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RESUMO

COSTA-NETO, Socrates Fraga da. Caracterizacdo das alteracoes bioquimicas e histolégicas
hepaticas de Nectomys squamipes Brants 1827 (Rodentia: Sigmodontinae) encontrados
naturalmente infectados por Schistosoma mansoni em area endémica no municipio de
Sumidouro, RJ. 2010. 90p. Dissertacdio (Mestrado em Ciéncias Veterindrias), Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2012.

O roedor silvestre Nectomys squamipes é considerado um dos principais mamiferos potenciais
reservatorios silvestres de Schistosoma mansoni no Brasil, sendo encontrados infectados
naturalmente em d4reas endémicas da esquistossomose. Diversos estudos de campo e
experimentais foram realizados mostrando ser este um bom modelo alternativo para o estudo da
interacdo S. mansoni-N. squamipes. Espécimes de N. squamipes foram capturados no municipio
de Sumidouro, RJ. Os roedores (N=16) foram divididos em dois grupos: infectados naturalmente
(N=8) e nao infectados de campo por S. mansoni (N=8). Foram utilizados animais nascidos em
cativeiro como controle de laboratério (N=14). Os roedores foram eutanasiados € o sangue
coletado através de puncdo cardiaca para andlise das alteracdes plasmadticas: glicose (mg/dl),
aminotransferases ALT e AST URF/ml, e bilirrubina direta e total (mg/ml).Fragmentos de figado
foram utilizados para determinar o conteudo de glicogénio hepético (mg de glicose/g de tecido,
peso fresco). As amostras foram analisadas em procedimentos de rotina através de exames
histopatoldgicos corados com hematoxilina, eosina e Masson. Os exames de histopatologia
evidenciaram lesdes no figado em diferentes fases de desenvolvimento localizadas
predominantemente na regido periportal dos roedores infectados naturalmente, com numerosos
parasitos ocluindo o limen vascular. As lesdes na fase inicial caracterizavam-se por um infiltrado
inflamatério ao redor dos ovos recém-depositados, morfologicamente intactos, com clara
visualizacdo da estrutura, incluindo o miracidio, fragmentos de helmintos e fibrose. Esse estudo
das populacdes de N. squamipes infectados naturalmente por S. mansoni, evidenciou a ocorréncia
de alteracOes nas reservas de glicogénio hepético caracterizado por um decréscimo de 82.74% no
conteido de glicogénio nos animais infectados naturalmente e 81.68% nos animais ndo
infectados de campo em relacdo ao grupo controle de laboratério. Alteracdes nos niveis
plasmaéticos de glicose foram observadas entre os grupos. Uma redugio significativa no conteido
de glicose sérica foi observada nos roedores infectados naturalmente e nao infectados de campo
em relacdo a média do grupo controle de laboratério, com uma queda de 61.13% no conteido de
glicose plasmdtica. O nivel sérico da AST dos animais infectados naturalmente exibiu a mesma
variagdo metabdlica do grupo ndo infectado de campo. Um aumento de 75,66% da ALT
plasmadtica foi observado nos roedores capturados infectados naturalmente em rela¢io ao controle
de laboratério. A infeccdo ndo proporcionou alteragdes nos conteidos das fracdes direta e total de
bilirrubina entre os grupos nao infectados de campo e infectados naturalmente. O grupo controle
de laboratério foi o que apresentou maior conteido das fragdes direta e total de bilirrubina. A
mesma ordem de variacdo foi observada para a fracdo indireta da bilirrubina, sendo o grupo
controle o que apresentou a maior média. Nao foram observadas diferencgas significativas nos
parametros bioquimicos estudados entre o grupo infectado naturalmente e ndo infectado de
campo. Tal fato pode estar relacionado ao processo de formacdo de uma memoria imunoldgica
em N. squamipes adquirida durante infec¢Oes prévias ao longo de sua vida, possibilitando
responder de maneira mais rdpida e eficiente as sucessivas infec¢des por S. mansoni. Como
consequéncia, um processo de adaptacao fisioldgica € estabelecido, minimizando aqui os efeitos
deletérios causados por S. mansoni em N. squamipes naturalmente infectados.



Palavras chaves: Alteragdes bioquimicas, reservatorios silvestres, fun¢do hepatica
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ABSTRACT

COSTA-NETO, Socrates Fraga da. Characterization of the biochemistry and hepatic
alterations in Nectomys squamipes Brants 1827 (Rodentia: Sigmodontinae) found naturally
infected by Schistosoma mansoni in an endemic area in Sumidouro Municipality, RJ. 2010.
90p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterindrias), Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ. 2012.

