ANA MARIA APARECIDA GUARALDOD

AVALIAGAD DA RESPOSBTA IMUNE B INFEGGAOD POR SCHISTOSOMA MANSON|

EM CAMUNDONGOS C3H/Hed SUBMETIDOS

A DIETAS HiIPUOPROTEICA E NORMOPROTEICA

Z, I3
g " o b
7 I e P ) .
o T : 2 Do gy, Ptwken S5 R = Y . 5 b
,@”fj ?“F - ;?’5'{"”{”&6;{3 s £ i { Sniing 5};‘{%“‘”
| : 2 <l 5
H . £ oop gt fo "B 5
7 o dras s
P F et
N ;
s . e [
e A
P e iF -f‘yfr‘k'“% : L 5 }
K i (i A ;} L e E
St oo G 2 s )
- P P .
. o £ A - Ton
N [ o A
FORE W i % W ks
: £

Tese apresentada ao Iastitute de Biologia
da Universidgade Estadua! de Campinas
parg obtengdo do grau de Douter em Cléncias

Orientadgor : PROF.DR. LUIZ AUGUSTD MAGALHIEES

INSTITUTO DE BIODLOGIA
DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA
CAMPINAS ~ S5A0 PAULD
BRAS L
1887




s

LN AP

A DEUS , pela bBncdo de me proporcionan
desafios constantes que fortalecem o meu

espinito.



LR AN

AGRADPECIMENTOS

A viabilizagao deste trabatho desenvolyide Anteirnamente no Pepartamento de Parasito-
Logia da Unicamp foi possivel mediante recuwrisos fornecidos pela Coondenagio do Curso
de Pos-graduagdo em Imunofogin da Unicamp, FINEP , CNPg e FAPESP,

Ao Prog. Dr. Lulz Augusto Magalhiies pela pronta colaboracio e onientacdo aliadas a
Leal amizade, demonstradas desde ¢ infeio de minha carneina.

Ao Prof. Dr. flumberto Arairjo Rangel , exemplo de-abnegagdo & conguista de melhonia
da cigncia , minha gratiddo pela a;onend,czagm na pratica cientifica e convivéncia
universitarnia.

A todos vinculados ac Departamento de Parasitologia, peda estima e colaboragdo que me
dedicam desde o ingresso no Departamento.

R Proga. Dra. Markene T. Ueta, pelo inesgotavel incentive e amizade qué me dedica
ha muitos anos,

Ao Prof. Dn. Luiz Candido de Souza Dias |, pelo apeio , esclarecimentos e calticas
que contribuinam sobremaneina para valorizan a apresentagho deste thabalho.

X Sna. Cleuza dos Santos , sempre prestativa para a elaboracao do material histologico
empregado neste estudo, minha ghatidao pela dedicacfio e pacifncia.

R equipe do Laboratorio de Estatistica, principalmente ao Prof. Dr. Jose Ferredra de

Carvalho e aaademx.coa Joacin Anaijo Jumo}n e Paulo Robento C. Alcocen, que execu-

Laram cuidadosa angbise estatlstica | ena,&te.go a abnegaco e disponibilidade de tempo
parg enniquecen este trabatho.

Aos cokegas de pos-graduacac em Imunofogin, sempne prontos ct cofaboragac, principal-
mente a Jose Valfride de Santana, tlizabeth Malagueno de Santana, Maria Helena Soares
de Britte, Inandaia Gouvea, Doralice Balan, pelo incentive e convivencia.

A equipe do Biotenio Central que permitiu a realizacio deste trabalho, principatmente
Jose Augusto de Raffray Barbosa, Denise Vaz de Macede, Luiz Auguste Connla Passos,
Rpsella de QLiveina e Rovilson GLlioli.



L
(@‘

NI AWHR

Minha ghatidac a meus pais, Aldp e 0&lvia
pelo amparo e exemplo de futa.

Meu neconhecimento aos seus incansaveis
esforgos de suprinem minha auseneia na
educacdo de meu §ilho, Linew Gabriel.

As manas Lireny e Lenina, pelo amor e dedicagao.



PR PN R NN NN RN NP
W O~ O U B W MY e

W W W W MM NN NN

SUMARTIO

1.INTRODUCAO

1.1.
2.

md

P L S

Consideragbes gerais sobre nutricdo, imunidade e infeccdo
Esquistossomose e desnutricgao

. MATERIAL £ METODOS

. Procedéncia dos animais utilizados

. Preparo da dieta semi-sintBtica

., Composicao da dieta semi-sinttica

. Formagao dos grupos experimentais

. Infecgao de camundengos por Schistosoma manseni -

. Obtencao dos esquistossomos -

. Medida-de vermes adultos

. Determinag@o do nimero de granulomas hepticos

. Determinagio histolagica da medida e frequencia de granulomas hepdticos

. Imunizacde de camundongos cem hemacias de carneiro
. Preparo da suspensao de cBElulas esplenicas
. Determinacao do numero de celulas formadoras de placas hemo]?t1cas

Determ1nagao das celulas formadoras de rosetas

. Avaliacao da h?persens1b111dade retardada ao d1n1troc?orobenzeno
. AnBlise estatistica

RESULTADOS

Penetracao das cercarias

Mortalidade de camundongos

Veﬁmes de Schistosoma manseni

3.3.1. Nimero de esquistessomos

3.3.2. Sobrevivéncia de vermes adultos

3.3.3. Compr%mehto de vermes adultes

Granulomas hepaticos (GH} de SChTstOSoma'manSOni

3.4.1. Determinagdo do tamanho de granulomas hepaticos
3.4.2. DistfibuTQEO de granulomas hépgticos

3.4.3, Numero de granulomas hepatices (GH)

Pesp corperal (PC), do figado (PF) e Baco (PB)

3.5.1. Peso corporal

3.5.2. Peso dolngado

3.5.3. Peso do baco

Nimere de c€lulas do baco

PopuTagEo de celulas formadoras de rosetas

Pagina

15
16
18
21
22
22
23
23
23
25
25
26
27
28
29

30
31

31
32

32

33
35
36

38
39
39
40
41



LIRJEES & 515

3.8. Sintese de anticorpos

3.9.

Hipersensibilidade retardada

3.10 Histopatologia hepatica

TABELAS
FIGURAS -

4.

4.1

4.4

4.6
4.7

4.11.
4.12.

DISCUSSAQ

.Penetracao das cercarias
4.2,
4.3.

Numero de vermes adultos de Schistosoma mansoni

Desenvolvimento e tamanho de vermes adultos de Schistosoma mansoni

Nimero de Granulomas hep3ticos
4.5,

Influéncia da desnutricao. no tamanhe de granulomas hepaticos-

-Mortalidade dos camundongos

.0 f?gado no animal subnutrido, esquistossemdtico
4.8. '
4.9.
4.10.

0 bago no animal subnutrido, esquistossomdtico

Desnutricae e seus efeitos no tecido ]infoide

Ava1ia§§c da atividade de c2lulas esplénicas em camundongos subnutridos
para producdo de anticorpos )

Efeito da subnutricio e da esquistossomose sobre a imunidade ce]u]ar
Efeito isolado da subnutricao sobre a resposta imune

5. RESUMO E CONCLUSOES

6. REFERENCIAS BIBILIOGRAFICAS

48 a
63 a

43
44
46

71
71
72
73
74
76
77
79
82

84

87
90

96

107



1.IHNTRODUECXOD

1.1 CONBIDERACBES CERAIE SOBRE NUTRICXO , IKUNIDADE E IRFECQXO

Logo apds o término da primeira Guerra Mundial muitos pes-
quisadores procuraram esclarecer os'gfeitos da desnutri¢¥c humana nos
processos infecclosos: concomitantementen1n1ciaram investiga¢es para
o reconhecimento de novos agentes patog&nicos, assim como nutrientes
especfificos, a.fim de estabelecer bases cient(flcas da nutric3o humana
no campo biloquimico. Durante e apds a segunda Guerra Mundial surgiram
controvérsias sobre o valor proftldtico de vitaminas nas doengas in-
fecciosas. 0O uso indiscriminado de vitaminas e a falha de resultados
quando se fazia a adi¢lo destes elementos sobre uma dieta adequada,
gerou resisténcia em aceitar a nutric¢3o como fator importante na ca-
pacidade do individuo reagir a infec¢Bes. Em 1949 observou-se unifor-
midade entre os resultados de diferentes autores que associavam =a
frequéncia com que as defici&ncias nutricionals diminuiam a2 resistén-
cia as infeccBes bacterianas, em modelos experimentais. Desde 1907 j2
se conhecia a assgociaglio fntima entre inani¢¥o e tuberculose. CLAUSEN,
em 1934, js havia sugerido que, embora a dieta n3o tivesse Influéncia
sobre a fréquéncia das infecc¢Bes, o agravamento poderia ser facilitado
pela dieta inadequada. ROBERTSON & DOYLE , em 1936 assinalaram a fre-
quéncia'éom que a deficiéncia protédica e das vitaminas A e C diminuiz
a resisténcia a infecgBes bacterianas. Apesar da opiniZo piblica geral
sobre o efeito anti-infeccioso atribufdo & vitamina C, nesta época n¥o
apareceram evidénclas comprobatdrias deste efeito. Até hoje pouco =e

conhece sobre o papel especifico da vitamina C sobre a reatividade



imunologica, apesar .dos mecanismos de defesa n3o imunes em que eéta
vitamina comprovadamente participa (CAMEROH & PAULING,1974).

Problemas de nutric¥o e infeccio devem ser encaradog# como
interdependentes em experimentos laboratoriais, na clfinica e em-  pro-
gramas de Saude Pdblica.

A iInfecgdo por si sé produz significantes alteracBes no
estado nutricional e na fun¢¥o imune. A gravidade sera determinada pe-
la espécie e viruléncia da linhagem do parasita, exlgéncja nutricional
do parasita,duracdo da doenga, durag¥o e tipo de desnutrlcﬁo do hospe-
deiro , estado de salide antes do processo infeccioso ou parasitéario,
competénéla dos mecanismos imunoldglcos e outros fatores de resistén-
cia do hospedeiro. Em geral, doengas infecciosas geram estados febris
que aumentam consideravelmente o metabolismo dos tecidos e as perdas
urinériés, que associadas 3 anorexia resulta numa diminuic%o de absor-
¢io pelo intestino ou em gastroenteropatia por perda protéica. Estas
interagBes induzem a deteriorac3o do préprio estado nutricional (BEI-
SEL-1975).

Varios fatores contribuem para absorglo inadequada de gor-
duras e protefnas em criancgas desnutridas. MEHTA ¢ a7, (1984) discu-
tiram a2 fisiopatologia da mad absor¢¥o em fungHo da atrofia pancredti-
ca, aumento da microflora intestinal, alteracBes na mucosa gastroin-
testinal, dimlnuiéﬁo na concentracgio de 4acidos Btllares conjugados e
deficié&ncla de dissacaridases no intestino.

E bastante complexa a andlise de resultados obtidos em po-
pulacBes com deficiénclas nutricionais porque hi grande possibilidade
de combina¢Bes de caréncias em nutrientes, tais como protefnas, ami-

noicidos especfficos, calorias, vitaminas, &dcidos graxos esgencials,



micronutrientes como zinco, cobre e outros fons inorginlcos. Outro
fator que dificulta a comparag¥o direta de diversas populac®es desnu-
tridas refere-ge 2 forma de avaliar o estado nutricional segundo dados
antropométricos.

Destacam-se classicamente trés tipos de entidades clfinicas
distintas na desnutri¢3c humana: ”"Kwashiorkor”- defici&ncia em protef -
~nas com dieta em calorias adequada; "Harasmus” - deficiéncia em calo-
riés totais com propor¢io adequada de protefnas; e "PCH” (protein-
calorie malnutrition) desnutrig¥o em defici&ncia proteico-caldrica,
uma forma mista onde a propor¢3o de protefnas e calorias aéresentam—se
inadequadas na dieta. Uma proposta para classificaco mais definitiva
das trés fdrmas de desnutrig¢¥o considerando dados antropométricos, pa-
rametros c¢lfnicos e laboratoriais fol apresentada por THANANGKUL gf
al. (1980> com a finalidade de possibilitar melhor interpretactio dos
resultados em varias partes do mundo. UATERLOU , em 1976, Jd havia
estabelecido uma classifiéacﬁo antropométrica para reconhecer desnu-
trig3%c leve e desnutrici¥o moderada.

Outros fatores interferem na classificacH3o correta da des-
nutric%o, pols n¥o se deve negligenciar que o tamanho do individuo &
um reflexo da hereditariedade, assim como expressa o resultado inte-
grado de experiéncias de vida que englobam exposicHo a2 agentes toéxi-
cos, InfecgBes e muitos outros agentes que modificam a exigénecia de
nutrientes, tais como fatores climaticos, ocupacionais, ambientesg,
agravidez, defliciéncia genética, etc.

H4 de se considerar ainda que pode existir uma desnutriclo
marginal, principalmente em vitaminas, em individuos aparentemente com

estado nutricional fntegro, alterando o curso de uma infecgl3o ou a



resposta terapéutica. De um grupo de 120 pacientes hospitalizados nos

Estados Unidos, selecionados ao acaso, 88% revelaram defici8éncias em

vitaminas entre 11 elementos testados; 61% dos pacientes apresentavam

consumo de uma dieta padr¥o. Entretanto, apenas 38% dos pacientes com

caréncla na dieta evidenciavam sinals clinicos da defici@ncia (LEEVY
et al. ., 1965).

Ultimamente tem se dado atenc%o aos casos de 'désnutricﬁo
aéuda de adultos, principalmente nos casos de desordens gastbolntestt—
nais, patologia oral, estados pds-operatdrios, disfuncSes do sistema
nervoso central, carcinomas e multas outras doencas que obrigam hospt -
talizagdo. Segundo BISTRIAN g¢ 57, (19743 , 50% dés pacientes ope-
rados em um Hospital da cidade de Boston desenvolven desnutricﬁo pro-
telco—caldrica durante o perfodo de internac3o. Quando se propde ava-
iiér o estado nutricional destes pacientes deve-se ter a cautela de
adotar um critério padr3oc para definir com a maxima exatid¥o os porta-
dores de PCM segundo determinagles antropoméiricas cldssicas e n3o
apenas pela balixa concentrac¢3o de albumina sérica. Os resultados ob-

tidos ateé © momento revelam que hi comprometimento imunoldgico de or-

dem celular e humoral (LAU & &7, . 1973; BISTRIAN ¢ ai. 1375%;
WATSON & McMURRAY , 1979 ; GROSS & NEWBERNE , 1980 ; BEISEL |,
19823 . '

Estudos epidemiocldgicos documentam a interaclo entre des-
nutricdo e infec¢¥o demonstrando a grande incidéncia de gastroenterite
e doencas respiratdérias em individuos subnutridos. Doengas infecciosas
s8¥0 a mailor causa de morte em criancas com PCM (SCRINSHAW, TAYLOR &
GORDON , 13968). A Organizac3o Panamericana de Sadde apresentou um

estudo sobre os padr8es de mortalidade infantil na América do Sul e



América Central em 19?4, constatando desnutricfo em 57% das crtiancas
que morreram até 5 anos de idade, a majoria delas acometida por doen-
cag infecclosas. RIVERSN & GUTIERREZ (1982) analisando a mortalidade
pré-escolar nas Américas, de 1970 a 1979, feferiram que de 125 milhBes
de criangas nascidas no mundo em 1978, 12 mllh8es n¥o alcancaram o
primeiro ano de vida.

| Kwashiorkor é o maior fator que contribui para alta morta-
lidade entre criancas na fase pré-escolar em pelo menos 50 pafses
tecnologicamente subdesenvolvidos. 0 fndice de mortalidade em crian-
¢as desnutridas com sarampo numa comunidade rural na Suatemala em 1959
fol 189 vézes maior do que o fndice registrado em criangas americanas
(GORDON  g¢ g7., 1965) . O sarampo comumente produz pneumonia fatal
em criancas africanas com Kwashiorkor..Entretanto, existe uma inexpli-
cdvel diferenga do sarampo que acomete criancas agisticas também des-
nutridas pois o quadro clinico neste caso n3o chega a tal gravidade.
Também as infecgBes por herpes s¥o generallzadas e fatals em Kwashior-
kor . Nos casos de PCH grave e moderada, frequentemente as iInfeccBes
POT Fnsumocyst iy caria(i levam a septicemia e InfecgBes respliratdrias
(SCRINSHAW gf¢ 5}, 1968; CHANDRA & NEUWBERNE, 19773,

CHANDRA (1979 relata a assoclac®0 entre caréncia nutri-
cional e sensibllidade & infecg¥o. Nesta revis3o foramlaﬁallsadas ob-
serva¢Bes clinicas e epidemioldgicas que demonstraram aumento da sus-
cetiblilidade & iInfecg¢¥o em individuos subnutridos, como também oz
efeitos das deficiéncias nutricionals, tanto isoladamente como asso-
ctadas a resposta Imune . O significado destes achados para a saide
puiblica foram discutidos principalmente no que se refere aos esquemnas
de imunizacdo, assim como as estratéglias para enfrentar o complexo

desnutricio-~infeccio.



E escassé o conhecimento da influéncia da desnutrigio =so-
bre a resposta imunoldgica frente a doengas paraszitérias. B3 este fato
adicliona~ge que o0 efeito dos diferentes nutrientes sobre a. resposta
imune atnda n%o recebeu a devida atenc%o por parte dos pesquisadores.
Tanto o estado nutricional como a resposta imunoldglica do hospedeiro
podem agir por mecanismos ainda n3o elucidados, induzindo uma facili-
taclo ou unm efeito supressor na evolu¢Zo da patogenicidade da doenga
parasitaria. A subnutric3o grave leva a:atrofia do tecido linfdide e
consequentemente afeta a cémpeténcia imunoldgica {(SUSKIND, 18977).

A interac%o entre nutricfo e infec¢Bo & dinmica ; fre-
gquentemente caracterizada pelo sinergismo e menos comumente pelo anta-
goﬁismo. A interac¥o sindrgica se estabelece quando na vigénéia de
desnutri¢®o pré—exiétente, o hospedeiro apresenta-se menos resistente
e o processo infeccioso induz gravidade maior do que a esperada. O
efelto antagdnico resulta de um processo infeccioso que é menos grave
que a observada no hospedeiro'tratado com dieta normal. Numa ‘ampla
revisio descrita em 325 estudos clinicos e experimentais ,apresentada
ﬁor SCRINSHAW, TAYLCR & GORDON (1968) sobre interacfo de nutrigclo e
infecgdo, ficou evidenciada que a defici&ncia nutricional €& sinérgica
para B3% das infecgBes bacterianas, com grande uniformidade nos dife-
rentes hospedeiros testados, para diversos nutrientes. 0 sinergismo
também foil predominante em InfecgBes por ,irhefésias © helmintos. As
doengas parasitarias contribufiram com 63% de interacBes sinérgicas. No
caso de iInfecgBes virals a reacfo mais expressiva fol o antagonismo,
principalmente nas defici&ncias de vitaminas do complexo B. Devemoé
considerar que & luz do conhecimento atual da imunologia e da biologia
molecular, estas interag¢fes devem ser revistas para elucidar os. meca-

nismos envolvidos.(BEISEL, 1982).



