelamento de politicas sociais (BARRUCHO, 2020).

PENSSAN (2021) elabora que o aumento da pobreza como agravante da IA
relacionado a multiplicidade fatorial de aspectos sociais fortemente afetados pela
crise sanitaria vigente coloca o Brasil em uma condi¢cdo de sindemia. Segundo a

pesquisa, em 2020 o pais possuia 211,7 milh6es de habitantes e destes, 116,38
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milhdes viviam em algum nivel de IA. A fome crbnica era sofrida por 19,1 milhdes, ou
seja, 9,0% da populacdo. Apenas entre os anos de 2018 e 2020, 9 milhdes
experienciaram este quadro. Ainda conforme o relatério, as desigualdades
sociodemograficas se confirmaram com maiores concentracdes de IA grave nas
regides Norte e Nordeste, em lares chefiados por mulheres e domicilios com
pessoas autodeclaradas negras. Na Figura 11 esta representada a distribuicdo

geografica da IA grave em evolugdo entre os anos de 2013 e 2020.

Figura 11 — Distribuicdo geografica da inseguranca alimentar grave
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Legenda: Representacao gréfica da evolucdo da IA grave entre os anos de 2013 e 2020.
Fonte: Adaptado de (PENSSAN, 2021).

Comumente associada a fome, a desnutricdo também esta etimologicamente
ligada a dietas que estimulam o consumo inadequado de macro/micronutrientes, ao
desbalango entre fornecimento nutricional e demanda do organismo e a demais
processos patologicos que interferem na absorcdo, digestdo e/ou excrecao
(ALBERDA; GRAF; MCCARGAR, 2006; SAUNDERS; SMITH, 2010). Isto implica na
variacédo de perfis da desnutricdo, que podem ser independentes ou concomitantes
entre si e a demais patologias. De fato, a desnutricdo € uma das principais causas

de mortalidade em comorbidade a inumeras doengas (FRANCA et al., 2009).
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1.7. Disturbios da desnutri¢céo proteica

A patogenia da desnutricdo depende de fatores como idade do individuo, da
intensidade, duracdo e causa da insuficiéncia nutricional (CHANDRA, 1997).
Promove perda de peso, retardo no crescimento, compromete a imunidade inata e
adaptativa, causa danos a mucosa gastrointestinal provocando perda de apetite e
ma& absorcdo dos alimentos. Também gera alteracdes psicomotoras, psicossociais,
hematoldgicas e enddcrinas, com a desregulacdo humoral afetando principalmente
os horménios da tireoide, do crescimento e insulina (GROVER; EE, 2009; SAWAYA,
2006).

Segundo FAO e WHO (1973) a desnutricdo proteico-energética (DPE) é
caracterizada pelo suprimento celular insuficiente de proteinas e/ou energia. Pode
ou nao estar vinculada a deficiéncia vitaminica, mineral ou de oligoelementos
(ALBERDA; GRAF; MCCARGAR, 2006). Essa categoria de desnutricdo, que
atualmente se destaca em prevaléncia mundial, avanga progressivamente no
organismo provocando compensacdes metabdlicas adaptativas que afetam todos os
processos do organismo (MONTE, 2000).

As alterac6es no metabolismo proteico provoca perda do musculo esquelético
com acao inflamatoria que induz a promocao do catabolismo muscular e inibicdo da
sintese proteica para reparo tecidual (GROVER; EE, 2009; JENSEN et al., 2009). As
proteinas constituem o principal componente estrutural celular. Seu consumo
escasso implica na perturbacdo do metabolismo de carboidratos, por serem fontes
primérias de energia. O prolongamento desta condi¢do gera incapacidade adaptativa
de todos os tecidos, 6rgdos e sistemas fadando-os a faléncia (JIA et al., 2012;
KHAN; BHUTTA, 2010).

As manifesta¢gbes clinicas da DPE variam de acordo com sua gravidade,
idade do individuo e possiveis comorbidades. Com maior prevaléncia em criangas e
idosos, estd associada a 45% das causas de morte infantis (WHO, 2020).
Apresentam-se nas formas clinicas Kwashiorkor e Marasmo, que podem ocorrer
isoladamente ou combinadas.

O termo africano Kwashiorkor conduz referéncia ao filho mais velho. Foi
introduzido em 1935 por Cicely D. Willians para indicar a negligéncia ao filho mais

velho ap6s o nascimento de uma nova crianca. Esta forma de DPE é determinada
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por dieta pobre em proteina, vitaminas e minerais, e caracterizada pelo retardo no
crescimento, perda de peso, hepatomegalia e edema, localizado preferencialmente
nos membros inferiores, alteracdes mentais e no humor. Também é parte da
sintomatologia a queda capilar associada a alteracdo em sua textura, brilho e cor. A
pele pode apresentar despigmentacédo, descamacéo e lesbes (KRAWINKEL, 2003;
MONTE, 2000).

No Brasil, a forma preponderante de DPE € o marasmo. Frequentemente
observado em criangas, é causado pela privacdo cronica de energia. Instaura-se ao
longo do primeiro ano de vida, quando ao ser desmamada precocemente, a crianca
recebe alimentacao deficiente (SAWAYA, 2006). A perda ponderal é marcada pela
deplecdo do tecido muscular esquelético e gordura subcutdnea para tentativa de
protecdo aos 6rgdos vitais. Pode apresentar abdome proeminente, extremidades
delgadas e pele com aparéncia envelhecida e pregas frouxas, principalmente na
regido das nddegas (MONTE, 2000).

A resposta imune é um processo que se desenvolve com a proliferacao
celular e sintese proteica. Desta forma a deficiéncia nutricional causa inabilidade
metabdlica celular, prejudicando a eficiéncia na reacdo a estimulos patogénicos. A
conexdo entre imunidade e nutricdo ndo se estabelece somente ao nivel celular,
como atinge 6rgaos e sistemas. Os tecidos mais atingidos sao aqueles com alto teor
de renovacao celular (CORISH; KENNEDY, 2000; DEO, 1978).

Borelli e colaboradores (2007) observaram hipoplasia de medula éssea em
camundongos submetidos a desnutricdo proteica. O comprometimento estrutural
acompanhou quadros de anemia, leucopenia e neurogenia, tornando o organismo
mais susceptivel a infeccdes (NAKAJIMA et al., 2014; SANTOS et al., 2016a).

A desnutricdo provoca atrofia do timo e esta é uma alteracdo de grande
impacto imunoldgico, pois permite excesso de falhas no processo de diferenciacéo
de células T, prejudicando a funcionalidade das mesmas (CHANDRA, 1997;
CUERVO-ESCOBAR et al., 2014). A DPE abala os processos de proliferacao,
diferenciacdo e maturacdo dos linfocitos, reduzindo quantitativamente sua presenca
no timo, baco e linfonodos (NAKAJIMA et al., 2014).

As bases da multifatorialidade da desnutricdo séo alicercadas na pobreza. O
individuo incapaz de obter uma nutricdo adequada esta majoritariamente exposto a
condicdes precérias de habitagdo e saneamento que aumentam a vulnerabilidade a

infeccbes parasitarias, arboviréticas e/ou demais desordens metabdlicas e
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imunologicas (CAMPINO, 1986). A desnutricdo potencializa a susceptibilidade e a
gravidade a infeccdes, por outro lado, a reducdo do apetite, a ma absorcdo e o
aumento na demanda de nutrientes promovidos pela infeccdo agravam a
desnutricdo. Neste contexto, uma crianca desnutrida estd mais destinada a
mortalidade antes de completar 5 anos, e sua sobrevivéncia € atrelada a sequelas
incapacitantes que mantém o ciclo da pobreza e da fome (CHISTI et al., 2009;
RYTTER et al., 2014). A Figura 12 ilustra esta pluralidade.

Figura 12 — Multifatorialidade da desnutrigdo

Desnutricao

¥ Seguranca Alimentar

/ ¥ apetite

¥ absorvigdo

Pobreza # utiizagso lelmunidadet}

\ A excrecao

¥ condigdes de vida
A carga de patégeno

A enteropata \ I nfecgﬁes Fatores ndo

imunolégicos agravantes

V acesso ao sistema de saude ¥ musculos respiratérios
¥ politicas publicas 4 propensao a desidratacao

Vfuncéao cardiarca
\ Mortalidade &~~~

Legenda: Esquematizagdo da interagdo entre os miltiplos fatores relacionados a desnutri¢ao.
Fonte: Adaptado de RYTTER e colaboradores (2014).