The wild rodent Nectomys squamipes is considered one of the principal wild mammal reservoirs
of Schistosoma mansoni in Brazil, often being found infected in endemic areas of
schistosomiasis. Several field and experimental studies have been carried and and showed that
this rodent is a great alternative model for S. mansoni-N. squamipes interaction studies.
Nectomys squamipes specimens were captured in the municipality of Sumidouro, Rio de Janeiro
state. The rodents (N=16) were divided into two groups: infected (N=8) and uninfected (N=8) by
S. mansoni. Animals bred in captivity were used as control (N=14). The rodents were euthanized
and the blood was collected by cardiac puncture for analysis of changes in the serum: glucose
level (mg/dl), aminotransferases ALT and AST (URF/ml) level, and direct and total bilirubin
(mg/ml), Liver fragments were used to determine the hepatic glycogen content (mg de glucose/g
tissue, fresh weight). Samples were processed according to the routine using histopathology
exams stained with hematoxylin, eosin and Masson. The histological examination showed lesions
in the liver tissue of different phases of development located mainly in the periportal region in the
naturally infected rodents, with many parasites occlusion of the vascular lumen. The early phase
lesions were characterized by the presence of inflammatory infiltrate around the morphologically
intact recently deposited eggs with clear visualization of the structure, including the miracidium,
helminth fragments and fibrosis. This study of N. squamipes populations naturally infected by S.
mansoni showed the occurrence of changes in the hepatic glycogen reserves, with 82.74%
decrease of glycogen in the naturally infected animals and an 81.68% decrease in the uninfected
wild specimens compared to the laboratory control group. Changes in the serum glucose levels
were also observed between groups. There was a significant reduction in the average serum
glucose level in the naturally infected rodent group and in the uninfected wild rodent group in
relation to the laboratory control group, with a decline of 61.13% in the serum glucose
concentration. The AST serum level of the naturally infected animals exhibited the same
metabolic variation of the -uninfected field group. An average increase of 75,66% on the
plasmatic ALT was observed in the naturally infected rodents in relation to the laboratory control
rodents. The infection did not promoted alterations in the total and direct bilirubin fractions
between naturally infected and uninfected animals. The laboratory control group showed the
largest fractions of direct and total bilirubin. The same variation was observed for the indirect
fraction of bilirubin, with the control group presenting the largest average. There were no
significant differences noted in the parameters biochemistry studied between the infected and
uninfected wild specimens. This fact can be related to the process of immunological memory
formation in N. squamipes acquired during previous infections over their lifetimes, allowing them
to respond more quickly and efficiently to successive infections by S. mansoni. Consequently,
there is a physiological adaptation process, minimizing the deleterious effects caused by S.
mansoni in naturally infected N. squamipes rats.

Keywords: Biochemical alterations, wild reservoirs, hepatical function
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multifocais (circulos pretos) em diferentes fases evolutivas na regido periportal. ..........

Figura 2. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepético de
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exemplares do parasito ocluindo os vasos dos espacos porta (sm), com infiltrado
inflamatorio (ii). (coradas com tricromico de MasSOm).......ccueeeeeeeeicurrreeeeeeriirireeeeeeeennnnee.
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Figura 4. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepdatico de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Areas de
fibrose (af) evidente nas lesdes granulomatosas mais cronica (corada em azul).
(coradas com tricromico de IMaSSOM)........uueeeiieiiiuiiiieeeeeeiiiireeeeeeeeiire e e e e eeettreeeeeeeeaarereeeas

Figura 5. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepético de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Granuloma
em fase exsudativo-produtiva (gp), com numerosos eosindfilos, fibroblastos,
plasmocitos, neutréfilos, linfécitos, ao redor dos ovos recém depositados com
miracideos (om) e macréfagos com pigmentacdo marrom-amarelado. (corados com
hematoXilina € €0SINA).........eiiiiiiiiiiiieeeeeeiiiieeeeeeeieiree e e eeeetrreeeeeeeebbreeeeeeeetareseeeeeenaeraaeeeens

Figura 6. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepético de
Nectomys squamipes. Auséncia de granuloma parasitirio de Schistosoma mansoni no
grupo ndo infectado de campo. (corados com hematoxilina e €0sina).........c.ccceceeeceeeunene

59

60

61

62

63

XV



LISTA DE TABELAS

Capitulo I

Tabela 1. Concentragdo de glicogénio hepdtico, expresso em mg de glicose/g de
tecido, peso fresco, e glicose plasmatica, expresso em mg/dl, em Nectomys squamipes
infectado com Schistosoma mansoni. CB=Controle de Biotério, IN=Infectado
Naturalmente ¢ NI=Ndo Infectado. X + SD=média + desvio-padrdo. * ® = Médias
seguidas por letras distintas diferem significativamente entre Si........c...cocceeeveevueeneennnenne.

Capitulo IT

Tabela 1. Relacdo entre a atividade plasmadtica das enzimas L-alanina: 2 oxoglutarato
aminotransferase (ALT) e vr-aspartato: 2 oxoglutarato aminotransferase (AST),
expresso em URF/ml, de soro de Nectomys squamipes infectado com Schistosoma
mansoni. CB=Controle de Biotério, IN=Infectado Naturalmente e NI=Nao Infectado.
X + SD=média * desvio-padrdo. * ® = Médias seguidas por letras distintas diferem
SIZNIfICALIVAMENTE ENETE Sl.veeuuveiruririiiiriiieeiieeriieeette et e eiteentbeeetee s bt eebaeesabeesaseessbeesseeenns

Tabela 2. Relacdo entre a concentracdo plasmadtica de bilirrubina: contetdos das
fracdes direta e total expresso em mg/ml, de soro de Nectomys squamipes infectado
com Schistosoma mansoni. CB=Controle de Biotério, IN=Infectado Naturalmente e
NI=Nio Infectado. X + SD=média + desvio-padrio. * ® = Médias seguidas por letras
distintas diferem significativamente eNtre Sl..........ceevvueerueeerirerrieeeneeenieeneeenreeereeeseeeene