A dificuldade de andlise no campo nutriclional! humano advém
do fato de que as deficié&nciae nutricionale g%¥o complexas quanto a
gravidade, durac3o, natureza e raramente ocorrem isoladas. Polipara-
sitismo € a regra e pode estar associado com agentes bacteriancs e vi-
rais. MURRAY_gt al (1878 verificarém uma Interessante associaclo en-
tre ascariose e maladria em duas populacﬁgs de criangas desnutridas,
habitantes de 2 ilhas num arquipélago no Oceano fndico. 93% de 632
criancas ekaminadas apresentaram parasitismo por gscarés Jumbricoides
e nesta comunidade a maldria estava prezsente em 1,7% das crian¢as. Na
segunda populagBo testada o quadro era o inverso, pois em 237 érian*
cas,a Incidéncia de gscaris Jumbricoides fol de 24% associada com 27%
de maldria. O tratamento com piperazina nas duas populac¢Bes resultou
que, naquelas portadoras de infec¢¥o maciga por ggraris Tumbricoides ©
negativas para maldria, ocorreu manifestac¥o da infecc¥o tanto por
Plaspudiug  vivax C©OmMO Plasmodium falciparum, num prazo de 6 a 14
dias. Nas 23 criancés portadoras de infecg¥o leve pelo Ascaris Iumbe i~
caofdes, a Infecgo por malaria, apds o tratamento, fol observada numa
Unica crianca, enquanto apenas duas das que receberam placebo, a in-
feccdo por maldria evoluiu. Os autores interpretaram esteg resultados
considerando a supress¥o da maldria como consequénecia da ascariose
grave no hospedeiro subnutrido, o que representa a consequéncia de um
balango ecoldgico que regula a coexisténcia do hospedeiro com os dois
parasitas. Entretanto este estudo recebeu criticas severas sobretudo
na forma de avaliaclo exata da natureza e grau de desnutriclo infan-
til, assim como a comprovacZo de que a terapia erradicou a verminose

(STEPHENSON & LATHAM ,1879).



A.anéiise da resposta imuncldégica enveolve o estudo de al-
guns tipos de parametros amplamente adotadas pelos pesquisadores. Es-
tes par8metros podem ser qualitativos ou quantitativos. Destacam-se a
influéncia da desnutrigio sobre a resposta imune mediada por células,
alteragBes nos tecidos linfdides, efeito sobre a regposta imune Thumo-
ral, imunidade secretora, sistema complemento, fagocitose e interac3o
da desnutric3o com virlos agentes patogénicos. O papel das .deficién~
cias em protelfnas e calorias sobre a resposta imune tenm sido ampl amen~
te documentado em revis¥es recentes. (WATSON & MC MURRAY » 1879;
GROES & HEQBER&E 1980 : BEISEL ,1982 ; WATSON & PETRO , 1984)

0 campo de pesquisas na desnutriciec humana encontra-se em
franco progresso. Os par@metros de alterac¥o da resisténcia provocada
pela PCM, quando devldamente aval iados, poder3o minimizar os problemas
de infeccBes por microorganismos oportunistas e sem divida a resposta
terap@utica poderd ser mais eficaz, uma vez que a terapia nutriclonal
recupera rapidamente as funcg8es imunes.

Em 1980, houve um simpdsio internacional na Itdlia, pa-
trocinado pela Fundac¥o Rockfeller e cutras InstituicSes com a finali-
dade de avaliar os avang¢os no cdnhecimento da Interac3o de Nutriglo e
doengas parasitdarias. Este grupo recomendou, por unanimidade, que a
-prioridade fosse dada a pesquisas com ancilostomose, ascariose e es-
quistossomose. A preferéncia da inclus¥o destas parasitoses em progra-
mas de salde Piblica reside no fato de que todas tem alta prevaléncla
e podem ser facllmente diagnosticadas além de que a terap8utica &
eficiente n3o provocando complicacBes .Acelta-se que o parasitismo por
Ascaris lumbricoidas atinja cerca de 1,2 biihBes de pessoas, acompa~
nhadas de 700 milhBes com ancilostomose e 200 milhBes com esquistosso-

mose . (LATHAM ,1982).



1.2. ESQUISTOSSOMOSE E DESKRUTRICXO

A malor preval@&ncia da esquistossomose ocorre em dreas
onc e predomina a deficiéncia alimentar. A interac¢fo desnutric3o -~ in-
fecgdo pode {evar ac antagonismo ou sinergismo, conforme a proposligdo
de SCRINSHAW gf 57 (1959), onde destacaram a ag%o sinérgica da esquis-
tossomose em ratos degicientes de Vitamina A (KRAKOWER ,HOFFMAN & AXT-
MAYER ,193840 )le camundongos deficientes de Vitamina E, selénio e cis-
tina (DE WITT, 19573.
| 8 trabalho pioneiro de KRAKD#ER g6 al, (19402 testou a de-
fici&ncia de nutrientes na dieta ,sobre a esquistossomose. Os resul-
tados da infecgio de ratos mantidos com rac®es sem Vitamina A indica-
ram maior nimero de vermes de scﬁfggagﬁma manwoni recuperados, em com-
parag¥o com ratos alimentados com a dieta completa.Na2 populacio humana
este dado & de grande repercuss3o, pels 60.000 a 100.000 criancas,
provavelmente, tornam-se cegas a cada ano como fesultado da deficién-
cia de Vitamina A e milhSes de pessoas apresentam baixa concentraco
sérica deste nutriente.

Os mesﬁos éutores, em'1944,lobservaram que cobhaiam infec-
tadas com g4 /wtosoms mansoni mostraram desenvolvimento normal do ver-
me quando a dieta do hospedeiro era deficiente em Vitamina C ; entre-
tanto, a2 casca do ovo produzida mostrava-se anormal e a viabilidade do
ovo questiondvel.

O comportamento entre ratos e camundongos expostoe a dieta
hipoprotéica (4X) parece diferir quanto ao desenvolvimento da clirrose
portal perilobular. A indu¢¥o desta patologia sé ocorreuy em ratos

(BHATTACHARYYA , 1965).
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A contribuic¥o destes estudos em ratos e cobaias ¢ muito
limitada, considerando que n¥o representam hospedeiros naturals,além
da infeccdo de ratos por Sep/istosoma mansoné resultar em cura espon-—
té@nea (PHILLIPS 3¢ 41, » 1975; KHNOPF gf 1. . 18773,

De WITT , em 1957 avaliou o gfeito da dieta baseada no le-
vedo de fprulz (deficliente em Fator 3 , Vitamina E e cistina), na evo-
-lﬁgﬁo da infeccHBo em camundongos esquistossométicos. Esta rac3o de
forula produziu degenerages necréticag em varios 6rgdos dos camundon-
gos: coracdo, ffigado, misculos, rins e uma profunda influéncia no de-
senvolvimento dos vermes. Estes n¥o atingiram o tamanho previsto do
verme adulto e, com exceclo de poucoﬁ, n¥o alcancaram maturidade se-
xual. Sob estas condi¢@es, o trematddeos n¥o produziram ovos durante
51 dias que durou o experimento. A histopatologia hepitica e intesti-
nal nos camundonges Iinfectados moestrou ligeiras alteragBesz devido a
presenca de pequeno nuimero de ovos no figado e na parede Intestinal.

Em ocutra abordagem feita por De WITT (1857) , adotando a
mesma dieta , ficou demonstrado-que © desenvolvimento do esquistossonmo
na oltava semana de infec¢loc tinha ag seguintes alteragles: o desen-
volvimento somédtico estava marcantemente diminufdo e poucos vermes
atingiram a maturidade sexual. A dieta ytilizada neste estudo diminuiu
a resisténcia natural do hospedeiro.

Estudo similar foi realizado por DeNEILLON & PATER-
SDON(1958) na Kfrica do Sul, evidenciando que a dieta carente em pro-
tefnas (12,8%X) atuou sobre uma linhagem eqlpcia de Srhistosona ;an—
sonidé, preJudicandé © desenvolvimento somatico dos vermes. Osg raros

ovos produzidos em camundongos também apresentaram—se anormzais e agso~

ciados a baixa eliminag¥o dos ovos nas fezes.
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MALDONADO (1958) ressaltou a importéncia da qualidade
protéica na dieta de camundongos infectados pelo Srgisfosoma mansoni
destacando-se o conteddo de metionina e triptofano que atuam aumentan
do a sobrevivéncla do hospedeiro infectado.

COUTINHO-ABATH (1862) avaliou o efeito de diferentes nf-
vels de protefna (83, 25% e 60%) na dieta de camundongos, sobre a pe-
netracio de cercérias-de Schigtosone manvsoni na pele de anlmaig primo-
infectados e reinfectados. Os animais reinfectados apresentaram reac3o
1nflama£dria exacerbada na vigéncia da dieta hiperprotéica; esta rea-
cdo fol transitdria e de pouca intensidade nos animais primo-infecta~-
do#. No mesmo ano, COUTINHO g¢ x7. estudaram a histopato}oéia hepatica
demonstrando que o grau de protefna na dieta dos camundongos influi na
resposta inflamatéria provocada pelos ovos do trematddeo. Ds fenBmenos
exsudativos tornaram-se mais evidentes nos animais tratados com dieta
hiperprotéica. Um levantamento sobre os conhecimentos digponfvels na
l1teratura mundial a respeito da interac%o da nutric¢¥o com a esquis-
tossomose fol apresentado pelo mesﬁo autor, em 1964, destacando que j&
havia um consenso geral de que a desnutric3o & responsivel pela redu-—
¢%0 na capacidade de desenvolvimento dos vermes.

A resposta granulomatosa aos ovos em animals subnutridos
encontra-se diminufda (KNAUFT & WARREN 1965 ; AKPOM & UWARREN '
1375; HMAGALHEES g¢ z7,, 19B6). Este efeito supressor parece atuar so-
bre os mecanismos responsiveils pela express%o da resposta imune. Por
outro lado, a deficiéncia nutricional do hospedeiro pode afetar o pa-
rasita, de modo a diminuir a oviposic¥o e alterar a capacidade dos

ovos na indug¥oc da reag¢%o granulomatosa (AKPOM ,1981) .
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A deficléncta nutricional pode ocorrer na fase aguda ou
crénica da esquistossomose, assumindo caracteristicas diferentes. A
desnutrig¢ic na fase crbnica, apesar de n¥3o alterar o desenvolvimento
somdtico do Frkistosoma mansoni, acarreta diminuicHo da oviposicdo a
medida gque se agrava a3 desnutrig3o (KHAUET & WARREN , 1969 ; AKPODM &
WARREN . 1975).

Quando se induz a deficiléncia ﬁroteica—calérica (4% pro-
tefna e 30% caloria) o parasita elimina ovos defeituosos ou anormais,
sem viabilidade (AKPOM & UARRER »1969). Este fendmeno tem importan-
te .implicacHo epidemioldgica. A dleta rica em carboidratos e pobre eﬁ
protefnas induz maior ffbrose hepatica em camundongos esquistossométi-
cos (ZUCKERMAN & MAC DONALD , 1964).

A ‘associaclo da desnutrigBo caldérica experimental em ca-
mundongos favoreceu a sobrevivéncia do hospedeiro (91%);: gquando compa-—
rada ac grupo controle e aqueles submetidos a dieta 4% em protefna, a
sobrevivéncia do hospedeiro foi respectivamente de 71% e 63%. (AKPOM &
WARRER , 19753,

Com relag3o 3 desnutric3o proteica , MAGALHXES &f arf.
(1986) constataram que a interacg3o com esquistossomose assume efelto
sinérglico , induzindo malor mortalidade em camundongos infectados tra-
tados com dieta hipoprotéica 4% em casefna.

AKPOM (1982) abordou os parSmetros que atuam de maneira
sinérgica e antagbnica na esquistossomose experimental, considerando a
intensidade e estédgio da infecgBo com o tipo de deficiéncia nutricio-
nal. HNa desnutric¢¥o moderada, o principal resultado é a inibic%o da

produc3o dos ovos, favorecendo uma evoluclo benigna da doenga.
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Existem poucos egtudog clinlicos sobre asg lmpliéacﬁes nu-
tricionals na esquistossomose para recomendar qualquer programa nas

dreas endémicas. No entanto, qualquer que seja a reablilitag¢¥o nutrico-
nal sobre criancas com désnutricﬁo grave, hé& melhoria da resposta imu-
neldgica: os efeitos adversos do parasita devem ser imediatamente neu-
tralizados com a quimioterapia.{(De WITT g¢ g1., 1964).

Procurando pesquisar alguns fatores que interferem né res-
posta do hospedeiro subnutrido frente a esquistossomose na fase aguda
e crénica, elaboramos este trabalho experimental submetendo-se camun-
dongos a uma dieta contendo 4% em protefna. A intensidade da infecgHo
fol mantida constante. Os par8metros que seleéionamos para estudo fo-
ram:

Penetrac?do das cercérias;

Comprimento dos esquistossomos na oitava semana de infecc¥o;

Ndimero de vermes maéhos, fémeos e esquistossbmuics recuperados do
plexo porta-hepdtico;

Sobrevivéncia dos vermes em fung¥o do tempo de infeccHo:

Nimero e tamanho de granulomas hepaticos:

Distribuig¥o de granulomas por drea de corte histoldégico do ffgado;
Hepato—-esplenomegalia;

Mortalidade do hospedeiro no decorrer da infeccSo;

Quantificacdo de células do baco;

Capacidade funcional de células esplénicas formarem placas hemolfti
cas (IgM) e rosetas frente a eritrécitos de carneiro;

Resposta de Hipersensibilidade retardada frente a dinitroclorobenze

no (DHCB);
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Acreditamos que os resultados aqui encontrados possam con-
tribuir, de alguma forma, para melhor esclarecimento do que se passa
na evolugdo da esquistossomose experimental em hospedeiros submetidos
a dieta hipoprotéica, que € a regra da populac¢io brasileira carente

habitante em zona endémica de esquistossomose.



15

2. HMATERI AL E K£TODOS
2.1. PROCEDE£HCIA DOS ANIMAIS UTILIZADOS.

CAMURDONGOS (Muw muywewulus): camundongos convencionais uti-
lizados nos experimentos, foram selecionados de tré&s racas isogénicas
dlsponrvéis na eépoca, no Biotério Central da Universidade Estadual de
Campinas: B10A/J, C57BL/10 e C3H/HeJd. D critério de escolha da estirpe
obedeceu uma selego rigorosa, frente 2 infecg3o pelo Schisfosoma man-—
soni . Outro fator importante na escolha da raca mais adequada referiu-
se a integridade tecidual do bago, pois ,apesar das racas C57BL/10O
e BlOA/J apresentarém nivels de infecg¥o satisfatdrios pelo trematd-
deo, foram descartadas pela ocorréncia de patologia n%o explicada,
caracterizada por congest¥o espi&nica com édreas hemorragicas em 17%
de 157 animals sadios da rac¢a B1OA/J necropsiados. A raca C3H/Hed en
momento algum apresentou este problema , o que permitiu sua utiliza-
¢3o. O comportamento desta linhagem quanto & recuperac3o de vermes &
muito semelhante ao de camundongos Swiss heterogendticos, roedores
onde comumente s%c mantidas as 1linhagens deste verme.

MOLUSCOS: H4 pelo menos 20 anos, o Departamento de Parasi-
tologia da Unicamp mantém moluscos albinos giomphalaria glabrsta nas-
cidos no laboratdrio, para fins de manuteng¥o da linhagem mineira (BH)
de  Sohiwtosoma arnwon/. Exemplares desta espécie foram adotados para

obtenc%o das cerciarias.
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Schigtosomna mansoni : pela facilidade de manutenc%o em la-
boratdrio e grande disponibilidade de cercérias, utilizou-se apenas a
linhagem BH de S¢4/gfowoma mansoni .2 obtenc¥o de cercarias seguiu a
itécnica recomendada por PELLEGRINO & MACEDO (1955).

-

2.2. PREPARD DA DIETA SEMI-SINTETICA

O preparo das dietas normoprotéica (20% de protefna) e hi-
poprotéica (4% de protefna) obedeceu a férmula proposta pelo grupo de
- estudos em Nutrig3o (DEPAﬁ—Departamento de Planejamento Alimentar e
Nutricdo da Faculda&e de Engenharia de Alimentos da UNICAMP). HNesta
| férmula os ingredientes que entram na composic¥o da dieta constam de
casefna, amido de milho, sais minerals, Sleo vegetal, vitaminas e agu-
car.Entretanto, como os experimentos tiveram longa durag3o, fomos
obrigados a substituir a casefna devido a sua inexisténcia no comér-—
clo. De infcio adotamos o leite de soja (Novomilk) como fonte protéi-
ca, que depois foi substitufdo pelo farelo de soja torrado. Apesar da
diversidade da fonte protéica nos diferentes lotes dos animails, ajus-—
tou-se o teor protéico de cada partida da dieta pelo método de Kjel-
dahl para dosagem do nitrogénio protéico em duplicatas das amostras.

No infcio do experimento, alguns animais recebiam as die-
tas proteicas semi~sintéticas, mas o crescimento ponderal destes ant-
mais fol abaixo do obtido com a rag¥o comercial. Em funclo deste fato,
o grupo de anipais tratados com a dieta normoprotéica passou a receber
a rag¥%c na forma comercial peletizada.Quanto aos camundongog tratados
com a dieta hipoprotéica, todos os grupos receberam exclusivamente a

dieta semi-sintética. A composic¢¥%o da dieta normoprotéica ficou ent3o
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aggim congtitufda na maloria dos grupos experimentais , de acordo com
a composic¥o dada pelo fabricante:(Purina Alimentos Ltda.)

composig¢do bdsica: milho, Farelo de soja, Farelo de arroz cru, Carbo-

nato de cdlcio, fosfato de cdlcio, sal, pré-mix.

Enriquecimento por quilograma do preduto : (mg/Kg rag3¥o): Vitamina A-

20.000 Ul: Vitamina D3- 6.600 Ul;Vitamina E- 80 Ul; Vitamina ¥ - &,0D
Vitamina Bi12 -10,0, Vitamina B2-8,0: Pantotenato de Calcio - 24.,0;
Niacina - 95;0 ; Tiamina - 4,0 ; Colina ~ 2.000 ;Piridoxina - 6,0
Biotina - 0,1 : Kcido fdélico - 0;5 : Mangané&s - 50,0 ; lodeo - 2,0;

Ferro - 65,0 ; Zinco - 35;0 ; Cobre - 26,0 .; Antioxidante (Etoxiquim)

100,0.
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2.3 . COMPOSICXO DA DIETA SEMI-SINTETICA

TABELA 1|

COMPOHENTES

molibdato de ambneo 0;003
carbonato de calcio . 29,290
fosfato dibasico de cidlcio 0,430
sulfato cuprico 0,156
citrato férrico 0,620
sulfato de magnésio heptahidfatado 9,88

sulfato de manganéé monohidratado 0,121

iodeto de potassio 00,0005
fosfato dibdsico de potdéssio 34,31

cloretc de sddio 25,060
selenito de sddio 0,002
cloreto de zinco 0,020

cloreto de cobalteo hexahidratado 0,023
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A fdérmula das dietas normoprotéica (20%) e hipoprotéica
{4%), foi mantida nas seguintes propor¢Bes (percentagem > dos seguin-

tes produtos

INGRED1ENTES DIETA NORMOPROTEICA DIETA HIPOPROTEICA
protefna | 20,0 4,0
Sleo de soja 8,0 8,0
mistura salina (TABELA 1) 5,0 5,0
mistura de vitaminas (TABELA 2) 2.0 . 2,0
sacarose 15,0 15,0
biscomil {(amido de milho) 50,0 66,0

A dieta fol preparada na forma seca e administrada em pla-

cas de petri, diariamente acs camundongos.
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COMPOSICXO DA MISTURA VITAMINICA EM mg/Kg DE DIETA

COMPONENTES QUARTIDADE (mg/Kg) (X)
Vitamina A 90.000 Ul
Vitamina D 10.000
Vitamina E 500
Biotina 0,2
Vitamtna K 15,0
Vitamina BiZ2 Q,OI
Inositol 20,0
Niacina 20,0
Ritboflavina _ 5,0
Cloridrato de Tiamina 5,0
Kcido félico 0,7
Pantotenato de calcio i 20,0
Kcido p-aminobenzdico 20,0
Cloridrato de colina 750,0
Kcldo zscdrbico 450,0
Sacarose e farinha de mandioca torrada

(50% + 50%), veiculada para 1 Kg 843.390,0

ES o o e T T T T T TR MR M S M e T M S MU ML UG K G e e T T W AP AT T TR T TP MUY WAV M M i e S s T S W N S g . W Anlde AL R W T o T
e e e R T p g g — - St

(x) exceto para as vitaminas A, E e D que est¥o em Unidades Interna-

cionais (Ul).
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0 Infclo da administrac¥o das dletas ocorreu ao redor da
época do desmame, fixada em 20 dias. Os camundongos recém desmamados
eram trazidos ac laboratdrio para adaptac¥o & nova dieta durante pelo

menos 10 dias, antes de se proceder a infecc3o.