1.8. Esquistossomose e desnutricao

Estudos que relacionam doencas infecto-parasitarias a ma-nutricdo sao
comumente realizados em populacbes humanas e em modelos experimentais
murinos (COUTINHO, 2008). Sdo de grande valia para identificacdo de &reas de

maior gravidade e para elaboracdo de estratégias de controle e prevencédo por
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governos locais e agbes de organizacdes humanitarias (MILLWARD; JACKSON,
2004).

Trabalhos que examinam a sobreposicdo de parasitoses a processos
inflamatoérios crénicos em humanos destacam a contribuicdo da esquistossomose
para a evolucdo da anemia e subnutricdo. Sdo fatores que provocam impactos
fisiologicos e sociais como retardo do crescimento, baixo desempenho escolar e
produtividade laboral, contribuindo para o mantenimento da pobreza (CASTRO et
al., 1971; COLLEY et al., 2013; MNKUGWE et al., 2020). S&do estudos de grande
importancia epidemioldgica que buscam direcionar profissionais da saude e da
gestao publica (KABONGO et al., 2018; MUNISI et al., 2016).

O uso de modelos animais permite a avaliagdo controlada de fenémenos
naturais. A vantagem do estudo animal consiste na possibilidade de verificacao
individual de cada parametro, algo que ndo ocorre em populacdes humanas
(FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA, 2005; HENRIQUES BRITO et al., 2016). As
relacbes entre deficiéncias nutricionais e esquistossomose possui uma vasta
literatura, mas a diversidade de abordagens metodoldgicas permite a existéncia de
aspectos ainda mal elucidados, com resultados que podem se apresentar de forma
conflitante (COUTINHO, 2008).

Coutinho (1980) néo observou influencia da desnutricdo no curso da infec¢cao
esquistossomaética, embora a parasitose tenha contribuido para o agravamento da
desnutricdo prévia no hospedeiro. No entanto, Magalhdes e colaboradores (1986b)
encontraram menor reacao inflamatéria granulomatosa no figado e jejuno em
animais com deficiéncia nutricional.

Oliveira e colaboradores (2003) especularam que ocorreram adaptacdes
fisiolégicas tanto no hospedeiro quanto no parasito para a auséncia de efeitos
prejudiciais da desnutricdo nos vermes adultos, pois mesmo apresentando
diferentes modificacbes morfolégicas, ndo houve impacto na capacidade
reprodutiva. N&o obstante, a privacdo proteica seja determinante para a
fecundidade, evidenciado efeito negativo no nimero de ovos retidos no intestino
(MACIEL et al., 2021).

Nosso grupo de pesquisa estabeleceu um modelo de restricdo proteica por
um periodo de 13 semanas (do desmame a eutanasia) que visou avaliar os efeitos
da comorbidade na morfologia e plasticidade fenotipica de vermes adultos
(BARROS et al., 2009; NEVES et al., 2001, 2002; OLIVEIRA et al., 2003), biometria
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dos animais (SIMOES et al., 2002), estudos parasitolégicos (cinética de postagem
de ovos e oorgrama) (CORREA et al., 2011; SIMOES et al., 2002) e histopatologia e
morfometria hepatica e esplénica (CORREA et al., 2011; GOMES, 2013).

Observamos que a restricdo proteica promoveu alteragcbes na modulacéo da

resposta imune e no desenvolvimento do S. mansoni e embora ndo tenha

influenciado ou aumentado a quantidade de ovos, impactou na viabilidade dos

mesmos. O quadro 3 sumariza a alteracdes observadas mais relevantes:

Quadro 3 — Sumario dos dados do modelo de desnutricido proteica

Tipo de dieta Hospedeiro Efeito Referéncia
Dieta hipoproteica Camundongo Swiss Alteracdo dos parametros
8% RDB Webster estruturais do parasito Neves etal., 2001

Dieta hipoproteica
8% RDB

Camundongo Swiss
Webster

| Massa de Iébulos
testiculares

| Estrutural de ovos
intrauterinos

Neves et al., 2002

Dieta hipoproteica
8%

Camundongo Swiss
Webster

| Massa corporal
| Ovos na porgéo distal do
intestino
1 Quantidade e duragao da
0OVOpOsicao

Simoes et al., 2002

Dieta hipoproteica
8% RDB

Camundongo Swiss
Webster

| Pardmetros morfométricos
dos vermes adultos

Oliveira et al., 2003

Dieta hipoproteica
8%

Camundongo Swiss
Webster

| Concentracao de
albumina sérica
| Ganho de peso pos-
infecgcéo
| Pardmetros morfométricos
dos vermes adultos

Barros et al., 2009

Programacéo
metabdlica; dieta
hipoproteica 8%

Camundongo Swiss
Webster

| Massa corporal
| Consumo alimentar
1 Ovoposicao
1 Area de granulomas
exudativos

| Area de granulomas

exudativos produtivos
Infiltrados leucocitarios na
auséncia de granulomas

Corréa et al., 2011

Programacéo
metabdlica; dieta
hipoproteica 8%

Camundongo Swiss
Webster

Hiperplasia e hipertrofia da
polpa branca
| Quantitativa de eritrdcitos,
macrdéfagos e
megacariécitos
1 Pigmentos de
hemossiderina e bilirrubina

Gomes, 2013

Legenda: RDB:dieta basica regional.
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A esquistossomose € considerada a segunda maior parasitose em
prevaléncia e impactos socioeconémicos, atras apenas da malaria (WHO, 2021b).
Representa ao Brasil um 6nus de R$ 155 milhdes aos cofres publicos apenas no
que se refere ao tratamento de sautde ofertado pelo Sistema Unico de Salde (SUS)
(NASCIMENTO et al., 2019). Trata-se de uma doenca relacionada a pobreza que
depende do contato humano com aguas pluviais contaminadas para transmissao e
da presenca do caramujo hospedeiro para conclusdo do seu ciclo biologico
(MACHADO-SILVA et al., 1995).

Atualmente cerca de 100 milhdes de brasileiros vivem em IA. Esta é uma
sindemia causada por estrutura social de desigualdades que entre muitos fatores,
relaciona a IA a inseguranca hidrica. Dentre os domicilios com classificacdo de IA
severa e moderada, apenas 43,4% e 47,8% apresentam esgotamento sanitario
(IBGE, 2020).

A ampla prevaléncia e distribuicdo geografica da esquistossomose,
sobreposta ao recrudescimento da IA em areas endémicas e ndo endémicas, torna
crucial a realizacdo de estudos acerca desta associacdo para haver maior
compreensao dos processos fisiopatolégicos ocorridos e respectivos agravos

gerados.
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2 OBJETIVOS

2.1. Geral

Realizar estudo histopatolégico do baco de camundongos Swiss Webster
esquistossomaéticos e com desnutricao proteica

2.2. Especificos

a) Comparar massa corporal e consumo alimentar dos grupos
experimentais;

b) Identificar alteracBes histologicas qualitativas do parénquima
esplénico;

c) Utilizar a estereologia pelo método D36 para estudar o arranjo
estrutural tridimensional interno do baco;

d) Realizar a morfometria da polpa branca e capsula;

e) Quantificar megacaridcitos no tecido esplénico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento experimental

Neste experimento foram utilizados 20 camundongos Swiss Webster machos
que receberam dieta padrdo ou hipoproteica e agua ad libitum (Figura 13).
Originalmente foram criados dois grupos com 10 animais (grupo normoproteico) que
receberam dieta padrdo e 10 animais (grupo hipoproteico) que receberam dieta com
déficit de proteinas.

Na 4.2 semana, 5 animais de ambos os grupos foram infectados com cerca de
100 cercarias de S. mansoni, formando os grupos: infectado normoproteico e
infectado hipoproteico.

A eutandsia dos animais ocorreu na 9.2 semana de infeccdo, caracterizando a
fase aguda da esquistossomose. Os itens posteriores descrevem notadamente a

metodologia empregada.



49

Figura 13 — Delineamento experimental

Grupos

Camundongos Swiss Webster a experimentais
Desmamados aos 21 dias

Dieta
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Hipoproteica

(H)

Dietas experimentais Normoproteica
(N)

[ | [ |

Infecgdo por S. mansoni

Infectado (IN) Controle (CN) Controle (CH) Infectado (IH)
(Cepa BH)

)

Necropsia

—L

Processamento
histoldgico

—

Anadlises

histolégicas
—

. Histologia qualitativa

- ‘ Morfometria de polpa
¥ brancae capsula

: . Quantificagdo de
. megacaridcitos

Fonte: A autora, 2021.