36

57

XVvi



SUMARIO

L INTRODUGAO...........oiioieeeeieeieee et 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA........ovveriiriirerinneeisessessssssssessssssessssesssssesssssssseseess 4
2.1 Classificagao TaXONOMICA. .......cccueriiriiriiriiiieentiete ettt 4
2.2 Caracteristicas MOTfOIOZICAS. ......c.ueiiuiiiiiiiiieeiiieet ettt 4
2.2.1 Macho de SchiStoSOmMa MANSORI..............coccueeevueeriieeiiiiniienieeeee ettt esaee s 6
2.2.2 Fémea de SchiStoSOMA MANSONI.........c...cccueeeirieeeiiiiiiiiiieiieeee sttt 6
2.3 Esquistossomose mansonica N0 Brasil...........cocceeviiiiiiiiiiiiiiiniiiiiceccicceee e 7
2.4 CaracteriSticas PALOIOZICAS. ...ccouveerurierrieeriieesieeeteesiteestee st eeieeestteesteesbeesaseesseeenaeeas 11
2.5 O ciclo bioldgico de SchistoSOmMa MANSONI...........cceeeeeeeeceieeiieiiiesiieeseeeie e 12
2.6 Suscetibilidade experimental e natural de animais silvestres e sinantrépicos ao
SCRISIOSOMA MUATSON......cueeeiieiiieeiieeee ettt ettt et sttt et et eeeae e 13
2.7 Animais vertebrados: silvestres, domésticos de companhia, domésticos de
producdo, sinantrépicos encontrados naturalmente infectados por Schistosoma spp........ 16
2.8 O 10€dOr NeCtOMYS SQUAMIPES.........cccuveeeeeeeieeesieeeeieesieesieesteeesieeesaeessseesnseessseesnneens 18
2.9 Distribuicdo geografica dos roedores silvestres Nectomys rattus e Nectomys
SGUAMIPES NO BTASIL.....cooiiiiiiiiiiiieie e e 18
2.10 Nectomys squamipes como hospedeiro de Schistosoma mansoni.............................. 21

2.11 Histérico da ocorréncia da esquistossomose mansdnica no Municipio de

SumIdouro, RJ...c...ooiiii ettt 23
2.11.1 A participagdo do roedor Nectomys squamipes na dindmica da transmissao da

esquistossomose mansonica no Municipio de Sumidouro, RJ.........ccccovviiiiiiiniinnninnnnen. 25
2.12 Alteragdes histopatoldgicas em roedores infectados com Schistosoma mansoni...... 26
2.13 Alteracdes bioquimicas em roedores infectados com Schistosoma mansoni............. 27
BOBIETIVOS.....ceeeee ettt sttt s et 29
3.1 ODBJEUVO GETAL ...ttt ettt et sttt et ees 29
3.2 ODbjetivos ESPECITICOS. ..ceviuiiiiiiiiiiiiiieeitcete ettt 29

Xvii



4 CAPITULO 1 Caracterizacdo das alteracdes histolégicas hepdticas e do padrio

glicidico de Nectomys squamipes (Rodentia) encontrados naturalmente infectados por

Schistosoma mansoni (Trematoda).........cccuveeiiieeiiiiiieie et e e earraee e 30
RESUMO ...ttt st ettt st st na e 31
ABSTRACT ...ttt ettt et st ab e st st e e st et et e e beesaeensaas 32
L INTRODUGAO..........oiieieeiieeiieeieee et es s 33
2 MATERIAL E MEDODOS.......cooiiemriiieriimressessessessessssessssessssesssssessssssssssessssssons 34
2.1 Area de @StUAO. .........oeveeeeeeeeeeeeeeee e 34
2.2 Coleta das AMOSIIAS. ......eeerureerieerieeeite ettt ettt ettt e st e et e ebteebte e st e esbeesabeesbeeenaeeenane 34
2.3 Anadlises bioquimicas do plasma SANZUINEO..........eeeueerriierrieerieeniee e riee e eriee e 35
2.4 Andlises bioquimicas do glicOZEnio hepatiCO........cueevueiriiiiiiiiiniieiieeriee e 35
2.5 Anadlises histopatoldgicas do figado.........cccueeeuiieriiiiiiiiieeee e 35
2.6 Animais de 1aboratOrio para CONLIOIL..........covueeerieeriieeiieeieeeie et eeee e 35
2.7 ANALISE ESLAISTICA. ...eeeuvieuiiiieeiieite ettt ettt st 35
BRESULTADOS. ...ttt sttt ettt sbe bt et enaea 36
3.1 Resultados DIOQUITICOS. .....cc.veeriiiriieeriieeeiteeete ettt e e s ee st e e e eseaeesaneennneas 36
3.2 Resultados hiStOPatOlOZICOS. ....cccuveerurieeiieriieeiieeeiee ettt eeee et ee et e e e e e saeee e 37
4 DISCUSSAD.....ccomiiiieiiiise ettt e 44
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cvtvumrrirriimeeieneineessssssssssssessssesssssssneees 46

5 CAPITULO II Alteragdes na bioquimica sérica hepatica em Nectomys squamipes

(Rodentia, Sigmondontinae) naturalmente infectados por Schistosoma mansoni

(Trematoda, DIZENEA).........eevuuiiiiiiiiiiiiieeiie ettt sttt et e 51
RESUMO ..ottt sttt ettt et et 52
ABSTRACT ...ttt ettt sttt eb et b et e st b eneen 53
L INTRODUGAO...........oiieieiieieeieeeieee et 54
2 MATERIAL E METODOS.........ooomimieoeieeeeeeeees e sveseees s sessseesness s 55
2.1 Coleta dOS TOBAOTES. ...cccuveireiiriieeiteeeitteete ettt ettt e stbe e st e s bt e e iteesbteesareesbeesabaeens 55
2.2 Coleta das AMOSIIAS. .....ccuerrueeriieiierieeriteete ettt ettt ettt e st sbeesbeesaeesetesaeesaeeeanes 55
2.3 Anadlises bioquimicas do plasma SaNZUINEO..........eeerueerriierrieeiieenieeeteeniee e eriee e 55
2.4 Andlises histopatoldgicas do figado.........coveeeiuiiiiiieeiiieriieceeee e 56