2.4. FORMACXO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Conforme a disponibilidade dos animals da raca C3H/HeJ ,do
Bioteério Qentral, o8 grupbs de experimentos foram constitufdos aten-
dendo ao# geguintes par8metros

animais tratados com dieta normoprotéica (20%) ad libitum, sem in-
fecgdo. |
. animals tratados com dieta hipoprotéica (4%) ad libitum sem infec-
c3o.
. animals iratados com dieta normoprotéica (20%) ad libitum e infec-
tados com 100 cercérias de Schisfosoma mansoni

animals tratados com dieta hipoprotéica (4%) ad libitum e infecta-
dos com 100 cercéarias de Schistosoma mansoni.

Hio foi possfvel constituir grupos com proporcSes iguals
de camundongos machos e fémeos porque a malor parte das fémeas da co-
16nia de C3H/Hed do Biotério Central era destinada 3 obtenclo de ma-
trizes.

Apdés a formac¥o destes grupos bésicos, e com os animais
devidamente agrupados por sexo, outros critérios foram adotados para

constitul¢do dos grupos experimentais:
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_tempos diferentes de infeccBo (semanas) e respectivos grupos de
animalis controle.
. sensibilizacdo com hemicias de carneiro e grupos controle.

. sensibilizag¥o com dinitroclorobenzenoc (DHCB) e grupos controle.

2.5. INFECCXO DE CAMUNDONGOS POR Sck/stosoms aanson f

-

Para infec¢¥o de camundongos utilizou-se a imers3c da cau-
da do animal nuﬁa.suspensﬁo cercariana contendo 100 larvas de gr&/isfe—
soma mansoni pertencentes & linhagem BH do trematddeo, mantida em
Siomphalaria glabrata de Belo Horizonte, nascida e mantida no 1abora-
tdrio. Verificou-se a capacidade de penetrac%o das cercdrias mediante
contagem das por¢des cefdlicas presentes na suspensdo apds duas horas
de exposic¢¥®o dos camundongos & luz e calor, segundo a técnica preconi~-

zada por MAGALHXZES (1969).

2.6. OBTENCXO DOS ESQUISTOSSOMOS

Os animals infectados tratados com as respectivas dietas
foram sacrificados nos tempos de infecc3¥o previamente determinados e
submetidos & perfus¥c do sistema porta-mesentérico para obtenc3o de
esquistossbmulos e esquistossomos mediante a técnica de YOLLES afF =7.
(1947).

Os vermes recolhidos de cada animal foram depositados en
solug¥o salina fisioldgica 0,15 M, onde foram lavados, contados e pos-
teriormente fixados em Railliet-Henry .0s vermes que se desenvolveran
em camundongos submetidos a cada dieta, nos respectlivos tempos de (In-

fecgHdo, foram agrupados para determinacfo do comprimento.
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2.7. MEDIDA DE VERKES ADULTOS

Para a determinac3o do comprimento dos vermes que se de-
senvolveram em camundongos éubmetidos a cada dieta, foram agrupados
todoz o8 esquistossomos adultos machos e fémeos da oitava semana de
infeccBo. Estes helmintos , devidamente fixados, foram montados em 1&-
minas contendo gelatina formolizada. Cem exemplares de cada sexo e de

cada dieta foram observados em visopan da Reichert para determinac®o

do comprimento com curvimetro.

2.8. DETERMINACXO DO NUMERO DE GRANULOMAS HEPATICOS.

Apos perfus¥o do sistema porta hepstico dos camundongos,
os flgados foram isolados mediante seccionamento das velas porta e su-
pra-hepatica .Antes da extrac¥o dos granulomas,os ffgados foram pesa-
dos em balanca analftica.Cada frgado fol submetidé a2 homogeneizacHo
em liquidificador e os granulomas resultantes da lavagem e sedimenta-
¢¥0 , foram contados em microscépio estereoscdédpico, segundo técnica de

BRENER g¢ a7, (1956).

2.9. DETERMINACXO HISTOLSGICA DA MEDIDA E
FREQUENCIA DE GRANULOMAS HEPATICDS

0 orgdoc escolhido para estudo histoldgico foi o figado de

camundongos controles e infectados. Perfundiu-se o sistema porta tam-

bém nos animais sem infeccHo pPelo Schisfospoma wmansoni-Uma pequena
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por¢3do do malor Iob$ hepatico foi destinada & fixag¢¥%o em Bouln aquoso
para preparo de cortes histolégicos com 7 pm de espessura.Estas prepa-
rages foram coradas com Hematoxilina eostna ou Tricrémico de Gomorti.
Ds grupos de animals selecionados para o estudo histoldgico foram aque
les referentes a cada dieta no perfodo compreendido entre a 52 e 112
semana de infecgdo e resﬁectivos controles.

Das preparag¢Bes histoidgicas-do figade dos animals subme-~
tidos as dietas normoprotéica ou hipoprotéica, procedeu-se a montagem
da sequéncia de cortes histoldgicos em séries alternadas, de aproxima-
damente - 400 um, com a finalidade de n%o se repetir a medida do mesmo
granuloma em l&minas subsequentes.

Para ﬁedir og granulomas utilizou-se uma ocular graduada
préviamente callbrada. O parSmetro adotado para esta varidvel foil o
digmetro médio da reac¥oc granulomatosa contendo um dnico ovo. Este céi
culo considerou a interseccfo doz dois di8metros exatamente no nivel
em que se visualizava 1 ovo no centro da reac3o.

Determinou-se .o tamanho dos granulomas hepdticos da 6¢
até a 112 semana para animais normoprotéicos e da 72 até 112 semana
para os animais hipoprotéicos.

Todas preparagBes histolégicas tiveram seu contorno devi-
damente mapeado com aux{lio do visopan da Reichert. Mapas tragados en
papel celofane foram utilizados para determinac3o da area do corte
com emprego de planfmetro. Obtendo-se o nidmero de granulomas por corte
e a respectiva drea, calculou-se o numero de granulomés por Area hepé-

tica {em .



25

2.10. IMUNIZACXD DE CAMUNDONGOS COM HEMACIAS DE CARREIRO.

Heméélas de carneiro (HC) foram obtidas por sangria da
veta jugular de carneiros adultos sadios, mantidos pelo Departamento
de Microblologia e Imunclogia do Instituto de Biologia da Unicamp. 2o
sangue coletado em condigcBes estérels, adlcionou-se igual vélume de
soluc¥o de Alsever. As hemacias distribufdas en al fguotas foram arma-
Zenadas em tubos de ensalo a 4 C e utilizadas no perfodo compreendido
entre 3 a 15 dias apds a2 data da coleta.

Ho dia da sensibilizac¥%o dos camundongos, as hemécias fo-
ram iavadasVB vézes com centrifugacdes sucessivas em tamp3o fosfato
‘0,15H pH 7,2, a 1200 rpm, durante 8 minuios em banho de gelo. Os ani-
mais receberam Iinjegdo intraperitonial de 0,2 ml da hemscia dilufda a
1,0% Estes camundongos assim sensibilizados foram destinados 2as técni-
cas de determinag3o de células formadoras de rosetas ou células forma-
doras de placas hemolfticas. Em ambos os casos a resposta fol avaliada

no 42 dla apds Iimunizac3o primdria,.

2.11. PREPARO DA SUSPENSXD DE C¥LULAS ESPLENICAS

Todos os camundongos foram sacrificados com éter e apés
perfusdo do figado com solugBo de Nall O,15M, o baco fo!l extrafdo e
imediatamente depositado em Meioc Minimo Essencial de Eagle (MHE) en
banho de gelo. Antes do processamento das células, cada bago foi pesa-
do em balanga analftica, tomando-se o cuidado de retirar o excesso de
lfquido com papel filtro. A suspens¥o celular fol preparada individual

mente mediante macerac¥o com homogeneizador Biozzi sendo as células
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lavadas em MME 2 vézés para gerem regsuspensas logo apdés em 1 ou 2 ml
do mesmo meio, conforme o grau de esplenomegalia provocada pela infec-
G40 com Schistosoma mansoaf

De cada lote de células destinados as técnicas de determi-
nac%o de células formadoras de placas hemolfticas e de células forma-
doras de rosetas verificou-se, por amostragem, a viabilidade celular.
Adotou-se o azul de trypan em dilui¢Bes apropriadas das suspensfes es-
- plénicas para contagem das células mortas (que se coram em azul) e sua
determinacdo em c8mara de Neubauer.3 solu¢3c de azul de Trypan utiii-
zada neste teste fol a seguinte: 1 nL de azul de Trypan da soluc3o

estoque (2mg/mL) + 0,25 mL de NaCl 4,25% + 1 mL tamp3o fosfato pH 7,2.

2.12. DETERMINACXO DO NSMERD DE C¥LULAS FORMADORAS DE PLA

CAS HEMOL(TICAS.

Adotou-se a técnica descrita por JERNE g4 al. (1974}, modi-~-
ficada por DRESSER (1378) para determinacXo da populagdo de células
esplénicas formadoras de anticorpos.

Das suspensBes esplénicas obtidas conf&rme o ftem 12, pre-
parou-se a seguinte mistura em duplicata, fora do banho-maria:

S0 pL da suspens¥o de células esplénicas

SO pl da suspensio de hemaclas de carneiroc a 5%.

Foram levados 2 tubos por vez para o banho-maria a 42 C,
onde era adiclionado 100 FL de agarose preparada a 0,8% em MME.Apdés de-
vida homogeneizag%o sem formac%o de bolhas, esta mistura fol transfe-
rida com auxflio da prépria micropipeta em uso, para l8minas de mi-

croscopia aquecidas em chapa termo-estédvel a 37 C. Evitou-se a forma-
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¢%o de gualquer bolﬁa de ar na preparag3o e as que porventura formavam
eram devidamente retiradas com a ponteira da prépria micropipeta.

Deixou~se solidificar a preparaclo para colocd-la inver—
tida em placa de acrflico apropriada para incubac3o das l&minas em es-
tufa dmida a 37 C durante 2 horas.

Decorrido este perfodo, adicionou-se ao conjunto das 18mi-
nas da placa acrflica, volume suficiente de complemente de cobalo
{Lavia porcellug) na diluigdo 1:10 em MME, absorvido previamente com
hemdcias de carneiro.

Estas placas retornaram 2 estufa por mais uma hora a 37 C. Findo este
prazo, as la8minas foram imediatamente lavadas em soluclo de NaCl O,15H
e fixadas durante 2 minutos em solucXo de élutaraldefdo 0,2% preparado
em solug®o fisioldégica 0,15H. Estas 18minas foram deiwxadas em cS8mara
Umida para contagem das placas com auxflio do microscépio estereoscé-
plco. Os resultados foram expressos considerando as devidas dilulcgBes
sofridas pelas c¢élulas indicando © nmimero de células formadoras de

placas hemolfticas por peso de bace (pfc/mg bacgo)d.
2.15. DETERMINACXO DAS CeLULAS FORMADORAS DE ROSETAS

Em alguns lotes previamente determinados para esta finali-
dade, sensibilizados ou n¥o com hemscias de carneliro, processcu-sgse a
técnica de determinac¥o da populac3o esplénica capaz de formar rose-
tas.Para tanto, procedeu-se 2 mistura das células esplénicas obtidas
conforme descricso no ftem 2.11 , com hemdcias de carneire obedecendo
© seguinte protocolo, conforme metodologia proposta por BIOZZI e#

alr{1966), feitos em duplicatas:
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0,25 ml. de hemécias’de carneiro a 5%.

0,20 mL de células linfdéides do baco de cada animal.

0,05 mL de soro descomplementado de camundongo absorvido com hemscias

de carneiro

0,5 mL de MEM contendo 1X do soro descomplementado absorvido com HC.
Os tubos contendo a mistura acima foram deixados por uma

noite em geladeira, apdés homogeneizacg¥o durante 30 minutos a 16 rem

a 37 C ,em homogeneizador especlalmente c&nstru{do para esta técnica.

Procedeu-se ent3Bo 3 contagem das rosetas examinando-se diluicBes apro-—

priadas em hemocitdmetro de Neubauer. A aglutinag¥o de pelo menos qua-

tro eritrdcitos sobre uma célula nucleada foi definida comoe roseta.

Expfessou—se o resultado considerando a diluic3o da amostra em ﬁﬁmero

de células formadoras de rosetas por peso do baco (rfc/ mg bacol.

2.14. AVALIACXO DA HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA A0 DINITRO
CLOROBENZENO

Para esta técnica foram utilizados camundongos infectados
e controles submetidos 2 cada dieta, em varios tempos de infeccHo.

0 teste constou de uma dose sensibilizante de 50 PL de di-
nitro clorobenzeno (DRCB) a 20 mg/ml , em acetona-&lec de oliva,apli-
cada no abdomen previamente depilado de cada animal. Decorridos cinco
dias da dose sensibilizante, a rea¢%o fo! desencadeada aplicando-se 5
IPL da mesma solu¢3o em toda extens¥o da orelha esquerda (VADAS g &r.
1975 .

Decorridas 24 horas dz dose desencadeante, osranimals fo-

ram sacrificados para retirada das orelhas esquerda e direita cortadas
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devidamente na base. Determinou-se a relac3o entre o peso da orelha
egquerda e direita (controle) em balanca analftica, (CORSINI, BELLUC-

Cl & COSTA, 137%).

2.15. ARALIBE ESBTATISTICA

0 método estatf{stico empregado foi o modelo linear multi-
plicativo (GLM) para estudar os efeltos dos fatores e suas interacBes.
Os modelos foram validados por extensa andlise de resfduos, para ga-
rantir as premissas bédsicas dos ajustes. Comparag®es de médias foram
feitas pelo método de Ryan-Einot-Gabriel-Welsch. Em alguns casos, ob-
servacgOes aberranﬁeg foram eliminadas. Para certas respostés houve ne-
cessidade de transformac3o da varisdvel .Em alguns casos fol aplicada a
andlise de regressiio, dentro do GLN. Os cidlculos foram executados em
computador VAX 11/780, com o "Statistical Analysis System -~ SAS”.

Algumas respostas foram analisadas 2 parte, considerando
apenas andlise de variSncia (ONE-WAY ANOVA) mediante a utilizacBo de
um pacote estatfstico para microcomputador (PCxt e [-7000 Junior E da
Itautec). Estas andlises foram referentes a: capacidade de penetracdo
de cercirias, di8metro e frequéncia de granulomas hepdticos , drea de
granulomas hepdticos e comprimento de vermes adultos desenveolvidos em

ambas as dietas.
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3- REZULTADOS

3.1. - PENETRACXO DE CERCKRIAS

A determinac¢%o do numero de cercarias penetrantes foi rea-
lizada para alguns grupos de camundongos submetidos a dietsa proteica
ou hipoproteica. O0Os resultados referem-se a 139 animais : 76 da dieta
normoprotéica e 63 da dieta hipoprotéica. A anslise de variSncia evi-—
dencia que houve maior penetrag3o das cercsrias nos animais que rece—
beram a dieta proteica, apesar da diferenca ser signif!catiQa apenas a

nivel de 0,05% {(Tabela 111}

TABELA 111- Andlise de varifincia da penetrac¥o de cercérias em camun
dongos (C3H/HeJ> +tratados com dieta normoprotéica e

hipoprotéica.

GRUPOD HeEDIA FONRTE DE S0 DF QN PROB F
CERCARIAS VARIACXO ratio
protéico 50,13 dieta 217,45 1 217,45 0,0113 6,59

hipoprotéico 87,62 animais 451,75 137 32,97
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3.2. HORTALIDADE DE CAMUNDONGOS

Os resultados percentuais de mortalidade de diferentes

grupos estudados enconiram-se disgpostos nas Tabelas IV a V11,

A dieta por si s6 n3o contribuiu para a mortalidade dos
camundongos. )

A infecg¥o nos animais subnutridos provocou z morte a par—
tir da olitava semana enquanto que no grupo tratado com a2 dieta normo-
protéica, a morte dos animais s6 aconteceu a partir da 112 semana apds
a Infecgdo. 0O perfodo maximo de sobrevivéncia nos animaig sem defi-

ciénclia alimentar fol de 42 semanas. Camundongos subnutridos n¥o re-

sistiram a infecg3o jéd na 162 semana.

3.3 VERMES DE Sctistosoma mansonf

3.3.1 - HOMERO DE ESQUISTOSSONOS
O tratamento estatfistico para esta varisvel demonstrou gque
tanto a dieta como o tempo de infecg3c exerceram papel tmportante
sobre ¢ numero de vermes totais (VM+VF+V1). No decorrer do tempo, fol
possfivel constatar dols segmentos distintos para a dieta normopro-
téica, que correspondem ao perfodo da 3¢ a 102 semanas, com médias
iguals. ApSs a 102 semana até a 272 ficou constatado outro grupo conm
menor numero de vernes.
A dieta normoprotéica apresentou em média, maior numeroc de
vermes que a dieta hipoprotéica no perfodo compreendido até a oltava
semana. Nog perfodos subsequentes, observou-se que a dieta hipoprotéi-

ca deteve maior nimero de vermes.{(Fig. 3)
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As Tabelas VIIl e IX exibem respectivamenﬁe, © numerc de
vermes encontrados em camundongos tratados com dieta hipoprotéica e

normoprotélica, no decorrer da infecc3o.

3.3.2 - SOBREVIVENCIA DE VERMES ADULTOS

Adotou-se apenas os dados referentes ao numero de vermes a
partir da 92 semana de infec¢¥o, quando se observou, o decréscimo do
nimero de vermes totais. A andlise de regress3o adotada para estabe-
lecer uma curva de sobrevivéncia fol feita com identificac¥o de resf-
duosg aberrantes :DFFits, D Cook e resfduos "estudentizados”.

A Fig. 3 llustra a sobrevivéncia dos vermes adultos para

ambos os tratamentos alimentares.

3.3.3. COMPRIMENTO DE VERMES ADULTOS

A Tabela X demonstra o resultado da andlise de wvariSncia
das medlidas de comprimento de 400 vermes adultos, obtidos na oiltava
semana de infecc%o‘em camundongos submetidos a dieta normoprotéica ou
hipoprotéica. O comprimento médio de vermes machos e fé@meos desenvol-

vidos em cada dieta foi:

dieta normoprotéica/vermes machos {(VH): 5,580 mm;
dieta normoprotéicas/vermes f&meos (VFY: 7,375 mm;
dieta hipoprotéica/vermes machos (VH): 4,567 mm;

dieta hipoprotéica/vermes fé&meos (VF>: 5,720 mm;
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TABELA X ~ Andlise de vari@ncia de medidas de comprimento de 400

vermes adultos recuperados na oitava semana de Infecclo

do Behiutogons mangoni .

FONTE DE sQ GL QM F PROB.
VARIACXO R

dieta 51,31 1 51,31 53,42 1,000E-10
verme macho 190,16 198 0,96

dieta 136,95 1 136,95 118,27 . 2,200E-09
verme f&meo 229,27 198 1,16

Os diagramas de frequéncia do tamanho de vermes machos e

fémeos em cada dieta encontram-se ilustrados nas Figuras 1 e 2.
3.4. OGRANULOMAS HEPATICOS (GH) DE Sch/stosoma mansoni
3.4.1.~ DETERMINACAO DO TAMANHO DE GRANULOMAS HEPATICOS

Foram medidos 510 granulomas hepiticos em camundongos tra-
tados com dieta normoprotéica e 295 referentes a camundongos subnutri-
dos. Ra dieta hipoprotéica n¥o foram observados granulomas na 62 sema-
na apds infecg¥o. Nesta dieta fol possfivel observar que os tamanhos de
granulomas foram praticamente iguais na 82, 92, 102 e 112 semana.Ape-
nas na 72 semana os granulomas nos animais subnutridos apresentaram-se

significativamente menores.(Tabela XI)
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No caso da dieta normoprotéica, a 62 semana diferiu de to-
das as outras da mesma dieta; as médias expressas pela 82,392,102 e
112 semana foram iguals, assim como ocorreu na dieta hipoprotéica. Ob-
servou—ge apenasg gque 2 92 semana difereu da 102 e 112 a nfvel de 0,05%
apresentando menor difmetro médio. ¥ interessante observar que o tama-—
nho do granuloma na 112 semana na dieta normoprotéica revelou-se menor
que o da 102 semana, a nivel de 0,05% . Este fen&meﬁo n¥o ocorreu com
a2 dieta hipoprotéica.