3.2. Comité de ética

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal, do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
(Universidade do Estado do Rio de Janeiro — UERJ) sob o protocolo de nimero
CEUA 062/2018 (Anexo A).
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3.3. Animais

Foram utilizados 20 camundongos machos da espécie Mus musculus,
linhagem Swiss Webster, desmamados aos 21 dias de vida. Dentre eles, 10 ndo
infectados e 10 infectados.

Durante o experimento, os animais foram mantidos no biotério da Disciplina
de Parasitologia divididos em grupos de dois ou trés animais em gaiolas de
polipropileno (40 x 33 cm) forradas com maravalha de pinho autoclavada, com
acesso a agua e racao ad libitum, em sala com umidade e temperatura controladas
(60 £ 10%; 21 + 1 °C), expostos a ciclos de luz artificial e escuro (12/12 horas) e
exaustor para circulagdo do ar. Nao houve mortalidade espontanea de animais ao

longo do experimento.

3.4. Dietas experimentais

Aposs o desmame (21 dias), os animais do grupo hipoproteico receberam dieta
especifica produzida comercialmente com 8% de proteinas pela PragSolucdes
Biociéncias® Sao Paulo, Brasil, para inducao da desnutricdo (BARROS et al., 2009;
CORREA et al., 2011; GOMES, 2013; SIMOES et al., 2002). Enquanto animais do
grupo normoproteico (controle) receberam dieta comercial CR1 da Nuvilab®, Séo
Paulo, Brasil, com 22% de proteina. Foram oferecidos cerca de 100g de racdo (dieta
padrdo ou hipoproteica) por animal em cada caixa (gaiola). A tabela 1 apresenta a

composicao nutricional das referidas dietas.
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Tabela 1 - Composicao nutricional das dietas experimentais (%)

Nutrientes Dietas
Padréao Hipoproteica
Valores percentuais (%)

Proteina Bruta 22 8
Carboidratos 54 74
Extrato etéreo (gorduras) 4 4
Material mineral 10 8
Fibra bruta 8 6
Célcio (max.) 1,4 1,7
Fosforo (min.) 0,8 0,8
Misturas de vitaminas (mgQ) * *
Misturas de minerais (mg) * *
Valor caldrico total (Kcal) 3400 3640
Carboidratos (% de calorias) 63,5 81,32
Proteinas (% de calorias) 25,88 8,79
Lipidios (% de calorias) 10,59 9,89

*De acordo com as recomendacdes do American Institute of Nutrition, AIN-93G (REEVES; NIELSEN,;
FAHEY, 1993).
Fatores de converséo: carboidratos 4 kcal/g, proteinas 4 kcal/g, lipidios 9 kcal/g.

3.5. Biometriados animais

Durante todo o experimento aferimos o consumo alimentar e a massa
corporal dos animais em balanca de precisdo Marte Cientifica AD 2000 a cada sete

dias. Desta forma, realizamos os seguintes calculos:

3.5.1. Consumo de racao

Obtivemos a média de consumo semanal (g) de racédo com a férmula:

sobra de ragdo (t) — racdo ofertada (t—1) (1)

Consumo alimentar semanal =

n animais
Onde: t representa o tempo experimental e n 0 nimero de animais.
A partir dos valores proteicos percentuais, disponiveis na tabela nutricional

(tépico 3.4), determinamos o consumo proteico semanal dos animais com aplicacéo

da féormula:
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Consumo alimentar
(2)

Consumo proteico semanal = 00 x % proteico

3.5.2. Ganho de massa

O ganho de massa semanal (g) foi realizado com a férmula:
Ganho de massa semanal = massa corporal (t) — massa corporal (t — 1) (3)

Onde: t representa o tempo experimental.

3.6. Infeccéo experimental

A infeccado experimental foi realizada na quarta semana do experimento.
Foram utilizadas cercarias da cepa BH (Belo Horizonte) de S. mansoni fornecidas
pelo Laboratorio de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz. Apdos quantificar o
ndamero de cercarias em microscopio Nikon modelo Eclipse E200LED MV R, Nikon
Corporation, Toquio/Japdo, e ajustar a concentracdo desejada, inoculamos cada
animal por via subcutanea na regido toracica, com cerca de 100 cercarias diluidas
em agua destilada, recém-liberadas de caramujos Biomphalaria glabrata. Animais

nao infectados foram mantidos como controle negativo.

3.7. Grupos experimentais

Completadas quatro semanas da administracdo das dietas, os animais foram
distribuidos em quatro grupos de estudo com cinco animais em cada grupo nao

infectado e cinco animais em cada grupo infectado pelo S. mansoni (Quadro 4).
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Quadro 4 — Grupos experimentais

o
Dieta N.' dg Grupo Legenda
animais
CN  Nao infectado normoproteico (controle)
Padrao 5 o ) .
CH  Nao infectado hipoproteico
IN Infectado normoproteico
Hipoproteica 5

IH Infectado hipoproteico

3.8. Eutanéasia

A eutandsia ocorreu na nona semana de infec¢do, totalizando 13 semanas de
experimento. ApGs submetidos a injecdo de 100 pl de heparina por via subcutanea,

0s animais foram a 6bito em camara de CO,.

3.9. Processamento histolégico do bago e coloracdo das |laminas

O baco dos animais foi retirado, clivado longitudinalmente em dois e fixado
em formol 10% tamponado, a temperatura ambiente. ApGds 48 horas, iniciamos o
processamento histolégico de rotina com etapas de desidratacdo em série alcodlica
gradual, diafanizacdo em xilol e inclusdo em blocos de parafina (MOLINARO,;
CAPUTO; AMENDOEIRA, 2010) (Figura 14). Os blocos foram cortados em
micrétomo Leica Biosystemd RM2125 RTS, China (espessura de 5 um) para

confeccao de laminas histolégicas.




Figura 14 — Etapas do processamento histologico

—

Fixacao

e Formol 10% tamponado - 48 horas

Lavagem

e Agua destilada - 5 minutos

Desidratacao

e Alcool 80% - 5 minutos

* Alcool 95% } 3 séries de 15 minutos
e Alcool absoluto

Diafanizacao

e Xilol | } 3 séries de 15 minutos
o Xilol ll

Impregnacao

e Parafina | } 15 minutos
e Parafina ll

|

Inclusao

* Molde com parafina liquida para formacdo de bIocQs

|

Corte

¢ Cortes seriados com 5um de espessura realizados em micrétomo

Fonte: Molinaro; Caputo; Amendoeira, (2010)
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De modo a realizar os estudos histolégicos, apds a microtomia as laminas

foram coradas por hematoxilina e eosina (H&E) para caracterizacdo morfolégica com

tonalizacdo dos nudcleos em azul e citoplasma em diversas gradacdes de rosa

(MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2010)(Figura 15).
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Figura 15 — Etapas da coloracao por HE
—_ Desparafinizacdo ]

» Estufa - 30 segundos
* Xilol | .
. Xilol || ] 5 minutos

— Hidratacao )
« Alcool absoluto - 3 segundos
« Alcool 90%
« Alcool 70% } 1 sequndo
» 25 dips

— Corante basico |
* Hematoxilina - 15 minutos
« Agua corrente - 15 minutos
» Agua destilada - 10 dips
« Alcool 80% - 1'

— Corante acido )
» Eosina 2 segundos
« Agua destilada - 2 dips

—{ Desidratacdo )
« Alcool 70%
« Alcool 90% 1 segundo
« Alcool absoluto

—{ Diafanizacdo )
* Xilol
e Xilol IV

} 2 segundos

Legenda: Dips: mergulho.
Fonte: Molinaro; Caputo; Amendoeira (2010).

3.10. Anélises histoldgicas do tecido esplénico

Para avaliar as alteracdes no parénquima esplénico ocorridas nos grupos
experimentais utilizamos microscopio Olympus BX53 equipado com Olympus SN
4M04717, U-TV0.35XC-2, Tokyo, Japan. As imagens capturadas foram transferidas
para computador contendo o software de analise de imagens Olympus CellSens
Entry (versdo 1.18). O estudo foi desenvolvido com andlises quantitativas e

gualitativa.
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3.10.1. Analises quantitativas

3.10.1.1. Estereologia

A estereologia é um método baseado em principios estatisticos e teoria
geométrica estocastica que viabiliza uma estimativa tridimensional de tecidos e
estruturas, os avancos em tecnologia e teoria estereoldgica tornam-na cada vez
mais acessivel e eficiente (BROWN, 2017). Para a andlise € necessario obter a
secdo mais fina do objeto de estudo, como uma imagem bidimensional, e considerar
trés caracteristicas: cada estrutura do tecido é cortada aleatoriamente por sesséo
nao orientada; uma estrutura n-dimensional do tecido € reproduzida por uma
imagem (n-1) — dimensional, onde 0s corpos sao Vistos como areas, as superficies
como linhas e as linhas como pontos; a ocorréncia quantitativa de imagens nas
secdes € definida pela presenca quantitativa de estruturas na secdo do tecido
(WEIBEL; KISTLER; SCHERLE, 1966).