Xviii



2.5 Animais de biotériorio para CONLIOIL..........eevveeerieeriieeiieeie et eeee et

2.6 Analise estatistica

3 RESULTADOS

3.1 ANAlises DIOQUITIICAS........oouviruiiiieiiieiiete ettt et st
3.2 Resultados histopatologicos
4 DISCUSSAO

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

6 CONCLUSOES

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

X1X



1 INTRODUCAO

A esquistossomose tem sido relacionada a no minimo 14 espécies de trematddeos,
desde 1984, mais dois paises notificaram a existéncia de esquistossomose e, atualmente, esta
distribuida em 76 paises dos continentes Americano, Africano e Asidtico (WHO, 1998; 2010)
(Figura 1). Esta doenga € endémica em 52 paises e territérios da América do Sul, Caribe,
Africa e regido oriental do Mediterraneo (COURA, 2005). Além das condi¢des favoraveis do
meio bidtico e abidtico nas areas endémicas, a ocorréncia também se da em focos isolados e
estd associada a determinadas praticas, relacionadas ao contexto socio-econdmico, cultural e
degradacdo ambiental das dreas rurais e peri-urbanas. Ainda a existéncia de hospedeiros nao-
humanos de Schistosoma mansoni Sambon, 1907 (Trematoda: Digenea, Schistosomatidae)
tem grande interesse epidemioldgico, pois estes podem participar da transmissdo deste
parasito e contribuir para a manuten¢do do ciclo epidemioldgico da doenca (D’ANDREA et
al., 2000).

No Brasil, a esquistossomose possui extensa distribuicdo geografica e afeta cerca de
seis milhdes de pessoas (SVS, 2011). Schistosoma mansoni tem sido encontrado em muitas
areas endémicas do Brasil parasitando naturalmente animais silvestres (AMORIM, 1953;
MALDONADO JR. et al., 2006), animais domésticos de companhia (cao) (KAROUM,;
AMIN, 1985), animais de producdo (bovinos) (BARBOSA, 1962; MODENA et al., 2008) e
sinantrépicos (THERON, 1985; THERON; POINTIER, 1995), além do homem (REY, 1993),
0 que caracteriza sua importancia em saude publica e médico-veterindria. A infec¢do
esquistossomdtica atinge varios hospedeiros vertebrados, como roedores silvestres e outros
pequenos mamiferos. No Brasil, Amorim (1953) fez a primeira descri¢do de infec¢do natural
por S. mansoni em roedores silvestres, encontrando o roedor Nectomys squamipes Brants,
1827 (Rodentia: Sigmodontinae) (rato d'dgua ou rato lava-pés) naturalmente infectado, o que
ressalta a importancia de animais de hédbitos semi-aqudticos na manutencdo do ciclo desta
parasitose.

Posteriormente, diversos trabalhos comprovaram ser N. squamipes um hospedeiro
natural de S. mansoni e sem duvida ser o principal hospedeiro definitivo ndo-humano no
Brasil (ANTUNES et al.,, 1971), sendo um potencial reservatério deste trematédeo, ndo
apenas por hospedar parasitos adultos, mas também por eliminar ovos maduros, vidveis e
infectantes em suas fezes (RODRIGUES-SILVA et al., 1992; REY, 1993; MALDONADO
JR. etal, 1994). A distribuicdo geogrifica dos roedores do gé€nero Nectomys no Brasil é
muito mais ampla que a distribuicdo da esquistossomose mansdnica, porém, em muitas
regides sdo coincidentes. No entanto, os estudos realizados até hoje sobre estes roedores em
relac@o a esta endemia citam apenas N. squamipes encontrados infectados naturalmente, com
excecdo de Bastos et al (1982, 1984), que mencionam N. squamipes amazonicus (atualmente
Nectomys rattus Pelzen (1883)). A ocorréncia de animais silvestres, particularmente pequenos
mamiferos, naturalmente infectados em dreas endémicas, apresenta-se como um fator
complicador no controle das zoonoses (SOUZA et al., 1992; MALDONADO JR. et al., 1994;
D’ANDREA et al., 1999; 2000; COSTA-NETO, 2006; GENTILE et al., 2006). Em certas
regides endémicas, a prevaléncia da infeccdo esquistossomotica € maior em N. squamipes que
em humanos (SILVA; ANDRADE, 1989; REY, 1993).



Figura 1. Distribuicdo global das cinco espécies do género Schistosoma responsdveis pelas
esquistossomosiases humanas. Fonte: WHO, 1993.



Apesar da ampla ocorréncia de S. mansoni em animais silvestres, como N. squamipes,
ha uma grande caréncia de informagdes sobre as alteracdes que sdo desencadeadas nestes
animais em funcao da infec¢do com o trematédeo em condicdes naturais. O uso de S. mansoni
como modelo observacional pode facilitar o entendimento e o aprofundamento dos estudos
para se descobrir respostas sobre as alteragdes fisioldgicas e bioquimicas surgidas no
hospedeiro vertebrado em decorréncia da infec¢do com helmintos parasitos vascular.