Quando comparamos os tamanhos dps granulomas da 92, 10z e
112 semanas, entre a dieta normoprotéica e hipoprotéica , resultou ta—
manho {(di&meiro médic) malor para os granulomas hepéticos produzidos
sob vigénecia de dieta controle.
TABELA X1~ Comparac3o dos niveis de significéncia péra di&metro médic

de granulomas hepéticos em ambas as dietas.

HIPOPROTEIC2 RORMOPROTEIC2

semana (média) . B 7e 82 9 102 11
_.hmicra _ (189,42 _€242.3) (267.9) (250,4) (2738,1)> (253,44

&2 ndc tem | _

7= (214 ,%um) g%

B= {260, 7um) HS

9z (240, 6um) RS

10= (252, 3um) Sk

11= (272, Bum) RS

NS5 - n%o significativo

5k - significativo a nivel de 0,05%
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3.4.2 -~ DISTRIBUICAO DE GRANULOMAS HEPATICOS DE Schisfosoma mansoni

Esta andlise envolveu os resultados de numero de granulo-
mas hepdticos / cm de drea hepdtica em corte histoldgico,nos perfodos
compreendidos entre S? e 112 semana, com intervalos semanais,nos ca-
mundongos de ambas as dietas.

A andlise de vari@ncia aplicada sobre este parimetro, no
. rfodo global, nos indicou gque a dieta provocou uma distribuicZo de
‘uranuibmas hepéticos/ cm (GH/cd&3 menor no figado sujeito a subnutri-
cHo. Os dados analisados semana a semana, entre as duas dietas, reve-
lou gue s%0 significativamente distintas a 62, 7¢, B2 e 112 semanas. A
92 e 102 semanas n¥o apresentaram diferencas significativas a nivel de
0, 05%

A Tabela X1l ilustra o resultado desta andlise a nivel de

significinecia:
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TABELA X1l =Comparac¥o de nfveis de significancia para frequéncia de

distribuic¢do de granulomas hepsiticos em corte histoﬁdgicm.

DIETA

H1POPROTZICA DIETA NORMOPROTZICA

SEMANAS 62/ 72/ B2/ ge/ 102/ 112/
(Média)  (0,026) (1,026) (1,905) (2,049 (3,395) (3,392)

B {0,6 ) Skkk

7e (4,145 Sk

82 (1,104 Sxxk

9s (2,455 NS

10¢e (2,688) NS

112 (1,819 Skkxk

( ) = média de mimero de granulomas hepéticos/cm

gignificativo a nfvel de 0,01%.

Skikk =
S% = gignificativo a nivel de 0,05%
NS = N3o significativo.

3.4.3 ~ NUHERO DE GRANULOMAS HEPXTICOS

Os resultados aqul expostos referem-se aqueles granulomas

hepdticos obtidos conforme a descrig¥o do ftem 2.8.

& wvariadvel resposta estudada foi o numero de granulomas

hepéticos (GH) por casal de vermes adultos.
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Da anilise estatfstica referente a este caprftulo verifi-
cou-ge que a Interag¥o diteta e tempo de infecgBo fol gignificativa =
um nivel de 0,01%. Também foi possfivel detectar diferengas de

respostas de numero de granulomas hepdticos /casal de vermes ,em

func%o do tempo de infec¢¥o. As semanas iniciais apresentaram médias

iguais para esta varidvel. Da coitava semana em diante, as médias fo-
ram nitidamente iguals. As diferencas foram observadas entre a 62,
72 e 82 semanas pds-infecgBo, que se caracterizam por médias

totalmente diferentes entre =i.

Camundongos submetidos & dieta hipoprotéica inlclaram a
oviposic&o con atraso de uma semana (72 semana). ¥ interessante notar
que 6 nimero de granulcomas hep#éticos thido.em'camundqngos subnutridos
fol maior do que agueles animais submetidos 2 dieta controle. A dis-
cuss¥o deste fato serd tratada'oportunamente:

Para efelito dé'anéllse global do fenfmeno dé evolugdo dés
granulomas hepéticos; apresentamos a Fig. 4 referente ao niumerc de GH
presentes em cada dieta, nos perifodos compreendgdos entre a b2 e 14=2
'semanas.apés infecc¥o.

A andlise isolada, considerando é dieta, demonstrou gue os
fatores qﬁe influenciam na capacidade de indugl3o de granulomas
hepaticos, assumem caracteristicas préprias para cada dieta do hospe-
deiro. Deste modo, fol possivel comprovar que na dieta hipoprotéica,
o pesc do figado e tempo de lnfeécﬁo sdo0 paré@metros altamente
Jsignificatlvos sobre a vaftével GH. Quando se analisa a dieta pro-—
té&ica, surge outra varisvel importante no modelo, que se refere a
reéposta de células formadoras derrosetas (RFC) . Neste dltimo caso,
o peso do ffigado n%o teve influéncia sobre o numero de granulomas

hepédticos resultantes.
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Foi possfvel estimar estatisticamente, por ajuste de um mo
delo de regressdo miltipla aos dados, o tempo necessirio para que o nu
merc de granulomas hepsticos alcancasse um estdgio de estabilizacXo.O

maximo de oviposic¥o do Schistosoma mansoni no ffgado de animais in-

fectados ocorre entre a 162 e 182 semana. Convém ressaltar que 26 foi
possfvel esta observag¢Zo nos camundongos‘tratados com dieta proteica,
uma vez que os subnutridos n¥o alcancaram este tempo de infecclo.

As Tabelas VII e IX ilustram o nidmerc de granulomas
encontrados em func#o do tempo, assim como a percentagem de peso de
ffgado e bago dos camundongos referentes , respectivamente , a dieta

normoprotéica e hipoprotéica.

3.5. PESO CORPORAL (PC), DO FIGADD (PF) E
BACO (PBD

As Tabelas XI11 e XIV ijlustram, respectivamente, pesc cor-
poral (PC), de ffgado (PF) e do baco (PB) de camundongos submetidos 2
dieta normoprotéica e hipoprotéica em func3o do tempo de infecgBo ou

idade do hospedeiro.
3.5.1. Peso corporal

A variavel em estudo ¢ pesc corporal (PC) e recebeu trata-
mento estatfstico avaliando quais os fatores significativos no cresci-
mento do animal; a udnica varisvel n¥o significativa fot infecgdo.
Dieta, sexo, tempo de infecg¢Ho, assim como suas intera¢es, mostraram-—

se altamente significativas.
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A andlise individual do sexo dos animais demonstrou que
para as fé&meas e machos ,as uUnicas InteracBes n¥o significativas fo-
ram infecc3o e dieta, e tempo de Infecc¢Ho e dieta. Dieta e tempo de
infecgdo foram os fatores que mais contribufram para dar regpostas di-
ferenciadas para as fémeas.No cago de camundongog machos, as variéveis

dieta, infecgZo e tempo de infecc%o foram significativas.
3.5.2. Peso do ffgado

Em se tratando do peso do ffgado dos camundongos, a ~andali
se geral dos dados reveiou que as varlidvels mals influentes foraﬁ: in-
fecglo, tempo de infecgdo, dieta, interac3o infecgdo x dieta x tempo
de infecgdo: infecg¥o x tempo de infec¢%o o tempo de infecclo x sexo.
Portanto, nesgte caso, a varisvel sexo n¥%o se mostrou significativa,
apesar de resultar significativa a intera¢3o com tempo de infeccHo.
Hepatomegalia decorrente da infecc¢3o aconteceu em ambas as dietas nos
camundongos Infectados. A dieta protéica proporcionou maior grau de
hepatomegalia que a dieta hipoprotéica ( 1,75 e 1,5 vezes respectiva-

mente?l
3.5.3. Peso do baco

A andlise individual do peso do baco revelou, pela soma
dos quadrados, que os fatores significativos (a nivel de 0,01%)foram :
infecg¥o;sexo; infecclo x dieta x sexo ; infecclo x tempo de infecc¢¥o
tempo de infecc¥o; tempo de infecc¥o x sexo. Em geral, o peso do baco

das fémeas sadias & maior do que © dos machos gadios, na mesma i{dade.
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Esplenomegalla ocorreu em camundongos infectados tratados com qualquer
das dietas, e apresentou a seguinte evoluc¥o no decorrer do tempo de
infec¢3o: na dieta protéica, a percentagem esplénica fo! mdxima na 7=
semana e representou um aumento de 2,7 vézes a percentagem do grupo
controle;: na dieta hipoprotéica, a esplenomegalta atinglu o maximo ya-

lor na 112 semana, assumindo um aumento de 4,3 vézes o seu respectivo

controle.

3.6 - NOMERD DE C¢LULAS DO BACD

Para tratamento estatfstico, o nﬁﬁero de células espléni-
cas foram expressgsos em nimero de células x 108 /mg de baco .A congide-
ragdo desta relac3o fol um artiffcio para minimizar osg errog decor-
rentes da esplenomegalia provocada pela InfeccHo esquistossomdtica.

Estatisticamente fol possfvel estabelecer que O numero de
células do baco estid na dependéncia do tempo de infecgio, da interacto
infecg¥o x tempo de InfeccHo e dieta x tempo de infec¢Ho. A  wvarigvel
infeccdo isolada n3o influenciou no modelo. A sensibilizag8o com he-
miclias de carnelro foil influente para o crescimento celular do baco,
assim como sua interacg3o com o tempo de infeccio. Camundongos sensli-
bilizados com hemécias de carneiro tiveram malor nimerc de células es-
plénicas do que aqueles sem esta sensibllizac¥o. (respectivamente 1,44
e 1,26 x 109 /mg de bacgo)}.

DOs fatores que acarretam aumento de células no bago foram
estatisticamente estudados . No caso da dieta hipoprotéica , mostra-

ram—-se Influentes no modelo ,o mimero total de vermes, peso do bago,

peso corporal, mimero de granulomas hepéaticos, tempo de iInfecglo e
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tempo de infec¢¥o ac quadrado. Esta iltima varidvel fol introduzida
no modelo pelo fato dos resfduos da varisvel tempo de infecc%o apre-
sentarem tendéncia guadritica.

Para a dieta protéica, as varidveis influentes sobre o nu-
merco de Célulaé do bago foram: nidmero total de vermes ,numeroc de célu-
las formadoras de placas hemolfticas (PFC), pesc do animal e peso do
baco. O tempo de infec¢g¥o neste casco n3Ho fol Influente ¢ este modelo
teve melhor ajuste que o da dieta hipoprotéica

As tabelas XV a XXI demonstram os resultados referentes a
nimeroc de linfécitos presentes em cada caso estudado : camundongos in-
fectados-ou n3o; dieta protélica ou hipoprotéica ; sensibilizac3o posi;

tiva ou negativa para hemdclias de carneiro (HC).

2.7 - POPULACXO DE C#LULAS FORMADORAS DE ROSETAS

Esta wvaridvel (RFC) representa o resultado do numero de
células formadoras de rosetas por miligrama de peso do baco. O modelo
geral ajustado, demonstirou que a varidvel mais influente no modelo foi
exatamente a sensiblilizac¥o por hemidcias de carneiro .A andlise de fa-
tores influentes para cada tipo de dieta, demonstrou que sX%o comuns
apenas trés varidvels significativas em ambas as dietas: sensibiliza-
¢3o a HC, tempo de infecg30 e a interac3o gsexo x tempo de infecgFo. No
caso de animals subnutridos, a varidvel sexo n¥o se mostrou significa-
tiva e ainda temos que levar em considerac¢¥o as seguintes varisdvelis:
infeccdo, infec¢do X sexo e sensibilizac%o a HC x tempo de infecclo.

Para a dieta normoprotéica, a influéncia do sexo do animal

revelou-se altamenie significativa.



42

Em animals subnutridos, o nuimero de cdlulas ﬁormadqras de
rosetas fol malor parz as fémeas Infectadas e sensibilizadas com HC.
Existe ainda uma tendéncia de animails jovens expregsarem maior nimero
de células formadoras de rosetas quando submetidos 2a subnutricfo. O
nimero de células formadoras de rosetas de camundongos subnutridos |,
de uma maneira geral! , revelou-se superiér aos niveis apresentados pe-.
los animais tratados com a dieta protéica.

As Tabelas XV1I11 a XXV expressam os resultados do nuimero
de células formadoras de rosetas para camundongos normais e infecta-
dos, em ambas as dietas, sensibilizados ou n¥o com HC , em funcio da
idade do animal ou do tempo dé infecg¢do. O resumo destes mesmos pars-
metros constam respectivamente nas Tabelas XXIV e XXV para camundongos
submetidos 2 dieta normoprotéica e hipoprotéica.

A Fig. D tlustra o diagrama do nimero de cé&lulas formado-
ras de rosetas/mg de ba¢o para camundongos tratados com a dieta pro-
téica, infectados, na 12 e 82 semanas, com sensibilizacBo negativa e
positiva para hemdcias de carneiro.

A Fig. & representa os resultados obtidos em camundongos
subnutridos , referentes a rosetas/mg de baco, para sensibilizac3o po-
sltiva com hemécias de carneiro,.nas 12 ¢ B2 semanas nos grupos sem

infeccdo e infectados por Schistosoma mansoai.
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2.8 - SINTESE DE ANTICORPOS

Avaliou-se =2 populac3o de célulags do bago formadoras de
placas hemolfticas (PFC)/ mg de bago, em camundongos tratados com die-
ta normoprotéica ou hipoprotéica. O modelo ajustado por dieta revelou
varidveis comune de suma importéncia paré amhos, taig como: infecglfio,
sensibllizac3o com HC, tempo de infecglo e sexo do hospedeiro. Em ge-
ral, animals n¥o infectados, em ambas as dietas, apresentaram maior
populag¥o de células formadoras de placas hemolfticas frente a HC, com
tendéncia a resposta mais alta nos camundongos machos.

Ha dieta hipoprotéicé, animals sensiblilizados com HC dEo
resposta de PFC 3,4 vézes malor enquanto que esta relac3o ests estima-
da em 8,6 vézes maior na dieta proteica, independentemente se os ani-
mals estdc infectados ou n%o. As Tabelas XVIII a XXI111 expressam os
resultados referentes a PFC nos diferentes tratamentos dos animais. As
Figuras 7 e 8 representam o mimero de células formadoras de placas he-
molfticas (PFC)/mg de bago, tratados com dletz normoprotéica e hipo-

protéica, sensibilizados com hemécias de carneiro, sem infeccHo relo

Schistusons mansoni .
3.9 = HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA

A wvaridvel agqui analisada refere-se 2 relag¢¥o de peso de
orelha esquerda e peso da orelha direita, onde a primeira recebeu o
tratamentoc com DNCB e a segunda expressa o controle do tratamento,

A wvariavel mais significativa é a prépria sensibilizac3o

com DHCB, seguida pelo tempo de infec¢Bo (idade dos animais, nos gru
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pos sem infecg¥o ) . A dieta n¥o teve relevincia neste tipo de respos-
ta.

Estatfsticamente a andlise ficou prejudicada uma vez que
os dados disponfveis para camundongos sem qualquer sensibllizac3o com
DHCB ficou restrito a 4 animais, o que desequilibrou o grupo controle
na anélise matemdtica. )

E curioso notar que a Infec¢g¥o prépriamente dita, também
ndo afetou a andlise. Porém, & importante referir que a aplicacio do
DNCB, em alguns grupos, contribuiu para aumentar a mortal idade dos ca-
mundongos da seguinte forma:

Camundongos tratados com dieta normoprotéica ou hipoprétéica, sem in-—~
feccdo, apresentaram fndices de mortalidade decorrente da sensibiliza-
¢do pelo DNCB muito maiores que os grupos infectados pelo Sriistosoma
MIANSON §

Nas Tabelas XXVI e IXXX demonstram estes fndices de mortalidade por
tempo de infecg¥o. £ interessante observar que no caso de camundongos
tratados com dieta normoprotéica infectados, apenas 1 animal jovem (1
semana de infecgHo) sofreu o efeito do DNCB enquanto que na dieta hi-
poproteéica a morte de um uUnico camundongo ocorreu na fase crénica (14

semanas) da infeccio.



3.40¢. HISTOPRTOLOBIA HEPARTICA

ND exane histopatoldsico dp fisado de camundongaos .

subnutridos, pudewnos observar poucas alteragfies gque pudessen ¢
diferencii~los do figsado de camundongos alimentados com a2 dieta
protéica, a ndpo ser pela intensidade das lesfies sranulowatosas, O
desenvolvirento das lesfies ew canundonzps sex deficigneia protéics
rareceu ser wais rdpido e j& na poitava semana de infecg8o foi
observada fibrose nos carundonsos subwetidos a dieta
noreoprotéica, .

As reagfes inflawatdrias consistiram de infiltrados linfo-
eosino-histiocitdrio, circunscrevendo ovos vidveis, O parénguima
hepdticoepresentou arande ninero de ceélulas de KlUpffer
hipertrofiadas, contendo pigwento castanho escuro, A argquitetura
dos lébulos hepaticos apresentou-se em desarranjo ¢ OS5 espagns
sinuspidais auwmentados,

Nos ‘hepatdcitos de animais expostos & subnutrigfo, foi
rossivel pbservar en alauns casns, alteraglies hialinas
intracelulares;, muas, de wmodo alusuw &2 esteatose encontrada se
igualou 5 descrita por COUTINHO (1980),

Histologicanente foi rpossivel  observar reagfies wais
Prectoces nagueles animais sew deficiéncia protéica; cow
aparecinento das primeiras infiltragtes em torno dos oavas do
trematddeo na quinta semana de infecedo,

46
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ABREVIATURAS ADOTADAS NAS TABELAS DE RESULTADOS

TEMPO (T) : semanas ga partir da data de infecgao ou de 30 dias de idade.
% PB : percentagem do peso do bago

% PF.: percentagem do peso do figado

VT numere de vermes totais; dVT : dewio padrdo de vermes totais

VF : niimero de vermes femeos: dVF : desyio padrﬁo de vermes femeas

M Numero de vermes machos: dVM : desvio padrao de vermes machos

¥I  : numero de vermes imaturos; dVI: desyio padrio de vermes imaturos.

GH numero de granulomas hepaticos; d&H : desvio padrae de granulomas hepaticos,
PC Peso corporal do camundongo, em gramas

dPC : desvio padrao do peso. corporal

PF. : Peso do figado em gramas -

dPF : devio padrao do peso do figado : -

PB : peso do baco em m111gramas

dPB : devio padrae do peso do bago

LINF : Numero de linfocitos no baco total (x 108)

dLINF: desvio padfgo do numero de 1infocitoes

ROSETAS : niimero de rosetas por mg de bago.

dROS: desvio padrdo do niimero de rosetas/mg de baco

PLACAS: Numere de cElulas fdrmadﬁraS'de placas hemeliticas/mg de bago .
dPLACAS: desv1o padrao do numero de celulas formadoras de placas heme]?tlcas/mg de bago
SENSHC: sensibilizacdo com hemac1as de carneiro (+ ou -)

OE/OD : peso da orelha esquerda/ peso da oretha direita

dOE/OD : desvio padrae da relagdo OE/OD

X

e

LX)

“n
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TABELA 4 - MORTALIDADE DOS CAMUNDONGOS C3H/Hed TRATADOS COM DIETA PROTEICA,
SEM INFECCAO PELO Schistosoma mansoni

TEMPO NOMERO ANIMAIS % MORTE
(semanas) EXAMINADOS
1 10 0
2 2 0
3 11 0
4 11 0
5 21 0 -
6 6 0
7 9 0
8 44 0
10 20 0
12 46 0
16 5 0
17 4 0
22 4 0
27 17 0
33 8 0
39 14 0

TABELA 5 - MORTALIDADE DE CAMUNDONGOS C3H/HeJ TRATADOS COM DIETA HIPOPROTEICA
SEM INFECCAO PELO Schistosoma mansoni.