Para quantificar as estruturas e possiveis desordens estruturais no baco foi
utilizado um sistema sem linhas constituido por 36 pontos testes (Pt), o método D36,
que permite uma contagem rapida, podendo ser conveniente para a maioria dos
usos (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

Com auxilio do sistema de teste composto por 36 cruzes sobre a tela do
monitor, foram avaliados 10 campos por animal, em objetiva de 20X, considerando
as seguintes estruturas: polpa branca (PB), polpa vermelha (PV), trabéculas (T) e
megacariocitos (M) (Figura 16). A densidade de volume (Vv) foi calculada com a

aplicacao da férmula:

vy =22 %) (4)

" Py
Onde: densidade de volume € igual ao percentual da relacdo de pontos que

tocam as estruturas (Pp) e pontos testes (Pv).
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+ 4+ 4+ + + +
+ + + + o+ o+
+ + + + + o+
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+ + + + 4+ o+

Legenda: Imagem A: sistema de teste com 36 cruzes e imagem B sistema de testes com 36 cruzes
sobre imagem captada do tecido esplénico.
Fonte: A autora, 2021.

3.10.1.2. Morfometria

Para a analise morfométrica da polpa branca, foram captadas imagens
aleatérias do corte histologico de cada animal, na objetiva de 10X. Foram
mensuradas 10 PB de cada animal para determinacdo da area e do perimetro
(Figura 17).

Da mesma forma, para analise morfométrica da capsula determinamos a
espessura da estrutura selecionando imagens aleatérias com a objetiva de 40X.
Foram consideradas duas medidas nas extremidades anterior e posterior do baco e
trés medidas nas margens superior e inferior do baco, totalizando 10 medidas por

animal (Figura 17).
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Figura 17 — Esquema de corte histologico para morfometria da capsula
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Fonte: A autora, 2021.

3.10.1.3. Quantificagdo de megacariocitos

A quantificacdo dos megacariocitos foi realizada com captura de imagens
aleatérias dos cortes histoldgicos de cada animal. Pré-determinamos uma area de
600um x 800um (480.000pm?) para a contagem de células. Avaliamos 10 campos
aleatérios, por animal, considerando apenas as células cujos nucleos foram
visualizados (GOMES, 2013) (Figura 18).
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Figura 18 — Representacado esquematica do método para quantificacdo de
megacariocitos

A

Legenda: Imagem A: area para quantificagdo de megacariécitos e imagem B: area para quantificagédo
de megacariécitos sobre imagem captada do tecido esplénico.
Fonte: A autora, 2021.

3.10.2. Anélise qualitativa

Para a analise histolégica qualitativa o tecido esplénico foi avaliado em
diferentes objetivas (4X, 10X, 20X e 40X) em microscopio de campo claro.

3.11. Andlise estatistica

Na andlise estatistica dos dados utilizamos o programa GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As diferencas entre grupos foram
analisadas pelo teste de variancia (One-Way ANOVA), seguida de poés-teste de
Tukey. Para dados referentes a evolugcdo ponderal, utilizamos o teste de variancia
por dois fatores (Two-Way ANOVA), seguido pelo teste de Tukey, onde foram
verificadas as diferencas especificas entre as meédias dos grupos em um
determinado tempo, e temporalmente em um mesmo grupo. Consideramos

diferencgas significativas apenas medidas com valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1. Biometria dos animais

De modo a avaliar o impacto das diferentes dietas na biologia dos animais,

determinamos a variagdo de consumo alimentar e proteico, e o ganho de massa.

4 .1.1. Consumo alimentar

Para melhor compreender os aspectos relacionados a nutricdo dos animais,
acompanhamos periodicamente o consumo alimentar dos grupos estudados
almejando estipular o padrdo manifestado.

Observamos que o grupo CH obteve consumo 35% maior que o CN
(p=0,0023) e que esse comportamento se repetiu nos grupos infectados com IH

exibindo consumo 64% maior que o IN (p=0,0001) (Graficol).
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Grafico 1 — Consumo alimentar de camundongos infectados ou néo, submetidos a
dieta normo ou hipoproteica
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Legenda: CN: ndo infectado normoproteico; CH: nado infectado hipoproteico; IN: infectado
normoproteico; IH: infectado hipoproteico. Analise estatistica: One-way ANOVA, seguida
pelo pés-teste de comparacdes multiplas de Tukey. Diferencas significativas (p< 0,05)
entre os grupos estao indicadas nos graficos. Valores representados em média + desvio-
padrdo (n=5).

Mensuramos 0 consumo proteico dos animais e, assim como esperado,
observamos reducgdo significativa nos grupos CH em relacdo ao CN (-51%;
p=0,0001) e IH comparado ao IN (-41%; p=0,0001) (Grafico 2).



62

Grafico 2 — Consumo proteico de camundongos infectados ou ndo, submetidos a

dieta normo ou hipoproteica

—
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p=0,001
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Legenda: CN: ndo infectado normoproteico; CH:

IN

IH

ndo infectado hipoproteico; IN: infectado

normoproteico; IH: infectado hipoproteico. Analise estatistica: One-way ANOVA, seguida
pelo pés-teste de comparacdes mudltiplas de Tukey. Diferencas significativas (p< 0,05)
entre os grupos estao indicadas nos graficos. Valores representados em média + desvio-

padrdo (n=5).

4 1.2. Massa corporal

Conforme exposto no gréafico 3, a dieta hipoproteica nao interferiu no ganho

de massa corporal dos animais nao infectados (CH). Destacamos que, completadas

as 13 semanas de experimento, os grupos CN e CH obtiveram aumento da massa

corporal de 92% e 88% (p=0,0001), respectivamente (Gréfico 3).
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Grafico 3 — Massa corporal de camundongos nédo infectados submetidos a dieta
normo ou hipoproteica
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Legenda: CN: ndo infectado normoproteico; CH: ndo infectado hipoproteico. Andlise estatistica: One-
way ANOVA, seguida pelo poOs-teste de comparacdes miltiplas de Tukey. Diferencas
significativas (p< 0,05) entre os grupos estdo indicadas nos graficos. Valores
representados em média + desvio-padrao (n=5).

O grafico 4 demonstra a evolu¢do do ganho de massa corporal dos grupos
experimentais ao longo do experimento. Observamos que todos 0s grupos
apresentaram aumento de massa corporal ao final do periodo experimental, mesmo
gue em menor escala nos grupos infectados.

Notamos no grupo IH uma constante oscilagdo no ganho de massa. O grupo
manteve diferenca significativa em relacado ao CH (-9% a -14%; p=0,0001) a partir da
5.2 semana, com excec¢do do intervalo entre a 9.2 e 10.2 semana, onde obteve um

pico de acréscimo de massa corporal.
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Grafico 4 — Evolucao ponderal de camundongos nao infectados submetidos a dieta
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Legenda: CN: nédo infectado normoproteico; CH: ndo infectado hipoproteico; IN: infectado

4.2.

normoproteico; IH: infectado hipoproteico. Analise estatistica: Two-way ANOVA, seguida
pelo pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey. Linha pontilhada aponta o periodo da
infeccdo experimental. Diferenca significativa (p< 0,05) 2CH x IH. Valores representados
em média + desvio-padrédo (n=5).

Analises histoldgicas do bacgo

4.2 1. Andlises histolégicas quantitativas

4.2.1.1. Estereologia

A analise estereoldgica evidenciou que a dieta hipoproteica proporcionou

aumento significativo na densidade de volume da polpa branca no grupo CH (+69%;

p=0,0001) com consequente reducdo na densidade de volume da polpa vermelha (-
81%;p=0,0001) comparado ao grupo CN (Gréfico 5).
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A infeccdo esquistossomadtica acarretou aumento significativo de 100% na
densidade de volume de megacariocitos nos grupos IN (p=0,0050) em relacdo ao
CN e IH (p=0,0111) comparado ao CH. Observamos aumento significativo de 100%

de trabéculas no grupo IH em relagcdo ao grupo CH (p=0,0179) e IH (p=0,0126).