O conhecimento de dados sobre o perfil bioquimico e sobre as alteragdes
histopatoldgicas em N. squamipes infectado por S. mansoni pode fornecer informacdes
relevantes acerca dos mecanismos fisiopatologicos desencadeados pelo parasito e, deste
modo, auxiliar no desenvolvimento de ferramentas para o diagndstico e controle deste
trematodeo. Concomitantemente, estard agregando informacdes importantes que subsidiarao
trabalhos futuros relacionados ao desenvolvimento de protocolos terapéuticos visando uma
melhor qualidade de vida dos hospedeiros. O parasito apresenta um grande potencial
zoondtico no Brasil, apesar da esquistossomose ndo ser classificada como uma zoonose.
Ainda ndo existem informagdes sobre as alteracdes metabdlicas decorrentes da infeccao
natural com S. mansoni no roedor silvestre N. squamipes para entender a dinamica da relagdo
parasito-hospedeiro.

Assim, nessa dissertacdo pretendemos investigar, pela primeira vez, as alteracdes
hepaticas (histolégicas e bioquimicas) no roedor silvestre N. squamipes, encontrado
naturalmente infectado com S. mansoni em uma drea endémica no municipio de Sumidouro,
no estado do Rio de Janeiro, comparando nossos resultados com aqueles de animais nao-
infectados de campo e criados em biotério.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Classificacao Taxonomica Segundo Gibson (2002):

Reino: Animalia

Subreino: Metazoa

Filo: Platyhelminthes

Classe: Trematoda Rudolphi, 1808

Subclasse: Digenea, Carus, 1863

Ordem: Schistosomatida

Familia: Schistosomatidae Poche, 1907
Género: Schistosoma Weinland, 1858
Espécie: Schistosoma mansoni Sambon, 1907

2.2 Caracteristicas Morfoldgicas

Schistosoma mansoni Sambon, 1907 (Trematoda: Digenea, Schistosomatidae) sio
trematodeos (do grego trematodes, furado) digenéticos (do grego dis, duplo; genos, raga), os
helmintos adultos no género Schistosoma sao (didicos do grego di, dois; oykos, casa), ou seja,
possuem sexos separados, acentuado dimorfismo sexual (Figura 2), sendo endoparasitos
obrigatdrios inteiramente adaptados ao parasitismo, e com ciclo biolégico complexo, com
morfologia e hospedeiros diferentes em cada fase do ciclo. Tanto o macho quanto a fémea sao
cilindricos, afilando-se nas extremidades. Ambos sdo de cor leitosa, sendo a fémea geralmente
mais escura por apresentar maior quantidade de pigmento sanguineo, a hemozoina, no interior
do sistema digestivo. O termo trematdédeo refere-se a estruturas notdveis da superficie do
corpo as ventosas. Uma delas, afunilada na extremidade anterior, dispde-se em torno da boca
€ a ventosa oral, e a uma pequena distancia desta uma segunda ventosa, situada ventralmente,
pedunculada € particularmente bem desenvolvida e delimitada do parénquima por uma
capsula distinta, sendo atualmente denominado acetdbulo, cuja funcio € a de fixar o parasito a
parede capilar. Sob o acetdbulo estes parasitos apresentam a abertura do orificio genital para o
exterior. Possuem revestimento externo com sete camadas (equivalente a uma dupla
membrana unitaria), rica em carboidratos. Nao ha abertura anal nem canal de Laurer. No seu
desenvolvimenmto ontogenético ha uma larva (miracidio) com células epidérmicas ciliadas
organizadas em fileiras transversais regulares, com nucleos intra-epiteliais (neoderme), muitas
vezes, os nucleos da epiderme estdo posicionados distante, mas em espécies com lamina basal
fraca ou com pouca matriz intracelular, ocasionalmente, encontra-se mais préximo e abaixo
da musculatura do corpo, substitui¢ao da epiderme larvar por uma neoderme com pericarios
abaixo da superficie (tegumento sincicial), auséncia de radiculas ciliares verticais dos cilios
epidérmicos, presenca de colares elétron-densos de receptores sensoriais “neodermato-simile”
caracteristicos, axonemas dos espermatozdides incorporados no corpo celular por fusio
proximo-distal e incorporacdo de hospedeiro vertebrado no ciclo de vida. (MORRIS et al.,
1985). O hospedeiro invertebrado € preponderantemente um molusco, enquanto que o
hospedeiro vertebrado podem ser mamiferos suscetiveis (humanos e outros primatas,
carnivoros, marsupiais, edentados, arctioddctilos e insetivoros). Por sua vez, o termo
digenético refere-se aos dois tipos de geracdo no ciclo de vida: (1) os esporocistos, que
parasitam o hospedeiro intermedidrio e reproduzem-se assexuadamente, gerando a outra
forma larval, chamada cercéria; e (2) o adulto, que € primariamente endoparasito de
vertebrados e reproduz-se sexuadamente. A fémea possui um corpo pouco musculoso, com
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Figura 2. Casal de Schistosoma mansoni. M= Macho, F= F€émea, VO= Ventosa
Oral, A= Acetabulo, CG= Canal Ginecoéforo. Fonte: REY, 2008.