TEMPO NOMERD ANIMAIS #MORTE
(semanas) EXAMINADOS
1 17 0
2 19 0
4 21 0
6 6 0
8 4 0
12 13 0
16 4 0




TABELA 6 - MORTALIDADE DE CAMUNDONGOS C3H/Hed TRATADOS COM DIETA PROTEICA
INFECTADOS COM 100 CERCARIAS DE Schistosoma mansoni.

TEMPO NUMER® ANIMALS NUMERO ANIMAIS % MORTE
(semanas)  EXAMINADOS MORTOS
1 36 0 0
4 13 0 0
6 25 o - 0
7 11 0 0
8 26 0 0
19 11 0 0
10 10 0 0
11 6 4 40,00
13 2 4 66,70
17 5 3 60,00
27 7 4 36.40
42 1 8 88,90 "

TABELA 7 ~ MORTALIDADE DOS CAMUNDONGOS C3H/HeJ TRATADOS COM DIETA HIPOPROTEICA
INFECTADOS COM 100 CERCARIAS. DE Sehistosoma manseni .

TEMPG ~ NUMERO ANIMAIS NUMERD ANIMAIS %MORTE
EXAMINADOS MORTOS -
1 6 0 0
3 4 0 0
5 5 0 0
6 5 0 0
7 15 0 0
8 2 6 75,00
9 5 4 44 50
10 8 4 66,70
11 8 2 25,00
13 2 4 66,70
14 5 7 58,30
16 0 6 100,00
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TABELA 1}

RESULTADOS DE NUMERO DE VERMES , GRANULOMAS HEPATICOS , PERCENTUAL DO
PESO DE FfGADO E BACO DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A DIETA HIPOPROTEICA

INFECTADOS POR Schistosoma mansoni

T S S S U ST R T T DT N T T I N A oo T T T M e e e e s mam e o e e i O SIY T S I AT ER TEW TR S e e et S M Ak deim v e T Y v S M S e o -
AL RS B B e B S e S S5 e e e s e e e T L0 IR SR S e e B D e e B I T D T T T O T T T T T e e e e A ST DD SN LS I M TT I T e e e e s e e o

TEMPO %PB %PF vT VF vH Vi CH
1 0,44 6,41 0 0 0 0 0
3 0,67 6,37 a3 6 17 10 0
5 0,78 5,27 34 15 19 0 0
& 0,58 5,60 18 9 9 0 0
7 1,14 6,72 as 19 16 0 124
8 1,09 7,28 10 4 6 o 2863
9 1,42 3,00 59 17 42 0 5424

10 1,37 6,97 29 13 16 0 3634
11 1,89 8,66 24 10 14 o 2929
13 1,11 D 22 10 12 o KD
14 1,31 7,31 21 11 10 0 5446
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TABELA 12

RESULTADOS DE NUMERD DE VERMES E PERCENTAGEM ESPLENICA E HEPXTICA
DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM DIETA PROTEICA, INFECTADDS POR
- Schigtosoma mansoni

TEXPO %PB XPF VT VF VN VI GH
1 "70,60 6,10 ) o 0 o o
4 0,82 6,84 35 8 21 6 0
6 0,84 5,77 41 19 22 0 114
7 1,36 9,00 41 12 29 0 563
8 1,36 8,50 39 14 25 0 3107
g 1,27 7,70 35 13 22 0 2699
10 1,34 8,20 24 8 16 o 3778
11 1,77 8,60 37 12 25 0 5260
14 1,32 8,70 11 3 8 0 ND
17 4,50 7,00 13 4 9 0 2895
27 1,53 7,20 12 3 5 0 6077
42 1,05 6,10 3 1 2 ) 4495
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TABELA 13

RESULTADOS DE PESOS CORPORAL(g), PESU DU FIGAUU tg) ,PESU DU BACU
(mg), VERMES ADULTOS E GRANULOMAS HEPATICOS DE CAMUNDONGOS TRATADOS
COM DIETA PROTEICA E INFECTADOS COM g, mansoni . ‘

I I e e e e P e e MO A A s T T e A e S T PR S i et e W S S Sl A SRR e e b G e et Mt dh S Al e SRAD Ul e e e e ey Y= U P P MM S ke i S S it Y S
— . e e e T . e . v e e, s — . e B e T T O A R L L O L D e AR R NN T I T T T e S T e

TEMPO NOMERO

ANIMAIS PC dPC P¥ . dPF %PF
e R T o L O R S T T I o o I T o T I o T e S e o o S I I o T 5 T T [T % o I e 700 77 o i s o o e o i SO o S O S M i s ok sl et s
1 36 17,40 2,88 1,062/ 0,16 6,10
4 13 18,14 1,72 1,2403 0,08 6,84
6 25 . 21,13 2,04 1,2187 0,10 5,77"
7 11 19,76 2,17 1,7762 0,22 9,00
8 26 20,36 2,24 1,7384 0,33 8,50
9 11 19,74 3,18 1,5238 0,39 7,70
10 10 23,24 3,4/ 1,9106 0,29 8,20
11 6 21,60 2,79 1,8574 0,16 8,60
14 2 20,92 3,40 1,8161 0,98 8,70
17 1 20,68 _ 1,4524 - 7,00
27 7 22,52 3,50 1,6180 0,26 7,20
42 1 18,94 0,00 1,1508 0,00 6,10
TEMPO PB dPB %¥PB  VF dVF VM dVM VI dvI GH dGH
1 105,4 25,7 0,60 O 0 o o o o o 0
4 149,3 29,7 0,82 8 4 21 3 6 3 o 0
6 178,4 29,1 0,84 19 7 22 8 0,3 0,6 114 65
7 268,4 61,0 1,36 12 4 29 g 0 0 563 217
8 277,6 99,7 1,36 14 5 25 8 © 0 3107 1630
g 250,4 147,7 1,27 13 & 22 10 O 0 2699 1847
10 312,5 80,5 1,34 8 5 16 3 0 O 3778 2428
11 381,9 135,4 1,77 12 & 25 20 O 0 5260 1787
14 276,2 179,6 1,32 3 t 8 1 o0 0 ND -
17 940,0 _ 4,50 4 - 9 _ 0 _ 2895 -
27 345,3 69,9 1,53 3 1 9 5 0 0 6077 1294
42 200,0 _ 1,05 1 _ 2 _ 0 O 4495 _
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TABELA

RESULTADDS DE PESOS CORPORAL (g) PESU Uk FIGADU (g) E PESO DE BACT fma) DE CAMUNDOKNGOS

XPB

PB dPB

XPF

dpC Pr dPF

TEMPO NJHERD
(pem.) ANIMAIS

0,8157 0,12 6,42 55,98 , 0,44
20,13

1,10

12,71

0,67

0,05 6,38 116,57

1,1075

0,83

17,36

0,78

12,68

1,26 U,7975 0,08 5,27 117,86

15,14

66,78 11,85 0,58

5,60

0,09

0,bab2

0,88

11,54

1,14

13,13 2,01 0,8828 0,23 6,72 149,84 50,73

15

1,09

35,29

7,28 ' 177,35

0,085

1,181%

0,00

16,22

0,27 9,00 196,82 70,69 1,42

1,2455

1,17

13,84

6,98 223,73 20,32 1,32

0,22

1,139

2,15

16,33

10

0,52 8,66 277,88 38,40 1,89

1,2710

3,17

14,67

11

1,11

4,24

186,20

ND

1,41

16,73

13

1,27

19,29

215,50

6,27

0,15

1,1978

2,56

16,39

14
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. TABELA 16
RESULTADOS DE PESOS CORPORAL(g), F{GADO (g) E BACD (mg> DE CAMURDONGOS

TRATADOS COM DIETA HIPOPROTEICA , SEM INFECCXO.

b5

T T o T o A MMM A S A TS WS AL M ik b i ik e ok s M iy ol ik o Y Y T SN SR TR AT TR S e A e S e T S S S M S S T T TP TP TR TR e v I S ik ot s G S A A St e ek s e it
I T R e s e e e T L e R R N N S T R N T I I I I I T T T I o e e e T T e e O ol RN EmmEs

NUHERO

PC

o ¢y T o bk S Gk Gl S Al A e Al i Y bk s e YT T YR THWD TV Y Y A S e S YR TP W AP i e Sk e R Y e SR IR S e Y WY T ST e e we g o ek e gy ol e A S A S e e T
e e S e 1T I R T e e e e e e e e e e S T T I T T T T e e e e e e T T T A O T T T T T T I I e I e e T O e T T T I R IR s E NS

T _AH]HAIS
1 17
2 19
4 21
6 &
8 4
12 13

15,89

14,43

12,07

1,87

2,01

0,9216

00,7361

0,5328

0,8692

0,11

0,09

0,10

5,79

5,10

5,96

90,50

91,79

54,52

114,72

17,73

20,18

23,75

18,23

0,63

0,45

0,78
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TABELAS 18 a 21
RESULTADOS DO NGMERC DE LINFSCITOS ESPLENICOS, ROSETAS E PLACAS HE-
MOL{TICAS DE ANIMAIS TRATADOS COM DIETA HIPOPROTEICA PARA SENSIBILI
"ZACX0 POSITIVA OU HEGATIVA COM HEMXACIAS DE CARNEIRO:

o R R e R L R B F g el e e e e ———
T ————— T T A L L N NN T o N O e T T T T T T T T S N s e e T T I S I S I I o o

S i e A R SR T S TR SN DAL M el m ke Wl (R Sl A e A Al oy hlh e e g YR e ST T TN Y M e S S S i S e S S e R S e S G M e S e A e o o
P R RS e g i o

TENPOD LINF dLINF ROSETAS dROS PLACAS dPLACAS
b 0,86 0,13 22700 9130 RD ND
7 7,64 0,69 o) 0 15,87 16,46
10 2,73 1,80 1045 /05 ND RD
14 6,00 1,10 ND ND 0,85 0,25

FE 3 11— X1 T F Lt g e T L R R R T TR E—
T . . . e S e e s Sy e e (it . T T T e e e i it i i o i o e . e e e e e L T T I R O O R O L L I T T N M et e

T T T I g A S S AR A S e e T SR MY S S e A A AL MM AL M Ul bl e Sl ik e ik o o e T e T T T T A M i S — . T v T v SO, o oo P o T o, S o o
I I D Gl Lo s e e e e e e B e e e e e L R s e s T R L s S T T T T T N T T T T T S T T T TS

TENPC . LINF dLINF ROSETAS dROS PLACAS dPLACAS
1 2,18 0,56 ND ND 0,38 0,52
2 2,48 0,77 3431 1603 RD -
4 HD ND 44593 2100 RD -
6 1,47 1,10 9261 4400 ND -

S A e m wm g e g e e wm SO S ASTE N M ik o i g TR BT DT M T T SR M S e S e S G T T S SO S T . A Al il e Sl Ao e g Mt o Mt Sk M s s ki s ok e e el e et Y
R R T e e R e e eI L T T I N T e e e e e e e T R T e S sESESSRESm s S sS ommm s

TABELA 20 _CAMUNDONGOS SEM INFECCXD : SERSIBILIZACKO POSITIVA PARA HC

I T T T B S e A s con i v T s mme mear e g e e o S A M) S Gl Al el e e T T T TR MV SRS ST Y A A S A e e Y S S S T eSS ML A A A S AN A NS S AL AL LR LA W it e
T I T T G B0 S e s . i T . e T e v e e e e i e e e e e e L s L T D T B B e O e o e e e R e D L S T N T T N T Ml Nt e T e

TEMPO LINF dLINF ROSETAS dROS PLACAS dPLACAS
1 3,97 1,60 10886 4548 203,17 98,27
2 3,06 1,30 13925 5601 376,00 166,10
4 1,98 1,00 36312 15154 93,55 42,00
8 4,52 0,64 27112 8163 38,60 4,70

P X ¥ B e B e T ———
T T " — v o . e T S0 T2 I T e e i e e e e e e e e e e i i 2 S T B O O T O L R N N N NSNS

TABELA 21_CAMUNDONGOS INFECTADOS : SENSIBILIZACXO POSITIVA PARA HC:

S e e T g s g e S I M SO AL S AL s g S I MY WD W MU M M e e A AN S S M M S W MM M S S M S s e PO S Sl P e e T S e G0 A WA AR ik S e W o S S
T e T e e mar T i e . s s B S L R R I T T T T T AT Am T EE TR A AT A T M e e e e e e e e R T N S Ex

TEMPO LINF di.INF ROSETAS dROS PLACAS dPLACAS
1 1,98 0,47 75567 23062 129,48 71,27
3 3,90 0,96 16635 13494 8,16 5,9
5 4,68 1,67 13070 4671 26,73 13,43
7 5,88 1,63 29704 12531 43,51 2,91
8 5,15 1,20 4678 4519 169,83 18,94
10 6,87 3,27 8512 2581 77,42 43,33

o b b F ot g R e g e T ———
T T e i T e e e s e e e I T L T O T R O N N O R R R T e e e e T e e T TN TN
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TABELA 22
RESULTADO DE HUYMERDO DE LINFaCITOS ESPLEN}GUS, RUSETAS E PLACAS HEMOL -
TICAS EM CAMUNDOHGOS TRATADOS COM DIETA PROTEICA E INFECTADOS COM 5.

manson{ . SENSIBILIZACKO NEGATIVA PARA HEMACIAS DE CARNEIRO.

g e WY TR TR EER N SN IO SR MM e T WS UMW el T S T T W MR e e W B AL Ao ALl ek e e T VAR S M S e e e i e e e Y W AP e i sl i T v B T Y PP W T - - -
e S S AR SR S e A e i e e e T B D T T S o R T T L R A R O T T e e e o e I B LD I I I I e s e o T T T T e e e e e

- TEMPO LINF dLINF ROSETAS dROS - PLACAS dPLACAS
0 s ar e em ime amo
8 13,4 4,7 1298 479 0,798 1,100

9 6,4 2,1 654 456 KD ND

10 9,2 3,4 3791 2893 RD ND
11 32,7 19.3 O 0O 0,411 0,039
27 10,3 W 2,8 808 577 0,408 0,400

42 5,4 0,0 2250 ND 0,500 -



TABELA 23
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RESULTADO DE NYMERO DE LINFSCITOS ESPLENICOS, ROSETAS E PLACAS HEMD-

L{TICAS EM CAMUNDONGOS TRATADOS COM DIETA PROTEICA E INFECTADOS COM g,

mansonf PARA SENSIBILIZACKO POSITIVA COM HEMACIAS DE CARNEIRO.

TEMPO NeLI1NF

dLINF

ROSETAS

dROS

PLACAS

dPLACAS

s oo o s m TR I SR DTS DI MG A i iy b S TR S e S e ST S AL e e e T I S e S S e O L SO ST A L A S SRS M ol U Al e el b o v Yy VY S i o i il
L D e . e e Sl o . e v . e, am B2 I e v e e e o, o, s i Sy L Lot T e e e o e e E A A e SR IR R SRR IN A ST 1T I I T nr nom o e e e

1 4,37
4 8,34
6 6,40
7 13,96

8 8,35

0,70

2,29

7909

12300

8595

5262

813

7000

681

2022

ND

ND

ND

47,92

T I T A M S T e D LT I e s e S . S e e i Y TP SRR S A e o S iy i T T S o S S i o o L S S S R, ik sy e e e T P
A D Gl . A e o . o i S LS e s s e e e e e L T o e A A R A T T T T e T T e e D T T e T I I I N I A it oo I o e e e e
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TABELA 24

RESULTADOS DE Me£DIAS DO NGMERO DE ROSETAS/mg BACO EM CAMUNDONGOS TRA-
TADOS COM DIETA PROTEICA, SENSIBILIZADDS OU NHXO COM HEMACIAS DE CAR

INFECCX0O  TEMPD SENSHC HMEDIA N=2ANIMAIS
+ 1 + 27449 i8
+ 4 + 7309 5
4 6 + 12300 18
+ 7 F 8595 7
+ 8 + 5262 4
r 1 a 5068 23
F 8 = 1298 6
+ 9 - 654 2
+ 10 _ 3791 3
+ 11 _ 4] 2
+ 27 _ 808 5
+ 42 _ 2250 1
_ 1 + 17573 3
_ 5 + 17076 -4
_ 7 + 5604 5
_ 10 4 7972 4
- 12 + 44199 5
_ 3 - 2568 1
_ 5 _ o] 3
_ 8 _ 231 7

1

17 2818
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TABELA 25

RESULTADOS DE M£DIAS DO NUMERD DE ROSETAS/mg BACO EM CEiUNDONGOS
‘TRATADOS COM DIETA HIPOPROTEICA SENSIBILIZADOS OU NXO COM HEMACIAS
CARNEIRO . ANIMAIS INFECTADOS OU NXO COM  Schistosoma mansoni

SENSIBILIZACXO INFECCXO TEMPO MEDIA N2 ANIMAIS
__COM_HEMACIAS _ o

75567
16635
13070
29704
4678
8512
10886 1
1139825
36312
27112
3431
4459
9291
22700
0
1045

+ T+ T+
o

(WY
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+ + 41
b
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TAB 26_ RESULTADOS DE HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA DUS ANIMAIS
TRATADOS COM DIETA PROTEICA, SEM INFECGXO.

e i s e A o SO o i S T T el S St . e T i AL A e e o e e e o s e S e B e S M T T AN ST MM A S EE e e M TN TSR ST NI I I
e T T L N I N L R N I I N T R RS S o N N C TS e s =SS E S E SR wem s s s e e R AR T

NoMERDO ANIMAILS

TEMPO EXPOSTOS EXAMINADOS HMORTOS  XMORTE  OE/OD dOE/OD
3 4 4 0 ) 1,7877 0, 356

5 18 17 1 5, 50 1,5076 0,279

8 a4 44 0 0,00 1,6377 0,178

12 25 23 2 8,00 1,8162 0,304

16 g 5 4 44,40 1,6619 0,253

22 6 4 2 33,33 2,4119 0,227

27 20 13 7 35,00 1,7987 0,248

T Y T Lot et Yt i Fnf e

TAB 27- RESULTADOS DE HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA DOS ANIMAIS
TRATADOS COM DIETA PROTEICA, INFECTADOS COM 5. mansoni

i e e . B S e Sl S S o S M W D T P TP e o S ey AL M A ek sl Al Sl Sl s S R e e s S S T T R e S e S SRR T S e e 2o e WD T I ST e e e s e
i s e T T M S S T e e T T e T T T I S TR o i it e i v o . o e o i e v i e e e e e S 0 T L e e e i S S i T e S e, L, S i i e e i

NOUMERO ANI1IMAILS

TEMPO EXPOSTOS EXAMINADOS MORTOS XMORTE OE/OD dOE/0D
1 15 14 1 6.7 1,3281 0,230
4 8 8 0 o 1,5532 0,200
& 8 8 o O 1,4853 0,330
7 10 10 o 0 1,6144 0,310
8 14 14 0 0O 1,6275 0,360
) S _ 5 0 0o 1,7438 0,560
10 3 3 0 0] 1,5774 0,045
14 1 1 o O 1,5222 -

t—Epod— s —p ]
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TAB 28 RESULTADOS DE HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA DOS ANINAIS TRATA
DOS COM DIETA HIPOPROTEICA, SEM INFECCZO. '

——— u.............u_—...._—u-—_—m......-—_._.......—-—.—_-.....-_---...,w—-«-—.—-m——-—-——m-m-—m-——«-—--——--w——*'--—u———'._‘-_,,.._"'...—_..._a

N HERDO ANIMAILIS

TEMPO  EXPOSTOS EXAMINADOS MORTOS  XMORTE OE/OD dOE/OD
4 11 9 2 12,8 1,2339 0,131
12 13 13- 0 0 1,4829 0,161
16 06 0 6 100 HD ND