Gréfico 5 — Densidade de volume das estruturas esplénicas de camundongos
esquistossomoticos ou ndo submetidos a dieta normo ou hipoproteica
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Legenda: PB: polpa branca; PV: polpa vermelha; T: trabéculas; M: megacariécitos; CN: ndo infectado
normoproteico; CH: néo infectado hipoproteico; IN: infectado normoproteico; IH: infectado
hipoproteico. Andlise estatistica: One-way ANOVA, seguida pelo poés-teste de
comparacdes multiplas de Tukey. Diferencas significativas (p< 0,05) entre os grupos estéo
indicadas nos graficos. Valores representados em média + desvio-padrdo (n=5).
Densidade de volume (%)

4.2.1.2. Morfometria da capsula

Ao medir a espessura da capsula foi identificada diferenca significativa no
grupo IH em relacdo ao grupo IN (-24%; p=0,0226). Embora né&o significativa,

notamos um moderado aumento na espessura da capsula no grupo IN em relagéo
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ao seu controle (+9%) (Gréfico 6).

Gréfico 6 — Espessura da capsula do baco de camundongos esquistossomaéticos ou
nao submetidos a dieta normo ou hipoproteica
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Legenda: CN: ndo infectado normoproteico; CH: néo infectado hipoproteico; IN: infectado
normoproteico; IH: infectado hipoproteico. Andlise estatistica: One-way ANOVA, seguida
pelo pés-teste de comparacdes mdultiplas de Tukey. Diferencas significativas (p< 0,05)
entre os grupos estao indicadas nos graficos. Valores representados em média + desvio-
padréao (n=5). Espessura (um).

4.2.1.3. Morfometria da polpa branca

No grafico 7 observamos que a morfometria da PB revela aumento
significativo tanto em area (Imagem A) quanto em perimetro (Imagem B) em IN
comparado a CN (+143%; p=0,0015) e (+163%; p=0,0003). Os grupos de dieta
hipoproteica exibem diferenca significativa com aumento da area no grupo IH
(+100%; p=0,0019).
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Grafico 7 — Analise morfométrica da polpa branca de baco camundongos
esquistossomoticos ou ndo submetidos a dieta normo ou hipoproteica
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Legenda: CN: nédo infectado normoproteico; CH: néo infectado hipoproteico; IN: infectado
normoproteico; IH: infectado hipoproteico. Andlise estatistica: One-way ANOVA, seguida
pelo pés-teste de comparacdes mdltiplas de Tukey. Diferencas significativas (p< 0,05)
entre 0s grupos estao indicadas nos graficos. Valores representados em média + desvio-
padrdo (n=5). Imagem A: area (um2); imagem B: perimetro (um).
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4.2.1.4. Quantificacdo de megacariocitos

A presenca de megacariocitos foi significativa no grupo IN (+125%; p=
0,0085) em relacao ao controle CN (Gréfico 8).

Gréfico 8 — Quantificacdo de megacariécitos encontrados no bago de camundongos
esquistossomoticos ou ndo, submetidos a dieta normo ou hipoproteica

10~ _
1B=0:0066 . — CN
g|  ,p=0.0085 : @ CH
T =3 IN
& 64 IH
kS
= 4
ol 1
0 .

CN CH IN
Megacariécitos

Legenda: CN: n&o infectado normoproteico; CH: ndo infectado hipoproteico; IN: infectado
normoproteico; IH: infectado hipoproteico. Andlise estatistica: One-way ANOVA, seguida
pelo pés-teste de comparacdes mdultiplas de Tukey. Diferencas significativas (p< 0,05)
entre 0os grupos estdo indicadas nos graficos. Valores representados em média + desvio-
padrdo (n=5).

4.2.2. Andlise histolégica qualitativa

Na histologia do grupo CN o parénquima esplénico apresentou polpa branca
circunscrita individualizada da polpa vermelha, visualizacdo da artéria central e
centro germinativo com coloragdo homogénea. Polpa vermelha com presenca
abundante de heméacias para degradacdo das células senescentes e megacariocitos
escassos, com pouco citoplasma e nucleo poliploide. Também foi observada a
presenca de trabéculas, que conferem sustentacdo ao tecido. Visualizamos a

capsula delgada (Figura 19).
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Figura 19 — Fotomicrografia esplénica de camundongos nao infectados submetidos a
dieta normoproteica

Legenda: Polpa esplénica. PB: polpa branca; PV: polpa vermelha; T: trabécula; M:
megacariécito; AC: artéria central; CG: centro germinativo; ZM: zona marginal; C: capsula;
PALS: bainha linfoide periarteriolar. Coloracdo H&E. Imagem A: 10X, ampliacdo de 100X,
barra 200um; imagem B: 20X, ampliacdo 200X, barra 100 um; Imagens C e D: 40x,
ampliacao 400X, barra 50 pm.

A histopatologia do grupo CH evidenciou intenso desarranjo do parénquima
esplénico. Na polpa branca notamos artéria central com diferentes calibres,
numerosas confluéncias e forte desarranjo em sua arquitetura, com expansao
acentuada da area. Centros germinativos atréficos ou hiperplasicos, podendo
apresentar palidez em sua coloracdo. Leve dilatacdo dos seios venosos e seios
marginais. Polpa vermelha revela atrofia, redugdo do numero de hemécias e
aumento quantitativo de megacariocitos, estes apresentaram expansdo do
citoplasma, reducao da poliploidia e atrofia do nucleo. (Figuras 20 e 21).
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dieta hipoproteica

Figura 20 — Fotomicrografia esplénica de camundongos nao infectados submetidos a

Legenda: Polpa esplénica. PB: polpa branca; PV: polpa vermelha; T: trabécula; M: megacariocito;

CG: centro germinativo; ZM: zona marginal; SV: seios venosos; C: cdpsula. Coloracdo

H&E. Imagem A: 10X, ampliagdo de 100X, barra 200um; imagem B: 20X, ampliagéo 200X,
barra 100 um; Imagens C e D: 40x, ampliacdo 400X, barra 50 um
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Figura 21 - Fotomicrografia esplénica de camundongos néo infectados
submetidos a dieta hipoproteica

Legenda: Polpa esplénica. PB: polpa branca; T: trabécula; M: megacariécito; AC: artéria central; CG:
centro germinativo; SM: seios marginais. Coloracdo H&E. Imagem A: 10X, ampliacdo de
100X, barra 200um; imagem B: 20X, ampliacdo 200X, barra 100 um; Imagens C e D: 40x,
ampliacao 400X, barra 50 pm.

No grupo IN a histopatologia exibe polpa branca circunscrita com expansao
estrutural, centro germinativo aumentado com coloragéo pélida sugerindo processo
de producdo e maturacdo celular. H4 também intensa dilatacdo de seios marginais
com a presenca de linfcitos, evidenciando processo inflamatério ativo. Na polpa
vermelha é possivel notar macréfagos com conteudo citoplasmatico fagocitado,
dilatacdo dos seios venosos e pigmentos de hemossiderina e bilirrubina (Figuras 22
e 23). Na polpa vermelha também identificamos a presenc¢a de ovos de S. mansoni,
com miracidios formados no interior, promovendo sua desorganizacdo devido ao
recrutamento de infiltrado inflamatério (formacédo granulomatosa) (Figuras 24 e 25).

Foi constatada fibrose capsular, com espessamento da estrutura, e aumento do
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numero de trabéculas.

Figura 22 — Fotomicrografia esplénica de camundongos infectados submetidos a
dieta normoproteica

Ao

Legenda: Polpa esplénica. PB: polpa branca; PV: polpa vermelha: T: trabécula; M: megacariécito; AC:
artéria central; SM: seios marginais; PALS: bainha linfoide periarteriolar; 1: pigmentos de
hemossiderina. Coloracdo H&E. Imagem A: 10X, ampliacdo de 100X, barra 200um;
imagem B: 20X, ampliagdo 200X, barra 100 pm; Imagens C e D: 40x, ampliagdo 400X,
barra 50 um.
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Figura 23 — Fotomicrografia esplénica de camundongos infectados submetidos a
dieta normoproteica

Legenda: Polpa esplénica. PB: polpa branca; PV: polpa vermelha; T: trabécula; M: megacariécito; AC:
artéria central; CG: centro germinativo; ZM: zona marginal; SM: seios marginais; SV: seios
venosos; PALS: bainha linfoide periarteriolar; 1: macréfago; C: capsula. Coloracdo H&E.
Imagem A: 10X, ampliacdo de 100X, barra 200um; imagem B: 20X, ampliacdo 200X, barra
100 um; Imagens C e D: 40x, ampliagéo 400X, barra 50 pm.
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Figura 24 — Fotomicrografia esplénica de camundongos infectados submetidos a
dieta normoproteica

Legenda: Polpa esplénica. PV: polpa vermelha; T: trabécula; M: megacariécito; AC: artéria central;
CG: centro germinativo; ZM: zona marginal; SM: seios marginais; PALS: bainha linfoide
periarteriolar; FG: formacao granulomatosa. Coloracao H&E. Imagem A: 10X, ampliagao
de 100X, barra 200um; imagem B: 20X, ampliacdo 200X, barra 100 um; Imagens C e D:
40x, ampliacao 400X, barra 50 um.
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Figura 25 - Fotomicrografia esplénica de camundongos infectados submetidos a
dieta normoproteica

Legenda: Polpa esplénica. PB: polpa branca; PV: polpa vermelha; T: trabécula; M: megacaridcito; AC:
artéria central; CG: centro germinativo; SV: seios venosos; PALS: bainha linfoide
periarteriolar; FG: formagdo granulomatosa. Coloracdo H&E. Imagens A e C: 20X,
ampliacdo 200X, barra 100 um; imagens B e D: 40x, ampliacdo 400X, barra 50 um.