menos parénquima e faringe reduzida; isso dificulta a sua migracdo intravascular e a sua
digestdo. O macho € o oposto, ele abriga a fémea no seu canal ginec6foro, diminuindo o
contato dela com sistema imunolégico do hospedeiro, além de transporta-la pela vasculatura
hepdtico-intestinal; os machos aproveitam para inseminar constantemente as fémeas. Além
disso, a musculatura desenvolvida do macho auxilia no processo digestorio da fémea, através
de inimeras contragdes. Com uma menor quantidade de tecidos, as reservas energéticas das
fémeas ficam direcionadas para a producdo de ovos e o tamanho mais delgado permite que
elas atinjam vasos de menor calibre, para ovipor. A oviposi¢do em vasos pequenos, aumentam
as chances dos ovos abandonarem o territério vascular e atingirem a luz intestinal (CUNHA,
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1970; REY, 2008). Os helmintos contam com a ajuda dos hospedeiros, através das células
endoteliais que revestem as vénulas usando-as ativamente para mover os ovos dos helmintos
para a luz intestinal. Damian (1985) e Doenhoff (1987) relataram que o helminto usa a
resposta imune do hospedeiro para o transporte do seu ovo para o limen intestinal. O ovo
extravasado estimula a formacdo de um granuloma em torno dele, constituido de células
moveis (como eosindfilos, células plasméticas e macréfagos). Entdo o granuloma move-se
para o limen intestinal, levando o ovo com ele. Os granulomas dispersam os ovos que sao
excretados com as fezes. Cerca de dois ter¢os dos ovos ndo fazem isso € ocorre um grande
acumulo de ovos na parede do intestino, particularmente em casos cronicos. Em outros casos
0s ovos nunca sdo expulsos das vénulas, mas sdo varridos pelo sangue, acabando por ser
lavados aos capilares hepdticos. Sendo assim, por vezes, 0s ovos atingem o exterior por meio
das fezes, e estdo completamente embrionados e eclodem quando expostos a menor
osmolaridade de dgua doce.

2.2.1 Macho de Schistosoma mansoni

O macho mede cerca de 10 mm de comprimento (6 a 14 mm) por 1,1 mm de largura,
na regido testicular a largura do corpo é varidvel, geralmente entre 2,1 a 5,5 mm, apresenta
acentuada curvatura ventral. A parte anterior do corpo € curta e aproximadamente cilindrica,
encontrando-se nela as duas ventosas. A ventosa oral varia de 1,6 a 2,4 mm de comprimento
por 1,6 a 2,8 mm de largura e o acetdbulo 2,1mm a 3,1 mm de comprimento por 1,7 a 3,0 mm
de largura. A distancia entre a extremidade anterior da ventosa oral e anterior acetabular varia
de 3,4 a 5,7 mm. Um segmento posterior ao acetdbulo, anterior as duas ventosas é cilindrico e
mais fino que a porcdo posterior, este por sua vez, € mais longo, largo e achatado
dorsoventralmente, porém enrolado de maneira a formar uma calha ou tubo longitudinal
formando com as suas margens justapostas e curvadas ventralmente, o canal ginec6foro, pois
¢ nele onde fica alojado a fémea. Por ndo possuir 6rgao copulador (cirro) ou qualquer outro
sistema intromissor, o esperma do macho € derramado no canal ginecéforo, penetrando no
orificio vaginal da fémea que se encontra ali alojada. O aparelho genital masculino € de cor
branca com menos de 10 (6 a 8) massas ou lobos testiculares pequenos ramificados, situados
dorsalmente ao nivel do canal ginecéforo, abaixo do acetdbulo; variando de 0,40 a 1,10 mm
de comprimento e 0,48 a 1,32 mm de largura. Os lobos sdo intercomunicados € o0s
espermatozdides dirigem-se para a vesicula seminal através de um canal deferente tinico antes
de atingirem o exterior pelo orificio genital (KASTNER et al., 1975; KOHN et al., 1979;
PARAENSE; CORREA, 1981; HIRSCH, 1986; MACHADO-SILVA et al., 1994; 1995; 1998;
CONCEICAO et al., 2000; MARTINEZ et al., 2003; OLIVEIRA, et al., 2003).

2.2.2 Fémea de Schistosoma mansoni

A fémea tem o corpo cilindrico, mais longo (comprido) e mais fino (filiforme) que o
macho (6 a 17 mm de comprimento por 0,16 mm de didmetro), sendo mais escura e
acinzentada, com largura ao nivel de ovdrio varidvel, geralmente entre 0,56 a 2,2 mm. As duas
ventosas sdo pequenas, variando de 0,67 a 1,08 mm de comprimento e 0,56 a 0,90 mm de
largura a ventosa oral. A ventosa ventral mede de 0,48 a 0,70 mm de comprimento por 0,36 a
0,66 de largura. A distancia entre as ventosas varia de 1,4 a 3,0 mm de comprimento.

O aparelho genital feminino possui um ovario oblongo, ligeiramente lobado, e fica na
metade anterior do corpo. O ovéario mede em seu comprimento de 0,33 a 0,58 mm e na sua
largura de 0,07 a 0,14 mm. Os poros excretores localizam-se posteriormente, o poro genital
feminino, por onde saem 0s ovos, abre-se ventralmente, pouco atrds do acetdbulo, e serve
também para a cOpula, esse oviduto é curto e conduz ao odtipo, que se continua com o tubo
uterino. Neste encontram-se 1 ou 2 ovos, raramente 3 ou 4, o comprimento do ovo uterino
varia de 0,094 a 0,179 mm e com largura oscilando entre 0,04 a 0,076 mm. O espinho ou
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espiculo do ovo possui a variacdo de 0,023 a 0,034 mm de comprimento. Os dois tercos
posteriores do corpo estdo ocupados pelas glandulas vitelogénicas e seu canal sinuoso, que se
une ao oviduto pouco antes deste alcangar o o6tipo (KASTNER et al., 1975; KOHN et al.,
1979; PARAENSE; CORREA, 1981; HIRSCH, 1986; MACHADO-SILVA et al., 1994; 1995;
1998; CONCEICAO et al., 2000; MARTINEZ et al., 2003; OLIVEIRA, et al., 2003).