_..«n..-.—-.___..—.m—_-.-.-_—-.u-.uu.._——-...._a-u———_—_.............-_-.....-un——-—-_-.....-——...—-....—_-..,—..——_.—.u—“—.—.._..-
—-.—_m......-.—....._—...m-nn-.m_—_...m._—uw_.—_—__“._,....-..._...-—-.u-—-m...-—_-—__._—a.-_—...—-._—...__.—..-—n—-m—--—-

TAB 29_ RESULTADOS DE HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA DOS ANIMAIS TRATA
DOS COM DIETA HIPOPROTEICA, INFECTADOS COM Schistosoma

mansoni
NS MERO ANIMAILIS _
TENPO EXPOSTOS EXAMINADOS MORTOS %MORTE OE/0D dOE/OD
3 4 4 0 0] 1,3857 0,135
11 8 O 0 0] 1,2202 0,095

—_——-...........—a-—_.-.-——--a-.———_.-......_.-_.-.——_._.._....—_......_._......_a..—_-.-.—.—-a——_nm—::_:z_ﬂa_:q__«_—zz:_--—-—-_»-—__"-—*_,_,_‘-



LIMITES DE CLASSE(mm} FREQUENCIA VF: DIETA PROTEICA

t,60 ¢ 2,00 o)

2,00 ¢ 2,40 o}

2,40 ¢ 2,80 o

2,80 < 3,20 0

3,20 < 3,60 o

3,60 ¢ 4,00 o

4,00 ¢ 4,40 0

4,40 ¢ 4,80 o

4,80 ¢ 5,20 - - - Qe - mee e e
5,20 < 5,60 1 -

5,60 ¢ 6,00 o

6,00 < 6,40 2 s
6,40 ¢ 6,80 19

6,80 ¢ 7,20 19

7.20 < 7,60 19

7,60 < 8,00 14

8,00 ¢ 8,40 15

8,40 ¢ 8,80 5 S
8,80 < 9,20 4 B
9,20 < 9,80 0

9,60 ¢ 10,00 2 J— ‘

LIMITES DE CLASSE(mm) FREQUENCIA VF: DIETA HIPOPROTEICA

1.60 < 2,00 o _
2,00 < 2,40
2,40 < 2,80 1 -
2.80 < 3,20 i - '
3,20 < 3,60 4 e
3,60 < 4,00 3 —
4,00 < 4,40 7
4,40 < 4,80 6
4,80 ¢ 5,20 10
- 5,20 < 5,60 -6
= - 5,60 < 6,00 13
| 6,00 < 6,40 15 —
- 6,40 < 6,80 12 .
6,80 < 7,20 8
7.20 ¢ 7.60 8
7.60 < 8,00 3 o—
8,00 < 8,40 : 2 —
8,40 ¢ 8,80 ! -

FIG.] - HISTOGRAMA DA FREQUENCIA DE COMPRIMENTO (mm) DE VERMES ADULTOS
FEMEOS DE Schistosoma mansont RECUPERADGS DE CAMUNDONGOS TRATADOS
COM DIETA PROTEICA E HIPOPROTEICA (80 semana)
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FREQUENCIA VM : DIETA PROTEICA

VM: DIETA HIPOPROTEICA

FIG.2- HISTOGRAMA DA FREQUENCIA DE COMPRIMENTO (mm) DE VERMES ADULTOS
MACHOS DE Schistosoma mansoni RECUPERADOS bE CAMUNDONGOS TRATA
DOS COM DIETA PROTEICA E HIPOPROTEICA (80 semana).
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FiG. 4 - Diagrame em blocos de medias de Granviomas Hepd ticos /casal da vermes,

obtidos em camundongos trotados com dieta Proteica a'Hipoprotaica em

funcdo do tempo de infecgdo (62 ,7°,8%, 92 e 102 semanas}, peio

Schistosomaq monsoni.




Tempo {sem)

e B

5.068 27.450

sanshc neg. senshc pos.

dieta proteico

infectodos

-

FiG. 5 - DIAGRAMA 'DE NUMERO DE CELULAS FORMADORAS DE ROSETAS/mg DE BA{O
EM CAMUNDONGOS TRATADOS COM DIETA PROTEICA, INFECTADOS COM Schis
tosoma_mansoni, NAS 12 ‘E 82 SEMANAS, COM SENS!B[L!ZAGKO NEGATIVA E

‘POSITIVA PARA HEMACIAS DE CARNEIRO.
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Tempo {sem)

2r.112 / 4.678

i | an |

10.886 75.567
sem infecgdo infectgdos
hipoproteico hipoprotaice

FIG. 6 - DIAGRAMA DE NUMERO DE CELULAS FORMADORAS DE ROSETAS/mg DE BACO EM
CAMUNDONGOS SUBNUTRiDOS. COM SENSIBILIZACAO -POSITIVA PARA HEMACIAS
DE CARNE!RO. NAS t* E 8° SEMANAS NOS GRUPOS CONTROLES E INFEC TADOS

POR Schistosomg mansoni,




TEMFO DE

38,6 536,5
INFEC GAQ /

{(semanas}
' /

203,2 337, 7
hipoproteice profeico
. DIETA

FiG. 7 - DIAGRAMA DE NUMERO DE PLACAS HEMOLITICAS/mg DE BACO DE CAMUNDONGOS
TRATADOS COM DIETA PROTEICA E HIPOPROTEICA, SENSIBILIZADOS COM HEME'

CIAS DE CARNEIRO, SEM INFECGAO PELO Schistosoma monsoni
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FI1G. 8 - NUMERO DE CELULAS FORMADORAS DE PLACAS HEMOLITICAS (PFC) POR

mg DE BACO. EM CAMUNDONGOS TRATADOS COM DIETA PROTEICA OU
HIPOPROTEICA, SEM INFECCAO, SENSIBILIZADOS COM HEMACEAS
DE CARNEIRQ, EM FUNGAO DA IDADE DO CAMUNDONGO.
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4, DI scUsSsXxao
4.3. - Penetracio das cercirias.

A deficiéncia protéica nos camundongos n¥o afetou signifi-
cativamente a penetra¢¥o das cercarias no hospedeiro, possivelnente em
funcXo do curto periodo (10 dias) de vigéncia da dieta antes da infec-
éﬁo. Estes resultados s%¥o concordantes com KNAUFT & WARREN (1396%) e
De WITT (1857>.

COUTINHO-ABATH (1962) verificou que nas infecgBes prima-

rias pelo g, mansoni, a reac¥o inflamatdria observada duranté& a pene-

trac¥o da cerciria na pele fol transitdéria, porém mais evidente em
camundongos tratados com dieta hiperprotéica (60% de proteinal. Este

autor nZ%o estudou a recuperag¢io dos vermes no decorrer da infecg3o.
4,2.= Nimero de vermes adultos de Sci/isfosoma msasoni

Em nosso trabalho, o ndmero de vermes recuperados ,obt.ido
em cada tratamento pareceu indicar que o tempc de infecgdo e 2 dieta
definiram as diferencés de comportamento do hospedeiro frente a infec-
¢¥o. Apesar da dleta protéica permitir o desenvolvimento de malor nu-
mero de vermes até a oitava semana de infec¢¥o, no perfcdo subsequen-
te, nos animals subnutridos, houve malor sobrevivéncia dos trematddeos

em relac%o ao constatado nos camundongos normoproteicos (Fig. 3).

Estes resultados estdo de acordo com os DeUITT‘(lQS?a)'que“obtev9~WBBXW“%

a mals de vermes na dieta deficiente em fator 3, Vitamina E e cistina.



72

4,3, Desenvolvimento e tamanho de vermes adultos de 5. asansond.

A dieta hipoprotéica induziu um retardamento na matura¢do
dos vermes adultos, provocando atrazo de uma semana no infcio da ovi-
posigdo em camundongos subnutridos. Este fato reflete que a assoclia-
¢30 da desnutri¢lo com esquistossomose induz um efeito antagbnico so-
bre o parasita, pols os vermes tém sua vitalidade diminufda. Além dis-
sc, o8 trematddeos, recuperados sob a vigéncia da defliciénclia pro-
téica ,sofreram uma reduc¥o do comprimento, conforme tlustrado nas Fi-
guras 1 e 2. Vermes fé&meos tiveram seu tamanho reduzido em 22,4% e os
machos em 18,9%. A andlise da frequéncia do comprimento destes vermes
em cada tipo de dieta, nos mostrou que, na olitava semana de infecgdd,
o desenvolvimento da populacﬁo de helmintos, no ambiente fornecido pe-
los roedores subnutrides, fol muito maisg assincrdntco (Figuras 1 e 2)

Camundongos desprovidos de linfdécitos T apresentaram atra-
zo de alguns dias para o infcio da oviposicg¥3o, embora o nimero de ver-—
mes nestes animals n¥o estivesse alterado em relagfo aocs camundongos
normals. (DOENHOFF ¢ x7 1979; HARRISON & DOENHOFF, 1983). Esta inte-
ressante observag¥o nos fez suspeitar que a prdpria dieta hipoprotéica
simulasse uma deficiéncia imunoldgica, fato este que discutiremos mais
adiante.

Vériog fatores tém sido descritos como capazes de alterar
a fertilidade do esquistossome, tais como a desnutrigXo (KNAUFT & WAR-
REN , 19693),0 hipertireoidismo (ABDEL-WAHAB z¢ 7., 1971, a hipofi-
sectomia (KHOPF & SOLIMAN , 1980){ a Inje¢3o de Stilbestrol (ROBINSON,

1870 e a diabetes por aloxana (HAGALHXES g¢ z7. ., 1978). De WITT
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(1957> e DE MEILLON & PATERSON (1958) sugeriram que a desnﬁtrlcﬁo do
hospedeiro acarreta les@es no sistema reprodutor dos vermes. Em tra-
balﬁo anterior, reallzado em nossos laboratdrios, MAGALHRES «f al.
(1986) observaram que n3o houve diferenga significativa do nimero de
lobos testiculares entre vermes oriundos de roedores submetidos a die-
ta protéica e a dieta hipoprotéica coﬁ 4% de casefna. Ficou eviden-
ciado que vermes fémeo& apresentavam sempre um ovo perfeito no dtero.
0 nimero de granulomas hepdticos em camundongoé gsubnutridos e o tama-

nho dasgs lesles estavam reduzidos.

4.4.- Nimero de granuloﬁas hepaticos.

Outra investigac¥o que se fez necessdria fol a determina-
¢¥o do numero de granulomas hepiticos presentes em cada dieta, tanto
por meio de homogeneizag¥o do tecido hepdtico total, como pela quanti-
ficac%o em corte histoldgico. Os resultados obtidos na homogenelzagdo
do ffgado inteiro, nos pareceram, & primeira andlise, bastante Iincoe-
rentes aqueles obtidos pela andlise dos cortes histoldégicos . A Figura
4 trata da relac¥o de numero de granulomas hepdticos por casal de es-
quistossomos pela técnica de homogenelzagH3o, da 62 até a 10= semana
de infecg¢¥o, para ambas as dletas. A anidlise deste grafico 1ndicoﬁ que
existiram mats granulomas por casal de vermes nos hospedeiros subnu-
tridos, na 72 e 102 semanas. A interpretagao desta aparente incoerén-
cia deve levar em considerag¥o que os granulomas considerados nesta

técnica e que foram submetidos & contagem em microscdpio estereoscopi-

co, eram multo menores e apresentaran-se isolados, no caso de figado .

de animal subnutrido. J& os granulomas oriundos de roedores que rece-
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blam a dieta prﬁtéica, ndo gse desfaziam fdcilimente na homogenetiza-
c¥o e apresentavam?se em grupos e, na contagem ,eram predominante-
mente representados por granulomas contendo 3 a 6 ovos. |

Em consequéncia deste fato, aparentemente ,a dieta hipo-
protéica pareceu permitir a formac¢3o de malor nimero de reagles granu-
lomatosas. Estes dados devem ser analizados juntamente com os constan-
tes na Tabela 9, que trata da frequéncla da distribuigHo de granuiomas
hepdticos em corte histoldgico. Desta forma ,os resultados obtidos
provaram que a dieta hipoprotéica provocou menor distribuic¢do de gra-
nulomas no ffgado, principalhente na 82 g 112 gemanas de infeccgo. A
reduc¥o de distribui¢¥o dos granulomas hepdticos na 72 e 112 semanas,
na dieta hipoproteiga correspondeu, respectivamente, a 42% e 46,4% com
relac¥o aos respectivos valores da dieta protéica. Convém ressaltar
gque ,apesar da mailor recuperagg¢ao &e vermes em camundongos.com defi-
ciéncia protéica, possivelmente estes helmintos n%o alcancaram a plena

maturidade sexual.

4.8, Influéncia da subnutrig3o no tamanho de granulomas hepaticos.

Sabe~se que a resposta granulomatosa ao §, munuspn/ repre-
senta uma reac3o medliada por linfécitos T a antfgenos soludvels dos
ovos, cuja maxima reag¥o normalmente se did na oitava semana de infec—
cdo. (BURQS & WARREH,lS?O ; CHENSUE & BODROS , 1397%a) . Apds este pe-
rfodo, outros granulomas recém-formados tornam-se menores, © dque . re-
presenta o fendmeno da modulagdo (CHENSUE & BOROS , (1979). Dutro me-

canismo adicional envolvido na imunopatologla da esquistossomose expe-

rimental foi proposto por DE BRITO g¢ 47.,(1383). A constataglo de imu-
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ne-complexocs (IgC e C3) Jjunto aos granulomas, funcionaria como uma
barreira local humoral, atuando na neutralizag¢¥o de antfgenos libera-

dos atraveés da concha de ovos do trematddeo.

Alguns par8metros foram determinados neste trabalho para
que fosse investigada a possibilidade da influéncia da desnutricdo so-
bre a imunomodulacfo aos granulomas hepaticos. Na Tabela 10, onde po-
demos examinar a2 evolug¥o do tamanho dos granulomas hepdticos em ambas
as dietags, da 6= até 112 semanas de infecgHfo, observamos que og granu-
lomas produzidos em camundongos subnutridos tiveram seu tamanho redu-
zido significativamente na 102 semana, em comparac3o ao respectivo
controle nérmoproteico‘ Entretanto, o aumentorprogressivo de tamanho
destes gragflomas na dieta hlpoprotéica ,pode ser reflexo de uma demo-
ra na expressdo da 1munomodulac§o‘ou até mesmo da n3o existé&ncla deste
mecanismo. Infelizmente, ngo coletamos material posterior a 1i= sema-
na para esta verificac®o, o que n¥%o nos deu oportunidade de estabele-
cer se a imunomodulac¢3lo realmente se processa na subnutrig¢Zo. 0O fato
real & que granulomas gque se desenvolveram no regime protélco, ex-
pressaram modulag3o, pdis o tamanho‘dos granulomas na 112 semana dimi-
nuiu 9,8%.

Os achados que demonstraram a diminuig3o da reacg3o granu-
lomatosa em hospedeiros subnutridos foram interpretados como supressdo

da resposta imune mediada por células (WARREN »¢ z7., 1967 ; KNAUFT &

WARREN , 1969 e AKPOM & WARREN , 13975). Em 1581, AKPOM testou a
capacidade de ovos ,retirados de hospedeiros subnutridos, induzir
granulomas em camundongos sem deficiéncia protélica . Conclulu que o

principal responsdvel pelo efelto supressor foi o préprio ovo e nHo

g6 o estado imunoldgico do hospedeiro.
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A utilizacH¥o de camundongos atimicos submetidos a reinfec-
¢¥o pelo S-iisfosoma mansoné evidenciou que o desenvolvimento da re-
sisténcla, hlpersensibiiidade dos granulomas, sua modulagdo egponténea
e a mortalidade do hospedeiro ac verme, sfo regulados por mecanismos
dependentes de linfdcitos T. Camundongos atfmicos n¥o se mostraram
capazes de expressarem modulagdo esponténea dos granulomas e apresen-
taram mortalidade aumentada, suportando, no maximo, 16 semanas de in-
fecc¥o (PHILLIPS gz¢ a7..,1980). Estes resultados s3o compat {veis com o=
obtidos em nossos experimentos com animais subnutridos e nos indicam

que possam ser roedores portadores de deficiéncia imunoldgica.

- 4.6.,- Mortalidade dos camundongos

A alta mortalidade observada no hospedeiro subnutrido in=~
fectado demonstrou que a desnutrl¢3o exerceu efeito sinérglco sobre o
parasitismo, observac3o esta que concorda coﬁ COUTINHO (19880 e
MAGALHXES gf al..(13862.

Nossos resultados de recuperacdo de vermes indicaram que
a desnutriglo , apesar de favorecer a sobrevivéncia do parasita, indu-
ziu um agravamento da infecc¥o, levando o hospedeiro a morte em 16 se-
manas. Este comportamento nos parece muito similar ao observado en
hospedeiros submetidos a deplegZo de linfécitoe T.

RASO wf agf. (1983) determinaram que em camundongos timec—
tomizados ao nascer e infectadcs com 60 cercdrias de Sofisfosona pan-
Hoaé, @ recupérac%o dos vermes (mé&dia de 30 casais por roedorl},encon-
rwtrados na vela porta hepétlca foi maior que o respectivo controle (me-

dia de 10 casals por roedor). A infec¢Ho esquistossomdtica mostrou se
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responsivel pelos fendmenos nécrdticos degenerativos dos hepatdcitos
em animais com depiécﬁo de linfdcitos T.

A mortalidade dos camundongos doentes, com deplecdo de
linfécitos T pode ser provocada pela contaminag¥o da les3o hepédtica
com bactérias de orlgem Intestinal. (BUCHANAN, FINE & COLLEY , 1973),
capazes de desenvolver toxemia e septié;mia.

ROCHA, XIRK & HEAREY (1971) j4 haviam reportado que pa-
clentes esquistossométicos eram portadores de prolongada bacteremia
por Salmonella. Segundo OTTENS & DICKERSON (1972), a bactéria ficaria
no ceco do trematddeo, protegida da ag¥o do antibidtico sendo que a
regurglitag¢¥o dos vermes provocaria a reinfec¢3o e a bacterem;a.

-

4.7. O Ffgado no animal subnutrido, esquistossomético

Levando—-se en consideracﬁo que os efeitos da desnutric3o
interferem na capacidade funcional de linfdécitos, e que a resposta in-
flamatdria frente a ovos de Zchisfosoms mansen! resulta da medlacdo de
linfdcitos T (BORDS & WARREN, 1970), como justificar a alta mortalida-
de dos camundongos subnutrtdos 2 infeccfo pelo g, mangoni?

LICHTENBERG (1964) sugeriu gque os granulomas imunes favo-
recem o hospedeiro , de modo permitir a retencio de produtos toxicos
dos ovos do gehigbosons mansonf. Outra evidéncia experimental que
compatibiliza esta hipdlese, refere-se a ocorréncia de reac8es hepato-
téxicas agudas em camundongos Imunossuprimidos, esquiatoésométicos

{(BYRAM & LICHTENBERG, 1977;: LUCAS g¢ af., 1880).

DOENHOFF ¢ a?. (1981) observaram em camundongos timecto- .

mizados, infectados com Schisfosoma mansoni{, lesSes microvesiculares
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de hepatdécitos. Prevencdo destas cltadas lesBes pode ser obtida me-
diante Iinjeg3o de soro jmune, obtido da fase crénica de camundongos
esquistossométicos, n3o timectomizados

Postertiormente, DOENHOFF g¢ g7, (1986) elaboraram uma eXxX-
tensa revisXo bibliografica que fol interpretada de modo a permitir a
conclusio de que no pProcesso 1munopatolsgico desencadeado pelo 5. mén—
suni » a resposta granulomatosa contribui para permitir a sobrevivén-—
cia do préprio parasita, além da protec3o do.hospedeiro

Um estudo histopatoldégico minucioso fol executado por RASO
afF af. €1983) em camundongos timectomizados @ao nascer e infectados com
5. mansoné aos 30 dias de ldade. Este estudo foi realizado no perfodo
anterior correspondente & oviposig¥fo e sete semanas . apds infecgBo.
Além da diminulg¥o do desenvolvimento dos granulomas do escasso exsu-
dato inflamatdrio ao redor dos ovos, fol possivel visualizar lesBes
graves no ffgado de camundongos com 7 semanas de infecgZo e sem qual-
quer rea¢3o inflamatdria.