A histopatologia do grupo IH revela desestruturagdo substancial da polpa
esplénica. Na polpa branca figura intensa alteracdo de sua arquitetura, com
hiperplasia acentuada e confluéncias. Exibe pouca ou nenhuma delimitagdo com a
popa vermelha. Nota-se também centros germinativos hiperplasicos e intensa
dilatacdo dos seios marginais com presenca de células inflamatérias. Visualizamos
maior quantidade de pigmentos de bilirrubina e hemossiderina. A polpa vermelha
atréfica manifesta reducao quantitativa de hemacias e dilatacdo dos seios venosos.
Embora com maior presenga, notamos dificuldade na formacdo de megacariocitos,

com descoloracédo e reducdo ou supressdo da poliploidia. Aumento das estruturas
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trabeculares, porém apresentando morfologia degradada (Figuras 26 e 27). Foram
observados infiltrados leucocitarios ao redor de ovos de S. mansoni. Capsula
delgada. (Figura 28).

Figura 26 — Fotomicrografia esplénica de camundongos infectados submetidos a
dieta hipoproteica

Legenda: Polpa esplénica. T: trabécula; M: megacariocito; AC: artéria central; CG: centro germinativo;
SV: seios marginais; PALS: bainha linfoide periarteriolar; 1: pigmentos de hemossiderina;
FG: formagdo granulomatosa. Coloragdo H&E. Imagem A: 10X, ampliagcdo de 100X, barra
200pm; imagem B: 20X, ampliagdo 200X, barra 100 um; Imagens C e D: 40x, ampliagéo
400X, barra 50 pm.



Figura 27 — Fotomicrografia esplénica de camundongos infectados submetidos

Legenda:
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dieta hipoproteica

Polpa esplénica. PV: polpa vermelha; T: trabécula; M: megacaridcito; AC: artéria central;
CG: centro germinativo; SM: seios marginais; SV: seios venosos; PALS: bainha linfoide
periarteriolar. Coloracdo H&E. Barras: 200um (imagem A): 100 pm (imagem B) 50 pm
(imagens C e D).
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Figura 28 — Fotomicrografia esplénica de camundongos infectados submetidos a
dieta hipoproteica
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¥
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Legenda: Polpa esplénica. C: capsula; FG: formagéo granulomatosa. Coloracdo H&E. Imagens A, C e
E: 20X, ampliagdo 200X, barra 100 um; imagens B, D e F: 40x, ampliagcdo 400X, barra 50
pm.
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5 DISCUSSAO

As relacdes fisiolégicas entre parasitos e hospedeiros sdo complexas e
representam uma tentativa de manter um estado de equilibrio. Sendo assim,
perturbacdes metabdlicas do hospedeiro podem implicar na biologia do parasito e na
evolugdo da infeccdo (COUTINHO, 2008). Estudos que busquem compreender a
repercussao da concomitancia entre parasitoses e condi¢des nédo infecciosas séo de
suma importancia para o conhecimento de seus mecanismos e as alteracfes
resultantes destas associacdes (ALENCAR et al., 2009). Em consequéncia, existe
uma ampla variedade de abordagens metodoldgicas relatadas em literatura com a
utilizacdo de dietas que apresentam diferentes teores de deficiéncia proteica, que
podem ou nédo estar vinculada a escassez mineral, ou cal6rica (ANSTEAD et al.,
2001; COUTINHO, 2004; COUTINHO et al., 2003a, 2007; COUTO et al., 2008;
FEVANG et al., 2018; LOSADA-BARRAGAN et al., 2017; MACIEL et al., 2021;
MAGALHAES, F. A.; COUTINHO-ABATH, 1960; MAGALHAES et al., 1986;
SUGAWARA; NIKAIDO, 2014).

Nosso grupo de pesquisa adotou um modelo de desnutricdo onde a
formulacéo utilizada (8% proteina, 81% carboidrato, 11% lipidio) nos permite estimar
0 impacto propiciado ao organismo devido a uma alimentacdo que ndo atende as
necessidades proteicas. Os trabalhos anteriores constataram que a
esquistossomose mansonica, em conjunto com a desnutricdo proteica, promove
prejuizos em ambas as partes. O verme adulto apresenta diversas alteracdes
fenotipicas que também implicam na viabilidade dos ovos, ja o hospedeiro tem o
quadro de desnutricdo exacerbado, assim como os impactos aos 6rgaos e tecidos
(BARROS et al., 2009; CORREA et al., 2011; GOMES, 2013; SIMOES et al., 2002).
Estes resultados prévios corroboram a importancia de estudos que avaliem a
associacdo entre estas morbidades para a compreensdo da imunopatologia. O
presente estudo visa determinar as alteracdes biométricas dos animais e a
histopatologia do tecido esplénico.

A desnutricdo humana estd majoritariamente associada a falta de obtencao
de alimentos em quantidade e qualidade necessarias (FAO;
IFAD;UNICEF;,WFP;WHO, 2020). Ao passo que na experimentacdo animal, a

permanéncia ad libitum nos permite também avaliar o quanto a dieta ofertada
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garante a saciedade dos mesmos.

Em nossos grupos, observamos que a dieta hipoproteica estimulou o aumento
do consumo alimentar dos animais CH e IH. Cabe ressaltar que mesmo elevando a
ingesta, a absorgdo proteica destes grupos ainda foi muito aguém em comparacao
aos seus respectivos controles.

O aumento do consumo alimentar por animais de dieta hipoproteica, embora
conflitante com trabalhos que observaram o comportamento inverso (BORELLI et al.,
2007, 2009; DE OLIVEIRA et al., 2014; MACIEL et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2013),
ja foi relatado anteriormente (COLOMBO et al.,, 1992; NAKAJIMA et al., 2014,
ROLLS; HETHERINGTON; BURLEY, 1988). Sgrensen e colaboradores (2008)
elaboraram que a tentativa de manter o equilibrio proteico implica na ingestédo
excessiva de energia. Conforme proposto na Hipotese de Alavancagem de
Proteinas (SIMPSON; RAUBENHEIMER, 2005), a ingestdo de proteinas é priorizada
em relacdo a carboidratos e lipidios e desta forma, a oferta de dietas com teor
proteico heterogéneos criaria uma tendéncia a manter o consumo proteico estavel
com consequente alternancia quantitativa do consumo alimentar.

Curiosamente, apesar do elevado consumo alimentar, nossos animais
hipoproteicos ndo apresentaram alteracéo significativa no ganho de massa corporal
em relacdo aos seus respectivos controles. Contrariando os resultados observados
em modelos de desnutricio com dieta 8% proteica (CORREA et al., 2011;
COUTINHO, 2004; COUTINHO et al., 2003a, 2007; GOMES, 2013; MACIEL et al.,
2021; OLIVEIRA, 2013; SIMOES et al., 2002), os animais CH finalizaram o periodo
experimental com diferenca positiva em relagdo ao CN (+8%; nao significativa).
Sugerimos que o elevado consumo lipidico e de carboidratos implicou no aumento
do tecido adiposo, favorecendo o ganho de massa destes animais. Corréa e
colaboradores (2011) observaram que mesmo portando menor peso corporal, 0s
animais submetidos a restricAo proteica apresentaram maior concentracdo de
gordura corporal que os animais mantidos em restricao caldrica. Associaram o fato a
uma condicédo hipometabdlica acarretada pela desnutricéo.