2.3 Esquistossomose mansonica no Brasil

A introducdo de S. mansoni, agente causador da esquistossomose mansonica,
(intestinal ou bilharziose em homenagem a Theodor Bilharz, que identificou pela primeira vez
os parasitos no Egito em 1851). No Brasil e no continente Americano, ocorreu,
provavelmente, nos séculos XVI, XVII e XVIII, durante o periodo de colonizacdo, através
principalmente do intenso movimento imigratério de escravos proveniente da Africa, para
trabalhar no cultivo da cana de agucar, fumo, café e nas minas de ouro (REY, 1993;
SNYDER; LOKER, 2000). Esses escravos procediam das mais diversas regides do
Continente Africano (MAGALHAES, 1970), estima-se em 15 milhdes de escravos migraram
até meados do século XIX. O novo parasito estabeleceu-se, inicialmente nos portos de entrada
do comércio escravagista e nas dreas agricolas vizinhas, principalmente nas plantagdes, na
Costa do Brasil, desde Sao Luiz do Maranhao até Sdo Vicente (Sdo Paulo). Dai distribui-se
para o interior do pais com a explora¢dao das minas de ouro e novas areas de agricultura (REY,
1993; KATZ, 1997). Estudos filogenéticos, com base em biologia molecular (FLETCHER et
al.,, 1981; DIAS-NETO, 1994; MORGAN et al., 2003; 2005), reforcam esta hipotese de
origem no continente Africano e da introdu¢do recente desta parasitose na América do Sul. O
parasitismo humano por S. mansoni parece ser decorrente de uma linhagem de parasitos que
evoluiu anteriormente em roedores (COMBES, 1990). Admite-se que esta espécie tenha
surgido na Asia e migrado para a Africa (SNYDER; LOKER, 2000). Desde entdo, o seu
controle tornou-se um dos principais desafios para os servigos publicos de saide (COURA,
1995). Apesar do éxito dos programas de controle da esquistossomose, ndo houve mudanca
quanto a estimativa global, pois se trata de uma parasitose cronica que afeta 200 milhdes de
pessoas no mundo (10% destes severamente infectados), das quais 88 milhdes sdo criangas
com menos de 15 anos de idade (WHO, 2010), 120 milhdes de pacientes sintométicos
(CHITSULO et al., 2000), ainda existem outras 652 milhdes sob o risco de contrair esta
infeccdo (CHITSULO et al., 2000). Estando entre um dos mais importantes problemas de
saude publica, esta endemia encontra-se ainda em expansdo em muitas regidoes do mundo
(WHO, 2010). Uma das razdes para isto estar ocorrendo é o crescimento continuo da
populacdo nos paises em desenvolvimento, onde a doenca € endémica. Contribuem ainda para
este quadro a degradacdo ambiental (SABROZA; LEAL, 1992) através de fatores como:
sistemas de irrigacdo associados ao desenvolvimento de reservas de dgua doce adequado a
vida dos moluscos; auséncia de dgua potdvel domiciliar e 4gua encanada domiciliar; presenga
de hospedeiros intermedidrios; movimentos migratorios das populagdes de drea de risco em
busca de melhores condi¢des de vida, alimentada com o sonho de melhores salérios,
aumentando a densidade populacional na periferia das grandes cidades; falta de saneamento
basico; programas de controle e prevencao; educacdo sanitdria deficiente; desenvolvimento
ambiental e s6cio-econdmico sem planejamento ou infra-estrutura, atividades de agricultura e
lazer relacionadas ao foco de transmissdo em areas de baixa renda, analfabetismo e residéncia
em area endémica por mais de cinco anos, contribuem para o crescimento e disseminacao da
doenca (COURA-FILHO et al., 1994). Uma reavaliagdo recente do impacto da doenga indica
que a esquistossomose € a segunda doenca parasitiria em causa de mortes prematuras,
perdendo apenas para a malaria (CHITSULO et al., 2004). A gravidade que assume a doenca
em muitos casos e o déficit orgdnico que produz, fazem da esquistossomose um dos mais
sérios problemas de satide publica, em escala mundial, e pesado fardo para as populacdes das
areas endémicas.



No Brasil, a esquistossomose mansonica ou intestinal conhecida popularmente por
xistossomose, xistosa ou doenga dos caramujos, assim como por “barriga d’agua”, representa
um grave problema sanitdrio para os servicos de saide publica, sendo que no ano de 1990,
cerca de 30 milhdes de individuos corriam o risco de contrair a infec¢do por S. mansoni
(OMS, 1993).

Atualmente, a drea de transmissdo da infec¢do esquistossomoética no territdrio
brasileiro compreende 19 das 27 unidades federais, concentrando-se as maiores prevaléncias
em Municipios dos estados de Pernambuco, Alagoas e Sergipe, seguidos por Bahia e Paraiba.
Em Minas Gerais encontram-se dreas de altas e médias endemicidade para esquistossomose.
As areas endémicas limitadas e focos isolados da doencga sdo encontrados tanto nos estados
citados acima como no Para, Goias, Distrito Federal, Piaui, Rio Grande do Norte, Maranhao,
Ceard, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand e Santa Catarina (REY, 2008) e Rio
Grande do Sul (GRAEFF-TEIXEIRA et al., 1999). As areas endémicas estdo distribuidas em
areas complexas e com peculiaridades, desde dreas de alta, média e baixa prevaléncia e em
focos isolados, apesar das recorrentes medidas de controle da doenca executadas até hoje.
Estima-se que esta parasitose atinja de 6 a 8 milhdes de pessoas em todo territério nacional
(AMARAL; PORTO, 1994; SVS, 2011) (Figura 3), j4 Coura e Amaral (2004) estimam um
numero populacional bem maior cerca de 15 milhdes, as taxas de mortalidade oscilam em
torno de 500 6bitos por ano (SVS, 2008).