A anslise histopatoldgica do figado de camundongos subnu-
tridos, por nés reallzada n¥o revelou evidéncias de hepatite ou danos
celulares mais sérios. Entretanto, como todos os ff{gados observadoé
foram perfundidos, a lesZo mec3nlca pode ter mascarado eventuals le-
s¥es de outra etiologia . Nos camundongos submetidos é dieta hipopro-
téica, os granulomas apresentaram-—-se mencres € com grande Incidéncia
de granulomas isolados. ReagBes que se desenvolveram na dieta protétca
tiveram tendéncla de envolverem maior nmimero de ovos, quer seja devi-
do a prépria integridade imunoldgica do hospedeiro ou também porque a
malor vitalidade dos vermes observados em roedores submetldos a dieta

protéica poderia ter proporcionado maior frequéncla de granulomas no

tecido hepdtico.
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Quanto A hepatomegalia decorrente da esquistossomose, 08
resultados obtidos para cada regime alimentar foram distintos. Os camu
ndongos subnutridos, pelo fato de induzirem retardamento na maturacgdo
dos vermes, apresentaram valor méximo de hepatomegalia (3% do peso
corporal, cf Tab 11) na 32 semana, valor este observado Jj& na 72 sema-
na em camundongos sem deflciéncia protéica (Tab. 14). A regress3o do
f{gado observada no decorrer do tempo de infecg¥o fol trés vezes mals
rédpida em camundongos subnutridos (14 semanas) do que no grupo contro-

le (42 semanas).

4.8,= 0 baco no animal subnutrido, esquistossomdtico.

Vﬂos roedores infectados, submetidos & dieta normoprotéicé,
o baco iniciou o processo de aumento de peso a partir da primeira se-
mana de infecgZo, gquando apresentou aumento de 20% no peso. Emr ambas
as dietas, a esplenémegalia atingiu o méximo na 112 semana. Entretan-
to, o baco de animais tratados.com dieta de 20% em protefna, continuou
seu aumento progresslivo, observando-se um segundo pico na 172 semana
de infecc®o. Este perfodo coincidiu com ¢ maior numero de granulomas
hepéticos Estat {sticamente fol possfvel comprovar que a establlléacﬁo
do numero de granulomas hepidticos ocorre entre a 162 e 182 semanas. Na
162 semana, a infecc¥o nos subnutridos atingiu a médxima mortalidade
para o hospedeiro.

0 processo involutivo do baco n3o fol concomitante ao pro-

cesso de involuc¥o do figado em ambas as dietas, pols observou-se que
o processo de involugdo completa“dO“baco~n50wocorreu;-Gmffgado~de«-ea"-—

mundongo sem deflci@ncia em protefna involuiu de tal forma qua regred
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iu ao seu peso inicial na 422 semana de infecé¥o. Camundongos subnu-
tridos foram acompanhados para verificagdo desta variavel apenas até
a 14® semana, dado a alta mortalidade observada, porém , verificou-se
o mesmo fendmeno de regressdo mals precoce do figado em relacgio ao ba-
Go. -

Estatfsticamente fol possfvel verificar que © aumento de
‘células do bago fol regulado por fatores distintos, de acordo com o©
nifvel nutricional do hospedeiro. Em ambos os casos de tratamento ali-
mentar, a sensibtilizacHo Qo animél com hemdclas de carneiro provocou
aumento no nimero de células do bago (pag. 89-ap). Oé fatores comuns
que interferiram nesta variavel foram : numero total de vermes, nimero
de granﬁlomas e peso do bago. Entretanto, em camundongos sem defi-
ciénecia protéica, nZo houve diferencga significativa no tempo de infec-
cXo, enquanto que houve diferengas significativa quanto ao nimero de
células formadoras de placas hemolfticas. Em camundongos subnutridos,
é importante considerar o tempo de infecc¥o como fator indutor de au-
mento celular do baco, houve diferenca significativa da resposta hu-
moral determinada pela técnica de placas hemol fticas (PFC) a heméeias
de carneiro. Estes fatos implicam que a populag3do celular que se de-
senvolveu no hospedeiré subnutrido ,no decorrer da esplenomegalia, po-
de ter comportamento diferente quanto a sua capacidade de produgdo de
ant icorpos. |

Segundo ANDRADE (1962) a egplenomegalia em camundongos In-
fectados & consequéncia da hiperplasia das células do sistema retf(culo
endotelial, evidenciada pela demonstrac®o da atividade fosfaﬁ%se acida
“h& " eltoplasna de células reticulares. HNos perfodos mais tardloes da

doenca (182 semana) ocorre congestlo venosa com dilatac3o dos seios
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venosos, hiperplasia e hlpertfofia da trama reticulifnica. Neste mesmo
trabalho, o autor comparou a relac3o percentual do peso do bago com o©
peso <corporal, em func3io do tempo de evolug3o da esquistossomose.
Apesar de n¥o tecer qualquer comentdrio a respeito, o citado autor de-
tectou uma redugdo percentual da propor¢3o entre peso corporal e peso
do bago na 62 semana, tanto no grupo controle como no grupo de animals
infectados. Este fen8Smeno também foi detectado por nds nos camundon-
gos submetidos a todos os tipos de tratamentos, exatamente na 62 se-
mana (72 dias de ldade), tanto para baco como para ff{gado (Tabelas 11,
12, 13 e 14). N%o possufﬁos interpretacdo para este fato, que pode ser
uma expressdo flsioldgica do prdéprio desenvolvimento dos camundongos.

GEBRASE DE LINA g¢ a7, (1975) avaliaram o efelto da” res-
triqﬁo protéica , na dieta de camundongos, sobre o peso do bago. Coﬁ*
clufram que se a restrigZo alimentar fosse imposté no desmame ou logo
apds, o peso corporal e o fndice esplénico filcariam ,significativamen-
te, reduzidos durante 85 semanas.

BELL g¢ g7, (1976) verificaram mudancas no tecido linfdide
de camundongos mantidos com dieta a 4% de casefna. Durante a privagio
protétca, os linfonodos mantiveram a capacidade de formar centros ger-
minativos. As células mats atingidas foram as células tronco, células
reticuloendoteliais e linfdcitos T n¥%o migradores. Os linfécitos T
recirculantes e linfdcitos B residentes sofreram menor alteracio. A
repopulag3o fol poss{vel mediante a reabilitag¢¥o nutriclonal, inictan-
do-se pelas células hematopodticas e linfécitos B do bago. O timo de-

morou a responder a terapia nutricional.

4.9,~- DesnutricZo e seus efeitos no tecido linfdéide
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A desnutri¢io experimental tem sido sistematicamente estu-
dada quanto =aos seus efeitos no tecldo linféide. A grande parte dos
trabalhos indlcam um sério comprometimento na proliferacdo de 1infdéci-
tos no timo, resultanto baixa repopulagio nos orgdos linféides secun-—
darios. Estes resultados s¥%o concordantes para a populag¢%o humana.

ASCHKENASY (1973) examinou histologicamente linfonodos po-
plfteos de ratos com desnutrigZo protéica, demonstrando que havia re-
duclo tanto das zonas timo dependentes como tipo independenteé; entre-
tanto, na resposta secundérla-, a proliferac3o celular devido ao est i~
mulo antigénico frente a eritrdcitos de carneiro comprometeu mais 0S
linfécitos B do qug linfécitos T. 7

BHUYAN & RAMALINGASWAMI (1974) avaliaram o efeito da def1-
cidncia protéica sobre a atlividade linfoproliferativa de linfonodos
mesentéricos de cobaias. 0O tamanho e o numero dos centros germinati-
vos apresentaram-se reduzidos. As células alt contidas apresentaram
menor fndice mitético e o tempo de reposicio ficou mais longo. 0O timo
destes animais apresentou-se mals atrofiado que os linfonodos. Parece
haver um forte comprometimento da proliferac¥o celular nos érgdos lin-
f&ides resultante da caréncla protéica. Este Fenéﬁeno também atinge a

espécie humana.

Estudos no homem demonstraram alteragBes de tamanho, peso,
ndmero de células e arquitetura dos érgZos linfdides durante a desnu-
tricﬁo; Um achado consistente fol a involuc¥o do timo. VINT (1937) e
postérldrménte'TRDUﬁiL}"ﬁAVIES"&“DERN'(iBéé)”féYatéﬁém'atrﬁffa do timo

como denominador comum na sindrome de kwashlorkor grave.
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MUGERWA (13871) analisou o resultado da necrépsia de dez
criancas africanas com kwashiorkor e tomou como controle dez criancas
que haviam morrido repent inamente por acidentes traumdticos. O estudo
do sistema linforreticular destas criangas mostrou que no kwaghlorkor,
o timo sofreu atrofia grave e enconirava-se énm estado de deple¢Zo de
linfécitos, n3do havendo distingdo entre a medula e o cortex timico.
Foi também observado um nimero reduzido de corpisculos de Hassal. Os
linfonodos mostraram redug¥o dos folfculos linféides e deplegBo nas
4reas paracorticais. De folfculos linféides do bago e do apéndice ce-
cal também apresentaram-se atrofiados.

SHYTHE gf a7, (1971) examinando 47 crilangas que morreram
com kwashiorkor e 23 com marasmus verificaran, histologicamente, que
exlistiam .anormalidades em todas com kwashiorkor e somente em 8% das
criancas com marasmus. Os achados destes autores sXo coincidentes com
os de MUGERWA , pois o timo apresentava atrofia lobular, perda de di-
ferenciacl¥o corticomedular, com significativa reducio do numero de
linfécitos. DOUGLAS & SCHOPFER (1376) também constataram atrofia ti-
mica e poucos corpisculos de Haszal tipicos:

Em relag¢do ao bago humano, SMITH g¢ al. (1971 relataram
qué a média da reduc3o do peso esplénico no caso de marasmus fol de
70% com relac¥o ao grupo controle, e a perda de peso deste d&rg3o no
grupo com kwashlorkor, atingiu 54%. Histologiczamente, houve notéavel
reduc3o do centro germinativo em 90% dos animais com deficiéncla pro-
té&lca, contra 78% no grupo portador de marasmus. Hos casos de Kkwas-

hiorkor, 70% apresentaram deplec¥o de linfécitos nas sreas de linfoci-

“teg T, ou seja, Jjunto 2 balnha periartertolar e 2 camada paracortical. . .

DOUGLAS & SCHOPFER (1976) encontraram deplegZo dos folfculos prima-
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rios, dos centros germinativos e das dreas paracorticals. Este quadro
se repetiu no apéndice e placas de Peyer, em paclentes portadores de

desnutricio protéico-caldrica.

4,10 AvaliacBo da atividade de células esplénicas em camundongos

gubnuiridos para produgiio ¢e anticorpos.

Multos relatos de resposta imune em camundongos subnubri-
dos, sugerem que o efeito da privacdo protéica & primdriamente sobre
linfécitos T e n¥o na atividade de linfdécitos B {ﬂARA?ANAﬁ et al.)-

Varias evidéncias indicam que na desnutricgdo protéfco-ca-
16rica moderada e grave, a sfintese de DNA pelos linféciﬁos T encon~
tra-se reduzida (SMITHE g¢ z7. , 1971 ; CHANDRA , 1972 ; NEWMANN ¢
al. + 1975 ; KEILMANN g¢ 7. ,1976 ; CHANDRA , 1979 ). Em casos de
kwashiorkor, og linfécitos também sofreram reducio drastica (SELLME-
YER p¢ at. ., 1962; BURGESS g¢ af. . 1974 e SCHOPFER & DOUGLAS, 1976).

Os estudos referentes a resposta priméria , pela tecnica
de imunocltoaderéncia, nos indicaram que a infecg¢Xo, por si s6, seja

no hospedeiro normal ou no subnutrido, acarretou reducHo drastica da

populag¢¥o de células formadoras de rogetas (RFC) com reduc¥o maxima ao

redor da 82 e 92 semanas.

Camundongos sgubnutrides infectados expressaran redugHo
gradativa da populagZo de RFC, quer tenham sido sensibillizados ou n%o
por HC, assumindo valores minimos entre a 72 e 82 semanas. Mesmo as-
sim, a desnutri¢¥o aparentemente preservou a resposta primdria de lin-
fécitos ao antfgenc T dependente, uma vez que a sensibiltzagdo com HC

promoveu resposta 8 vézes mator na 102 semana de infecgHo, gquando com-
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parada com O grupo n3o senstibilizado com HC (Tabelas 18 e 21). Em ne-
nhum caso houve recuperacfo do estado imunodepressivo provocado pelo

Schistosoma mansoni .

MOTA-SANTOS ¢ x7. €(1976) constataram imunodepressdc en
camundongos Iinfectados com g, mapwoni/ © sensibllizados com hemécias de
carneiro. Esta imunodepress3o fo! transitdria e iniclou-se a partir
da 42 semana, durando apenas 10 dias e desaparecendo gradualmente.
Animals com infecg¥o mantida por 50 vermes n3o se recuperaram da imu-
noéepreagﬁo- Posteriomente, MOTA-SANTOS et al. (1977) comprovaram que
a imunossupressio ¢ induzida por vermes adultos e n¥oc pelos ovos. 8]

uso da quimioterapia especifica fol capaz de abolir a ImunossupressZo.

Sabe-se que a resposta ”"in vitro” da proliferacio de lin-

fécitos de camundongos esquistossomdticos apresenta-se profundamente

deprimida quando sob ag#o de mitdgenos de célula T (PHA , cén A) (PEL-
LEY g¢ ar., 1975},

A responsabilidade da inibigcdo da resposta celulér também
pode estar associada com a presen¢a de um fator inibitdrio derivado de
verme adulto de g, masasonsé . denominado SDIF, capaz de inibir a trans-
formagdo do linféclto e a degranulac3o do mastdcito (COHEN, 19823,

| A evolug3o das imunoglubulinas séricas envolvidas na res-

posta Imune de camundongos infectados com 8, mansons fol analisada por

BASTOS g¢ at. (1984) indicando que a resposta primidria se dd na segun-
da semana de infecgHo, constituida por IgH e IgA. HNa 62 semana ini-
cla-se a regposta secunddrla, aparecendo aumento relativeo de IgA, 1gGl

e Igl, que atingem ,na oitava semana as seguintes proporg¢8Ses em rela-

"¢30 - aos” nivels correspondentes dos controles : 4,5 ; 3 e 2 -vezes, e

respectivamente. A falta de anticorpos circulantes entre a 32 e 52
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semanas apés a infecclo, reglstrado neste mesmo trabalho ,colincide com
os resultados demonstrados por HOTA-SANTOS p¢ af. (19760

Em paclentes esquistossométicos , ©Os anticorpos efetores
na fage aguda correspondem a Igd (KANAHURA ¢ al. 13783 .

A imunossupressdo general izada expressa um fenbmeno gue
favorece a evasio do parasita .A ativacZo policlonal pode induzir a
imunossupress3oc (COHEN & WARREN ,1982). Sehistosona mansoni tem capa-
cidade de induzir ativagdo policlonal de cédlutlas B (FISCHER gf =&li.
19817

Verificamos que, independentemente do tipo da d;eta, quan-
do os camundongos s¥o infectados pelo Schistosoma mansoni .« BO infclo
da _infecgHo, © nivel de rosetas esponténeas {(sem -sensibilizag¥o com
HCY & =alto, posslveimente resultante da ativacHo pollclbnal nestas
animais doentes. (Tab.18). Convénm ressaltar ainda que esta resposta
chega a zero na seétima semana de infecglo, possivelmente pela exaustio
dos clones expandidos pela infecgBo. No caso dos camundongos infecta-
dos, sem defliciénclia protéica, © fenBmeno de "exaustdo” ocorre na 11=
semana, onde o nimero de RFC chega a zero {(Tab. 223 . A constatacdo
definitiva de que existliu uma ativagdo policlonal no infcio da infec-
c¥o em camundongos protéicos, consta na Tabela 22,.onde o nimero de
células formadoras de placas hemolfticas na primeira semana ,& pelo
menos,o dobro dos valofes correspondentes observados nas seman«~s  sab—
gequentes.

A resposta humoral medida pela PFC (Igh) contra HC em ca-

mundongos ,sSob qualgquer regime alimentar ,fdi maxima no infcio da in-

fecc¥o (12 e 22 semanas) sendo que 3-gradativamente,,ﬂoiﬁ,diminulEQQ-w,fi

Ha dieta protéica o menor valor de PFC ocorreu na 172 gemana, curiosa-
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mente ,em um bago que apresentou a maior esplenomegalla (7,5 vézes do

seu peso no infcio da infecclo -Tab 12). Coincidentemente, este pe-
rfodo (17 semanas) fol estimado, estatisticamente, como O correspon-

dente 2 estabilizac3o do nimero de granulomas hepaticos para a dieta

proteéica.

A Fig. 7 tlustra a boa resposta primaria de 1gfl em camun-

doﬁgos sem infecc¥o tratados pela dieta normoprotéica . Devemos desta-

car que a {munossupress¥o induzida pela dieta hipoprotéica , expressou

na oitava semana (12 semanas de idade ) Iniblgdo aval tada em 81% de

sua capacidade normal de PFC a HC . Camundongos sem deficiéncia pro-

téica respondem de forma radicalmente oposta, apresentando um aumento

de 58,5% sua populag¥o de células produtoras de anti&orpos igh .

Da mesma forma que observamos uma gupressdo da resposta de

imunocitoaderé&ncia (RFC) em camundongos infectados com £, mansan fol

possfvel veriflcarmos que O8 nfvels de resposta humoral, (Igh) em ca=

mundongos normoproteicos ,est¥o mantidos na primeira semana, tanto nos

roedores infectados como naqueles n¥o infectados (respectivamente

338,5 e 337,7 PFC/ mg de bago). A infecg¥o por Srkistosomd MANSOTE

proporclionou inibic¥o de 85,8% da resposta humcral .

4.11. Efeito da subnutricdo e da esquistossomose sobre

a imunidade celular

Quando analisamos 2 resposta mediada por células, no teste

de hipersensibllidade cutanea a DNCB, podemos observar que a resposta

de camundqngés infectados, submetidos aOS'dofs~t1posmdewdiet31”faj,mﬁf

nor, o que evidencla maig uma vez ,2 influénecia da esquistossomose S0~
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bre linfdcitos T. Em ambos os casos, 2 andlise da mortalidade decor-
rente da sensibilizac¥o, demonsirou que a imunossupressio protegeu o
hogpedeiro.

CORSINI ¢ z7.. ©m 1980, obteve resultado semelhahte de
supressfo da hipersensibilidade retardada a DNFB em camundongos Balb/c
que receberam uma frag¥o (Fad) de epimastigota de r, {ruzf{. A respos-

ta a DNFB estava deprimida em anlimals que tinham recebido inje¢3o de

Fad 3 dias apds 2 sensibllizagc%o ou entZo numa dose dinica do DNFB, no
mesmo dia do "chéllenga”. Heste mesmo trabalho fol poss{vel comprovar
que a resposta humoral primdria e secundéria a HC ficou deprimida em
consequéncla da injegdo de Fad das formas epimastigotas do parasita.
Existe a descric¢¥o de um fator de baixo peso molecular li-

-

berado pelo verme adulto de §. mansons {DS1P}, que mostrou-se Capaz de

inibir a resposta de hipersensibilidade retardada a HC. (CAMUS g¢
a7.). Em se tratando de nossos resultados, o unico caso de morte devi-
do a resposta frente a DNCEB, em camundongos infectados, submetidos 2

dieta normprotéica , ocorreu exatamente na primeira semana, perfodo

que corresponde ainda a presenca de esquistossGmulos. (Tab.27). Além
disso, a visualizag3o macroscdpica da reac3o cutinea ao DNCB no abdo-

men de animais n3¥o infectados, tratados com a dieta proteica,mostrou

alto fndlice de reatividade & droga, chegando as y&zes a provecar 2

ruptura da pele no dia do ”"challenge”. Este fendmeno n¥o ocorreu em
camundongos Infectados e principalmente naqueles tratadogs com dieta
hipoprotéica.