Sincronicamente, ha outro fator pode ter intervindo para a auséncia de uma
ampla distincdo de massa corporal. O déficit de proteina dietética pode ter causado
a perda de massa devido ao possivel catabolismo muscular desencadeado para
liberagcdo de aminoéacidos livres com intuito de suster demais necessidades
fisiolégicas (CARBONE; PASIAKOS, 2019; FEVANG et al., 2018; JENSEN et al.,
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2009; MACIEL et al., 2021).

A disponibilidade plasmatica de aminoacidos dietéticos (obtidos da cadeia
proteica) é essencial para a sintese de DNA e RNA, proteinas de fase aguda e
energia, seu declinio atinge o organismo integralmente provocando intenso
comprometimento do sistema imune devido as demandas de expanséao clonal para
producdo de citocinas (CHANDRA, 1997; SAKER, 2006). A urgéncia imunoldgica
causada pela infeccdo esquistossomotica pode ter proporcionado uma perda
excessiva de massa muscular nos animais do grupo IH. Observamos que mesmo
apresentando um alto consumo alimentar, manteve sua massa corporal abaixo dos
demais grupos, com diferenca significativa ao seu respectivo controle (CH).

N&o obstante, a composicdo nutricional das dietas € preciso salientar que a
intensidade da infeccdo por S. mansoni também é de suma importancia para nossos
resultados. A presenca do verme provoca importantes alteracbes na morfologia
intestinal, prejudicando a absorcdo de nutrientes. Estas lesdes sdo ainda mais
intensas quando associadas a dietas desbalanceadas (ALENCAR et al., 2012; DA
SILVA, 2019).

Oliveira (2013) observou, ao estudar animais esquistossomoticos induzidos a
desnutricdo neonatal, que o déficit proteico teve maior impacto no ganho de massa
do que a parasitose. Em seu modelo experimental utilizou cerca de 30 cercarias
para a infeccdo. No entanto, trabalhos que adotaram um nimero maior de cercarias
em diferentes modelos de desnutricdo proteica puderam deduzir que ambas as
morbidades acentuam a gravidade da outra (COUTINHO, 2004; COUTINHO et al.,
2003a, 2007; COUTO et al., 2007, 2008; GOMES, 2013; MACIEL et al., 2021). Isto
indicaria que tanto a categoria de dieta quanto a carga parasitaria sdo variaveis das
guais devemos nos atentar devido a sua importancia no curso da esquistossomose.

Sugerimos que embora o grupo IH tenha apresentado elevado consumo
alimentar, assim como o CH, a alta carga parasitaria promoveu maior
comprometimento intestinal que, junto a demais processos sistémicos, dificultou a
absorcéo e aproveitamento de nutrientes, resultando em menor ganho de peso.

A avaliacdo histopatolégica revelou um importante impacto ao tecido
esplénico promovido pela desnutricdo proteica. O bago € um 6rgédo de consisténcia
esponjosa que diferente dos demais orgaos linfaticos, recebe aporte diretamente da
corrente sanguinea. Sua sustentacdo estrutural se deve a presenca de fibras

reticulares, elastina e demais proteinas na composicao de suas estruturas (SAITO et
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al., 1988; WOJCIECH; ROSS, 2021). O déficit proteico impacta no metabolismo do
colageno e afeta a qualidade de sintese destas fibras (COUTINHO et al., 2003b;
RAO; RAO; VENKAIAH, 1983), o que poderia justificar a dismorfia da polpa branca e
fragilidade trabecular observadas nos grupos CH e IH.

A esquistossomose € determinada por uma forte resposta inflamatéria aos
ovos retidos nos tecidos, com maior comprometimento aos hepatico e intestinais
(NEVES et al., 2006). O acumulo de ovos no figado favorece a hipertenséo portal,
que repercute com a promocao da esplenomegalia e formacdo de circulagao
colateral (ALVES et al., 2016; ANDRADE; DE AZEVEDO, 1989). Outra condicéo da
parasitose ao baco € a estimulacdo antigénica do tecido linfo-reticular solicitando
intensa proliferacdo celular contra os antigenos do parasito (ATTA et al., 1981,
LOSADA-BARRAGAN et al., 2017). Observamos neste estudo esta ativacéo
gerando hiperplasia dos centros germinativos em ambos os grupos infectados e no
controle da dieta hipoproteica. Este ultimo também apresentou centros germinativos
atroficos.

Freitas e colaboradores (1999) destacaram que as alteragGes de polpa branca
nao seguem um padrao previsivel e ocorrem variadamente. Esta falta de consenso é
vista em diferentes trabalhos que investigaram o impacto da desnutricdo. Assim
como é relatada a perda quantitativa de linfécitos no timo, baco e regibes T
dependentes dos linfonodos (FOCK et al., 2010; MELLO et al., 2014; NAKAJIMA et
al., 2014; SANTOS et al., 2016b; SAVINO, 2002), também é possivel encontrar
descricdo de similaridade ou acréscimo destas células (NAJERA et al., 2004, 2007;
RIKIMARU et al.,, 1998). A auséncia de um padrdao metodolégico dificulta o
entendimento sobre a dindmica dos processos ocorridos, nosso estudo corrobora os
resultados alcancados em trabalhos com animais esquistossomaéticos submetidos a
desnutricio (COUTINHO et al., 2003a; GOMES, 2013; MAGALHAES et al., 1986;
OLIVEIRA-COSTA, 2003) e a ingestdo de etanol (DA ROSA, 2019), pois
observamos nas analises estereologicas e morfométricas 0 aumento volumétrico e
de area e perimetro desta estrutura, sobretudo no grupo IH. Dado que a deficiéncia
proteica também gera uma resposta imune inflamatéria, promovendo a inibicdo do
reparo celular e consequente apoptose (JENSEN et al., 2009), sugerimos que a
sobreposicdo de uma dieta pobre em teor proteico com a infeccéo
esquistossomotica possa exacerbar 0s processos imunologicos demandados a

polpa branca e sua expansdo. Tendendo a exibir intenso desarranjo estrutural
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devido ao enfraguecimento das fibras que Ihe conferem resisténcia.

Na polpa vermelha sdo extraidas da circulacdo as células envelhecidas,
mortas ou opsonizadas (CESTA, 2006). Apds serem opsonizados por anticorpos ou
complemento, os eritrocitos sdo removidos da circulagcdo por macréfagos que
recuperam o ferro presente na hemoglobina formando os pigmentos de bilirrubina e
hemossiderina (TARANTINO et al., 2011a). Na histopatologia observamos
ocorréncia maior destes pigmentos nos grupos infectados.

A estereologia é uma técnica quantitativa que permite realizar uma analise
tridimensional de um 6rgdo (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003). Nesta analise,
nossos resultados expressaram reducao volumétrica de polpa vermelha, com maior
énfase nos grupos induzidos a desnutricdo. Compreendemos que esta reducao
associada ao aumento da atividade hemolitica devido a uma maior necessidade de
oxigenacdao solicitada pela infeccdo (FREITAS et al., 1999; MEBIUS; KRAAL, 2005),
possa ter favorecido o acréscimo da concentracdo de hemossiderina e bilirrubina
tanto em polpa vermelha como em polpa branca. Embora sejam especializados no
reconhecimento e remoc¢ao de virus e bactérias, os macréfagos de polpa branca
também podem participar do processo de fagocitose de heméacias (CESTA, 2006).

Fato semelhante foi observado em modelo experimental que associava a
esquistossomose a demais condi¢cdes nao infecciosas, porém, em camundongos
hipercolesterolémicos este aumento deu-se nos grupos néo infectados (DA SILVA et
al., 2012). Ao passo que, ao serem submetidos ao consumo de etanol (DA ROSA,
2019) e restricdo proteica ou caldrica (GOMES, 2013) o fenbmeno foi preponderante
nos grupos infectados. Isto indica que 0 aumento destes depdsitos esta relacionado
a diferentes causas de estresse sistémico.

Na esplenomegalia esquistossomética a dilatacdo dos seios venosos e o
espessamento dos corddes esplénicos sdo as principais manifestacdes
microscopicas. Elas sinalizam que o aumento do 6rgao decorre ndo s6 da congestao
passiva como pela proliferacdo celular (ANDRADE, Z. A.; ANDRADE, 1962,
MAGALHAES, F. A.; COUTINHO-ABATH, 1960). Observamos dilatacdo das
estruturas vasculares na histopatologia qualitativa nos grupos CH, IN e IH, com
diferentes intensidades.