Existem evidéncias de que 2 degnutricio no homenm, tanto na

PEM aguda como no marasmus adquirido na ldade adulta, reflete a res-

posta deprimida , tanto a nivel de linfdcitos circulantes como na hi-

persensibilidade retardada. (BISTRIAN z¢ z7 , 1975 , 1977 .
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A resposta cutfnea de hipersensibilidade retardada tem si-
do um método rotineiro para avallag®o clinica 7in vivo” do estado imu-
nolégico em indivfduos subnutridos. Os antfgenos mals indicados podenm
ser obtidos de proteina purificada de tuberculina (PPD), fangids albi-
cans, [ricophkwxfon, antigenos de streptococco: estreptoquin359“strepto-
dornase (SK-SD), bacilos diftéricos e alguns fungos. Nestes casos &
imprescindfvel que os Individuos tenham tido contato prévio com O an-
tigeno, quer por infec¢¥o ou por vacinag3o. ‘Resposta primaria de hi-
persensibilidade retardada com ant fgenos aos quais © individuo nunca
teve contato incluem BCG para indivfduos tuberculina negativos, KLH,
além de agentes qufmicos irritantes como dinitroclorobenzeno {(DNCB} e
dinitrof luorbenzeno (DNFB). Apesar de n¥o ser imunogénica, a fitohema-
glutinina (PHA)D também pode ser adotada porgue os linfécitos sofreﬁ
transformac¥o blastica na pele e expressém hlpersensiﬁilidade retarda-
da (FERGUSON g¢ gf,, 1975 ; NEUMANN g¢ al.., 1975).

Todos os autores que utilizaram antigenos de PPD, randida

albirans, Tricophyton , SK~-5D obtiveram resultados de baixa reativi-

dade em indlvfduos subnutridos (LLOYD,1968 ; EDELMAN - 1377; EDELMAN

st al,,1973 ; SCHELESINGER & STEKEL ,1947 ; NEUMANN g¢ a?, 1975; KEIL-
MANN o¢ a7.,1976; CHANDRA , 1972 , 1979 ; Mc HURRAY, 1981). £ conve-
niente ressaltar que a resposta de expressdo de hipersensilidade re-
tardada a tuberculina pode estar diminufda simplesmente na presenca de
vadrios tipos de ﬁatégenos associados a diversas infecgBes, tals como
difteria, pertussis, escarlatina, influenza, broncopneumonia, sarampo,
varicela, hepatite, poliomielite e vacinas viratis (SCHELESINGER &

" STECKEL, 1974).
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A falha no mecanismo de indugZo da hipersensibilidade re-

tardada em indiv{duos subnutridos fol questionada por EDELMAN ¢ &ai.

(1973) , quando avaliou a resposta em criangas sensibllizadas com DNFB

e testadas na pele com [faadida. Além da auséncia de resposta a DNFB,

a resposta inflamatdria estava muito redﬁzida. No decorrer da terapia
nutricional foi possivel verificar que tanto a fase de sensibilizacdo,
reconhecimento e a resposta inflamatdria, estavam profundamente alte—
radas na PCM. Apds 70 dias de terapila nutricional, houve recuperagdo

dos 3 componentes da hipersensibilidade cuténea. Muitos experimentos

ainda ter3o de ser elaborados para evidénclas concretas sobre a natu-

reza do bloquelo neste tipo de resposta e avaliac3o da atividade das

células envolvidas.
4.12. Efeito isolado da subnutric¢¥o sobre a resposta imune.

Quando se considera o efeito isolado da deficiéncia de

protefna, nossos resultados indicam que houve uma perda quantitativa

em cé&lulas produtoras de IgM anti HC (Fig. 7). Este fato pode ser re-

sultante de um desequilfbrio nas subpopulacBes de linfécitos T e B.

Estes resultados concordam com os de KENHEY g¢ al. (1968>, que obser-
varam em ratos submetidos a dieta hipoprotélca, fndices mais baixos de

PFC do que no grupo controle,
Paradoxalmente, no teste de linfdcitos capazes de formarem

rosetas com HC ficou evidenciado (Fig &), que em camundongos subnutri-

dos, sem infecgdo, com o decorrer da vigéncia da dieta

houve aumento desta populac¢¥o de linfdcitos.

hipoprotéica, .
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ASCHKENASY (1973) encontrou resultado similar de RFC em
linfonodos e bacos de ratos imunizados com HC, portadores de deficién-
¢la protéica. O mimero destas células por drg3o inteiro n3c se alte-
rou, mas a propor¢io por 10 linfdcitos excedeu muito os valores ob-
tidos no controle. Este fenbmeno ,aparentemente ,significa a redug3o
da populag3o de linfdcitos T, uma vez que o timo sofreu atrofia decor-—
rente da deprivag¥o protéica. Da mesma forma, ratés adultos que foram
timectomizados aos 25 dias, apresentaram queda do nfvel de hemagluti-
nina anti HC, paralelamente ao aumento de RFC/10 1infécitos no linfo-
nodo e baco. ¢ interessante observar que a diminui¢¥o da populagZo de
linfécitos T devido 2 privagHo protéica ou a timectomia no adulto ,fo-
ram insuficientes para influenciar o fendmenc da imunocitoaderé&ncia.,
As reac®es de RFC e de henmaglutinag¢¥o sé foram re&uzidas QUando houve
associagBo dos dois tratamentos.

Apesar da subnutficﬁo ger causa de imunodeficiéncia secun-
ddria, alguns autores defendem que a qualidade da resposta Imune na
deficiénciaiprotéico—calériéa ,onde se.observa a func¥o deficiente de
linfécitos T, possa ser compensada por aumento da atividade biocldgica
de outras células.

GARCIA-TAMAYD g¢ 57 (1981) testaram a reposta imune em ra-
tos Sprague-Dawley subnutridos quanto a formag¥o de rosetas (EA) e a
citotoxlicidade com células de Leydig. HNos ratos subnutridos houve um
significativo aumento de linfdécitos formadores de rosetas EA e dimi-

nuic3o de unidades das células de Leydig. Os autores sugeriram que

ratos subnutridos compensam o ”deficit” imunolégico aumentando a popu~ ;

lac¥o de linfécltos K ou entdo que as relagﬁes entre linfdcitos Ts e

Th estariam alteradas.
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Em 1977, CHANDRA j4i havia relatado que a subnutri¢do em
criancas interferiu de tal modo 2 populag3o de linfécitos T que au-
mentou sobremaneira a popula¢Zo de linfdcitos 7null”, implicando em
diminuic¥o de linfdécitos T sem afetar a populacZo de linfécitos B.
Linfécitos ”"null” expressaram cltotoxicidade e suprimiram blastogénese
induzida por PHA sobre linfdcitos de indivfduos normais.

A ac%c de células NK em alguns mecanismos regulatdrios
imunoldgicos tem sido discutida por parte de varlos pesquisadores,
uma véz que camundongos atfmicos n3¥o apresentam maior incidéncia de
tumores primirios espont8neos. HNos dltimos anos, o estudo destas cé-
lulas tem evidenciado que sua atividade pode ser modulada pelo inter-
feron e pela Interleucina 2. As prdprias células RK podem sinteldzar
interferon. Atualmente, estudos revelam seu papei fundamental flisio-
16gico na regulagfo da hematopoesé e da linfopoese; Evidéncias incon-
testdveis indicam que células NK afetam a diferenciac¥o, a prolifera-
c¥o e atividade de linfdécitos B, demonstrando que linfécitos NK ativa-
dos lisam linfécitos ativados com LPS (ndo restrito ao MHC) e suprimen
a resposta primaria de PFC a eritrdcitos de carneiro,.de gatinha e a
Ficoll trinitrofenilado. Células NK de camundongo t,ambém suprimem a
evolucio de IgH "in vivo™. (JAMES & RITCHIE, 13884).

Em revisdo recente da fung3o de células NK In viveo, no ho-
mem, HERBERMAN (1S86) deétacou o papel destas cdélulas em reages In-
flamatérias e resisténcia do hospedeiro, desempenhando esta fun¢¥o n3Io
86 no sangue € no bago, mas também no ffgado e pulmles. Tratamento de

camundongos com imunomoduladores induz a obtenclo de preparagBes 20

" vézes mais concentradas em linfdécitos granulares 1argos - (LGL) no figav~w;;

do e, expressam marcadores caracterfisticos de células T, assim cOmo

alguns marcadores assoclados a mondcitos ou granuldcltos.
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0 pa2pel de linfdcitos NK em camundongos fol estudado por
SUZUK! =¢ alz. (1986) e sugeriram que células HK (ASGM ) exibem pro-
priedades supressoras sobre linfécitos B que estejam sofrendo dife-
renciac3@o espontinea ou induzida por mitdgeno. GIAMPIETRI =& al.
(1986 ) estudaram a cindtica de linfécitos NHK em camundongos . Animails
jovens e aqueles com mais de 12 a 14 semanas apresentam nfveis Dbalxos
ou n¥o detectivels de atividade das células NK. A Atividade mixima
destas células ocorre quando os camundongos tem 6 a 10 semanas de ida-
de.

A associac¢3o da atividade do liﬁfécito HK com o estado nu-
trictonal tem recebido atenclo de pesquisadores que trabalham na drea
de nutric3lo humana. DOWD g¢ a7 (féBB} estudaram 70 pacientes hospita-
lizados com viarios graus de desnutriclo ,a fim de relacionar imunidé—
de celular com estado nutricional. Observaram que a proliferacHo de
linfécitos 23 estimulagZo mitogénica estava deprimida e encontraram
correlac®o significativamente positiva entre a atividade de linfdécito
NK e 3 vitamina €. HNZ¥o encontraram correlaglo entre as medidas nutri-
cldhals e ADCC, ou resposta de linfécitos com PHA ou PUH. Estes re-
sultados sugerem que certos nutrientes individuais, particularmente
vitamina C e Zinco, influenciam na imunoreatividade de diferentes sub-
popul acBes de linfdécitos.

Fm adic¥o a este fato, JOSE & GOOD , desde 1973 constata-
ram que a priva¢¥o protéica aumenta a reststéncia a virus em viarlas
éspécies, tais como gal inhas, coelhos, camundongﬁs e homem. Além dis~—
so, diminui notavelmente a inctdéncia de varlios tumores espontineos em

roedores subnutridos. O mecanismo imunoidgico possivel para ‘explicar

-——a resisténcta do-hospedetro-a-tumores foi sugerido em experimentoz en—- - —
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voivendo ratos subnutrldos tnoculados com células tumorais. Estes
animais n3¥o tem anticorpos blogueadores, pois no animal bemr nutrido,
existe 1nibig¢lo parcial ou completa da imunidade mediada por células
que agem na destrui¢¥o do tumor. Em camundongos submetidos & dietas
com teor menor que 10% em casefna, n3o apresentam atividade de anti-
corpos blogueadores no soro. A ausdncia destes anticorpos em dieta
contendo 5% de casefna foi capaz de produzir danos dez vézes malores
sobre células alvo.

2 luz das interacBes observadas entre a atividade da celu~
la NK com a resposta imunclégica, podemos analisar como foi a resposta
‘de obserwvada en quundongos subnutridos, sem infec¢¥o, 3 estimul ag3o
com HC , analisando o comportamento "sui generis” destes camundongos
quando comparado ao observado no grupo controle. A Tabéla 20, ilustra
a res#osta de PFC com relac¥op a ldade do animal. Os resultados da
te, 22, 42 e B2 semana correspondem a idade de 52, 62, 82 e 122 senma-
nas dos roedores. Se realmente a imunidade humoral, neste tipo de res-
posta primdria a HC ,estiver sobre o controle de células HK, observa-
mos que ,exatamente quando a atividade destas células em camundongos é
maxima, os nfveis de PFC sofrem uma redug3o que representa um efeito
de aproximadamente 380% de 1nibic§o_sobre esta populacgdo. Quanto ao
resultado pararelo de RFC, nada podemos concluir, uma vez que partici-
pam varios clones celulares que contribuem para o resultado final na
imunocitoader&ncia. Observamos, no entanto, um aumento na populagZo de
células capazes de formarem rosetas a eritrdécitos de carneiro nesta

populacZo de camundongos subnutridos sem infecgdo.

Outro mecanismo possivel que justifique a baixa produgdo

de anticorpos na resposta primaria a hemdclias de carneiro foi proposto
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por VIA g¢ gj,'(1986) , onde IgGéb pode modular linfdcitos T supresso-
res via receptor Fc para produzir e secretar fatores supressores que
deprimem linfécitos B. HNeste experimento avaliaram 2 resposta de PFC
a hemacias de carnelro e estes achados podem estar envolvidos no meca~
nismo de modulacHo que age na patogénese de doengas provocadas por
imune-complexos.

Os mecanismos de supressio da imunidade celular presentes
na subnutri¢¥o ainda aguardam esclarecimentos sobre as principals
questBes a nivel experimental e clfnico: N%o se sabe a que nfvel es-
t¥o afetadas as subpopulagBes linfocitdrias de B ,Ts, Th, Tdh ,HK,
aseim como a atividade funcional de linfdcitos T quanto a producfo de
interferon, interleucinas, efeitos de citotoxicidade, fatores humorals
supressores e a resposta destas subpopulac¢Bes celulares frente a te-

rapia nutricional.



5. RESUHNGC E CONCLUSGSES

E escasso o conhecimento sobre a interac¥oe da esquistosso-
mose com a subnutrigdo ¢ a resposta lmunoldgica, Decidimos avallar
alguns par3metros desta interac3c no campo experimental, utilizando
camundongos convencionals da raga C3H/Hed iInfectadog com 100 cercédrias
de linhagem BH do Sr4istosoma mansoni.

Os grupos experimentals receberam a dieta ad libltum & fi-
caram aggim constitufdos :
animais tratadom com dieta normoprotdica (20%) sem infecgio.
animais tratados com dieta normeprotéica (20%) infectados.
animals tratados com dieta hipoprotdica (4%) éem infecc¥o.
animais tratados com dieta hipoprotéica (4%) iInfectados.

Fundamentados nos diferentes tempos de infec¢o ou na ida-
de dos camundongos, constitufimos grupos de animais ﬁensibillzados com
hemdcias de carneiro ou sensibilizados com 2-4- Dinitrec}orobenzené
{DHCB). Forém constituldos tamﬁém grupos controles compativels.

Dz par3metros selecionados para estudo foram;

Penetracdo de cercdarias.

Comprimento dos esquistossomos na oitava semana de infecgdo

Nimero de vermes machos, fémeos e esquistossdmulos recuperados do
plexo porta“hebético. |

Sobreviwvéncia dos esquisptossonos.

Himere & tamanho de granulomas hapéticms.

Distribui¢%o de granulomas por drea de corte histoldgico hepatico

Hepato-esplenomegalia.




Mortal idade do hospedeiro.

Quantificac¥o de células do bago.

Capacidade funcional de células ssplénicas formarem rogetas na
resposta primdria a hemdclas de carneiro.

Capacidade funcional da células esplénicas formaren placas hemo-
lfticas {(IgM?) na resposta primiria a hemiclag de carneiro.

Reposta de hiperzensibll idade retardada frente a DHCB,.

Os resultados obtidos foram estat{sticamente anallisadoz
pelo modelo linear multiplicativo (GLM) e os calculos executados emn
computador VAX 11/780 com © "gStatistical Analysis System” - S5AS.

Clagssificamos separadamente os efeitos da dieta sobre ©

parasita e &cbre o hospedeiré.

Efelitos da Dieta sobpe o Parasita.

1. A defliciéncia prﬁtéiﬁa nos camundangw; n3c afetou significativémeh—
te a penetrac#o dasz cercarias nos camundongos .

2. A recuperagio de vermes no plexé porta-hepatico em camundongos semn
deficiéncia protéica mostrou-se malor até a oitava semana de infeccHo.
No perfodo subsequente a gobrevivéncia dos esquistoszomcs féi maior no
hospedeiro subnutrido.

7. A dista hipoprotéica induzlu retardamento na maturagic do eaquisa-
tossomo, provocando atrazo de uma semana no infcio do surgimento dos
“ovoa no figado de camundongos subnutridos. |

4. O desenvolvimento do Schistosoma mansonli foi afetado pela deficién-
cia de protefna na dieta, de modo que foi possivel observar malor as-

sincronismo nos esquistossomos que se desenvolveram em camundongos




6. A esquistossomose provocou maidr grau de hepatomegalia em camundon-
gos sem deficiénclia protéica. O figado de camundongo subnutrido regre-
diu ao seu peso original em tempo equivalente a 1/3 do observade para
a dieta normoprotdica.

7. Para amboz os tratamentos alimentares, o mdximc da esplenomegalia
ocorreu na 11¢ semana de infecg¥o. Em ambas as dietas, o ba¢o nd3o s0-
freu InvolucBo total, mesmo na fase crénlica da doenga.

8. Para ambos os grupos de animais, a sensibllizac¥o com hemdclas de
carneire induziu aumentc celular no bago.

9. A infecgdo por Schistosoma mansoni acarretou imuncdepresgdc na res-
posta primaria congtatada tanto pela técnica de imunocltoaderéncia,
come pela PFC,

10. Houve ativagdo policional na primeira semana de infeéc%o- esquls~
tossomética, tanto em camundongos subnutridos como nos submetidos 2

dieta normoprotsica,
11. A dieta hipoproteica, quandﬁ optudada iscoladamente, induzlu aumen-
to na populagdo de células forﬁadaras de rosetas, na resposta primiria
a hemdciaz de carneiro.

12. Camundongos son deflciéncia protéica, n¥o infectados, mostraram-ge
capazes de aumentar 58,5% sua populacioc de células formadoras de pla-
cas hemoliticaz na 8= zemans (12 semanaz de idads) quande avallados
para regposta primdria a hemédclas de carneirc. Por outro lade, com
relac¥o 3 capacidade de produc¥o de antlcorpos Igl contra hemdclas de
carneiro, avaliada pela técnica de PFC, na 82 semana (12 semanas de
idade), oz linfécitos de camundongos subnutridos apresentaram um de-
créscimo de 81% com relagio a resposta padrZo avaliada na primeira se-

mana (5 zemanas de l[dade?l.



13. Os resultados referentes 3 avalia¢¥o da imunidade mediada por cé-
lulas sugerem que a infecc¢3o esquistossomdtica suprimiu a populac3o de
células responsdvels pela hipersensibidade raetardada, sendo que oS me-

norez nfvels de resposta foram observados em camundongos gubnutridos.

0Os parSmetros aqui analisados nos permitem concluir gque
numa populacio exposta & restricgdo protéica em sua dieta, a esquistos-
somose agrava sobremanelra a evolugdo-da doenga, aumentando a mortall-
dade do hospedeiro. A esquistossomose também acarreta imunossupressio
irreversfvel no hospedeire , quer esteja com dieta padrd@o, quer este-
ja submetido a deficiéncia protéica. Esta imunossupress¥o afeta wva-
riaé subpopul acBes de Iinfécitos, diminuindo a produg3do de antlcorpos
IgM, diminuindo a populag¥o de cdlular formadoras de rosebtaz para eri-
trécitos de carneiro e Imunidade mediada por células. Hospedeiros sub-
nutridos sem infec¢¥o pelo Schistosoma mansoni revelam balxa producdo
de células formadoras de anticorpos, reagen mai para hiperaensibflim
dade cut8nea tardia e _aumentaﬁ gsobremaneira sua-populacﬁo ceiular ca—
paz de formar rosetas com eritrdcitos de carneiro. As lmplicagles do
efeito da subnutrig¢do sobre a atiyidade de diferentss subpopulacbes
linfocitdrias e sobre os mecanismos imunolégicos re« mlatdrios ainda

aguardam =azclarecimentos por parte dos pesquisadores.
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