Dificilmente o baco é a origem de uma manifestacdo clinica, os processos
fisiopatoldgicos do 6rgao estdo associados aos sistemas vascular, hematopoiético e
mononuclear fagocitario (JAMRA, M. A.; RIBEIRO, 1948; TARANTINO et al., 2011b).
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A dieta rica em gordura resulta na esplenomegalia por dilatacdo sinusoidal e
depdsitos intra e intercelulares (ALTUNKAYNAK; OZBEK; ALTUNKAYNAK, 2007), a
visualizagcao de dilatagdo nos seios marginais e venosos do grupo CH, mesmo que
timida, insinua que a desnutricdo proteica também estabeleca uma desorganizacéo
sistémica geradora deste quadro.

Na circulacdo esplénica, a artéria esplénica alcanca o 6rgdo no hilo, adentra
em trabéculas e passa por uma série de ramificacdes até artérias centrais da polpa
branca. Em camundongos, as artérias centrais emitem ramos para a propria polpa
branca e para os seios marginais (WOJCIECH; ROSS, 2021). A presenca de
linfécitos em seios marginais dilatados no grupo CH aponta que o déficit proteico de
fato promove a ativacdo de uma resposta inflamatéria com proliferacdo celular, com
importante papel na congestdo esplénica. Ao observar a intensidade das
manifestacdes vasculares promovidas no grupo IH podemos propor que 0 aumento
vascular além de ocasionar expanséo volumétrica do 6rgdo, € um dos fatores que
contribui para a desorganizagéo estrutural da polpa esplénica.

A fibrose capsular se estabelece como um processo reparador apés lesdes
esplénicas de origem inflamatéria, toxica ou neoplasica (SUTTIE, 2006). A analise
morfométrica demonstrou que nossos grupos infectados expressaram
comportamentos contrarios. O grupo IN apresentou aumento moderado da
espessura capsular quando comparado ao CN, ja os animais do grupo IH
exprimiram uma importante diferenca negativa em relagédo ao IN. Sugerimos que a
dieta hipoproteica tenha deteriorado a sintese dos componentes da estrutura.

Notamos que o aumento trabecular em infectados, comumente relatado em
literatura (COUTO et al., 2007; DA ROSA, 2019; DA SILVA et al., 2012; GOMES,
2013), ocorreu em maior grau no grupo IH. Sugerimos que o estado superior de
injuria ao parénquima esplénico tenha solicitado maior sustentacdo ao 6rgao, mas a
condicao de deficiéncia proteica culminou na formacao de estruturas fragilizadas.

O baco é um sitio de hematopoiese fetal e neonatal em camundongos
(CESTA, 2006; SUTTIE, 2006). Sabe-se que uma fracdo das células-tronco
hematopoiéticas e células progenitoras (HSPCs) da medula 6ssea conseguem
entrar na circulacdo em estado estacionario e reenxertar nichos da medula 6ssea
em demais tecidos, a exemplo do baco, permitindo a hematopoiese extramedular.
Na vida adulta, a hematopoiese esplénica € motivada pela liberacdo de fator

estimulador de colbénias de granulécitos-macréfagos (GM-CSF), interleucina 1 8 (IL-
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1B) e 3 (IL-3) que permitem a formacdo de células progenitoras de linhagens
mielocitica, linfécitica, eritroblastos e megacariécitos (BRONTE; PITTET, 2013; DA
ROSA, 2019; DA SILVA et al., 2012; SUTTIE, 2006). Megacariocitos sdo derivados
de células estaminais hematopoiéticas (HSC) que assim se diferenciam devido a
expressao do fator de transcricdo GATA 1 (fator de transcricéo eritréide), do receptor
trombopoetina (TPO) e do fator de agregacdo plaquetaria von Willebrand (VWF).
Sua producao também é estreitamente influenciada pela familia de interleucinas (IL),
pois estas atuam, em geral, na regulacdo de TPO. A IL-3 também age no aumento
da célula em tamanho e estimula sua proliferacdo, embora ndo interfira na
maturacdo, enquanto a IL-1a causa a ruptura de megacariocitos maduros (KASER et
al., 2001; NISHIMURA et al., 2015; YANG et al., 1986). Apds a diferenciacao, os
megacariocitos passam por um processo de maturacdo onde sofrem endomitose
para formacédo de nucleo poliploide de 16N em média, mas que pode chegar a 128N
(NOETZLI; FRENCH; MACHLUS, 2019).

Para além da producdo de plaquetas, os megacariécitos também se
apresentam como células imunes e inflamatérias, uma vez que expressam
marcadores de superficie com funcdo imunolégica (CRIST et al., 2013; MARKOVIC
et al.,, 1995), envolvem citocinas e quimiocinas em suas microparticulas e a-
granulos, que quando liberados, contribuem para patogénese de condi¢bes pro-
inflamatéria e realizam apresentacdo de antigenos através da expressdao do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC 1) (CHAPMAN et al., 2012; CRIST
et al., 2013; LINGE et al., 2018; MARKOVIC et al., 1995; ZUFFEREY et al., 2017).

No processo de infeccdo pelo Schistosoma, durante a fase aguda, focos
hematopoiéticos sao regulados localmente com intencdo de amplificar e/ou
compensar a resposta hematoldgica sistémica (LENZI et al., 1995). No figado, ha
inducao de resposta inflamatéria com liberacdo de proteina C reativa (PCR), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y), IL-2, IL-6 e IL-12 (HIATT et
al., 1979; LEWIS; TUCKER, 2014; RASO; PEDROSO; NEVES, 1986). A atividade
plaquetéaria é inerente a processos inflamatérios, de reparo e coagulagdo, no curso
do processo de fibrose hepatica elas interagem com as células estrelares em grande
namero, junto a macrofagos e demais leucdcitos (SOARES et al., 2007).

NOSs0S grupos experimentais apresentaram aumento de megacariocitos
presentes no baco, com maior énfase nos grupos infectados. Sugerimos que a

liberacdo focal de GM-CSF e ILs, além da secrecdo granular plaquetaria, induza a



86

liberacdo hepatica de TPO, que via circulacdo, a proximidade com o bacgo favorece
maior producdo de megacariécitos. Podemos observar também que no grupo IH
existe uma debilidade na formagéo destas células, seus nucleos se apresentam sem
poliploidia, aumento do citoplasma e coloragdo palida. Especulamos que a
maturacdo destas células tenha sido prejudicada ndo somente pela urgéncia
fisioldgica, mas pela escassez proteica para sua sintese.

Granulomas séo conglomerados de células inflamatérias que visam proteger
o tecido hospedeiro contra toxinas secretadas por miracidios presentes nos ovos
(AMARAL et al., 2017). Embora seja raro, podem ser visualizados no parénquima
esplénico durante a fase aguda da esquistossomose (COUTO et al.,, 2007; DA
SILVA et al., 2012; SILVA-SOUZA; D. VASCONCELOQOS, 2007). Nos nossos grupos
infectados observamos a presenca de granulomas distribuidos escassamente na
polpa vermelha de alguns animais. Notamos, no grupo IH, que embora tenha havido
eficiéncia na modulacdo de uma resposta periovular, a polpa esplénica apresenta
maior desordem estrutural em relagao ao IN.

Reforcamos que a condicdo de estresse imposta ao organismo, seja pelo
deficiente consumo proteico e/ou pela infeccdo esquistossomoética, causou
importantes alteraces morfolégicas ao baco. Embora tenha sido um 6rgéao por
muito tempo negligenciado, estudos atuais atribuem ao bago um papel vital para o
mantenimento das fungdes orgéanicas. Sendo assim, estudos que avaliem alteracbes
esplénicas, provocadas por variados fatores, possuem grande relevancia cientifica.

Lamentavelmente, a interrupcdo das atividades laboratoriais imposta pela
pandemia da Covid-19 impediu a conclusao e realizacdo de demais andlises, como
bioquimica, perfil da resposta inflamatéria, imuno-histoquimica esplénica e
quantificacdo das fibras reticulares. Estudos estes, que evidentemente trariam ao

presente trabalho maiores contribuicées.
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CONCLUSOES

O desenvolvimento deste estudo nos permitiu concluir que a concomitancia
entre esquistossomose mansonica e desnutricdo proteica alterou o curso da
infeccdo esquistossomatica proporcionando:

a) Agravo do desbalanco nutricional observado pela reducdo do ganho de
massa e aumento do apetite;

b) Maior dano ao parénquima esplénico ao modular uma resposta
imunoldgica;

c) Intenso estresse sistémico evidenciado pelo aumento quantitativo de
megacariocitos e concentracdo de pigmentos de hemossiderina e
bilirrubina.
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