Figura 3. Distribuicdo geogréfica da esquistossomose mansonica no Brasil. Fonte: REY,
2008.

A Organizacdo Mundial de Saide em 1993 notificou a expansdo da esquistossomose
mansOnica nas regides Nordeste, Sul e Sudeste do Brasil. No entanto, apesar da
esquistossomose por S. mansoni ser classificada como uma "endemia rural" existem
frequentes relatos da doenga em areas urbanizadas, em diferentes localidades do pais. Mott et
al. (1990) relataram o surgimento de novas dreas de transmiss@o em zonas rurais e urbanas.
Este fato foi evidenciado por Guimaraes et al. (1993) que confirmaram a existéncia dos focos
urbanos da parasitose em Belo Horizonte, Minas Gerais. No Rio de Janeiro, Soares et al.
(1995), trabalhando no municipio de Paracambi, observaram que a urbanizac¢do inadequada
estaria tanto facilitando a transmissdo, e fomentando a intensidade da infeccdo pelo S.
mansoni. O aparecimento de planorbideos em dreas totalmente urbanizadas nos chamados
“Criadouros do Asfalto” (GUIMARAES et al., 1990) sio fatores que muito contribuem para o
processo de urbanizacdo da esquistossomose como, por exemplo, os pequenos lagos artificiais
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cimentados de parques e jardins, dentre outros somados a migra¢do da populacdo rural, para
os grandes centros urbanos em busca de melhores condi¢des de vida, muitas vezes ja
infectados pelo parasito (RIBEIRO, 1998). Trabalhando em Porto Alegre, RS, Graeff-Teixeira
et al. (1999) encontraram um foco de urbano de esquistossomose.

Para que a sequéncia da cadeia epidemioldgica da esquistossomose ocorra, ¢
necessdrio, além de condi¢des favoraveis do meio bidtico e abidtico, que o homem contribua
para isto através de seu comportamento e do contexto sécio-econdmico em que estd inserido.
As deficiéncias no abastecimento de 4gua e no saneamento basico no Brasil contribuem para a
facilitacdo da ocorréncia desta parasitose no ambiente (RIBEIRO, 1998).

Schistosoma mansoni infecta os seres humanos e outras espécies de mamiferos, por
isso apresentam interesse em saude publica e médico-veterindria. Estes animais, em geral
roedores silvestres e, raramente, marsupiais, que entram em contato com colecdes de dgua
doce onde existe a presenca de moluscos que servem como hospedeiros intermedidrios estao
mais propicios a se infectar. Ao longo desse processo evolutivo, foram selecionadas
subpopulagdes devido ao desenvolvimento do helminto em diversas ordens de vertebrados e
espécies de moluscos (FRANDSEN, 1979; PITCHFORD, 1979). Estes moluscos do género
Biomphalaria, familia Planorbidae foram encontrados naturalmente infectados no Brasil. As
espécies mais importantes sdo: Biomphalaria glabrata Say, 1818 (distribuida por todo pais),
Biomphalaria straminea Dunker, 1848 (hospedeiro mais importante do Nordeste) e
Biomphalaria tenagophila D’Orbigny, 1835 (ocorre no Rio de Janeiro e Sdao Paulo) (WHO,
1993, REY, 2008). A distribui¢do dessas espécies de moluscos atinge a maioria dos estados
brasileiros (PARAENSE, 1986) (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicao das espécies de moluscos hospedeiros intermedidrios de Schistosoma
mansoni  nos  estados  brasileiros. B.  glabrata=Biomphalaria  glabrata; B.

tenagophila=Biomphalaria tenagophila, B. straminea=Biomphalaria straminea. Fonte:
PARAENSE, 1986.

2.4 Caracteristicas patologicas

Os helmintos normalmente determinam uma infec¢do assintomdtica ou
oligossintomdtica, a depender principalmente da carga parasitiria e de caracteristicas do
hospedeiro; o quadro inicial é geralmente discreto, com exantema (erupcdes cutdneas),
prurido (coceira) e outras manifestacdes alérgicas locais, devido a penetracdo das cercarias.
Com o tempo (cerca de oito dias apds a infecgao), os helmintos comecam a atingir o sistema
porta hepatico e amadurecem. Febre (aumento da temperatura corporal), eosinofilia (aumento
da taxa de eosindfilos no sangue), linfadenopatia (inflamagao dos linfonodos), esplenomegalia
(aumento do volume do bago) e urticdria (lesdo cutinea, causada por edema localizado)
podem se manifestar. O figado pode aumentar também de tamanho (hepatite difusa).
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Ulceragdes necrdticas hemorrdgicas da mucosa disseminam-se por todo o intestino. Com a
producdo continuada de ovos, lesdes nodulares (granulomas) levam a extensa fibrose do
figado e outros 6rgaos, como o bago. Casos graves exibem fibrose peri-portal, hipertensao
porta e hepatoesplenomegalia, com acentuado comprometimento do funcionamento dos
orgdos. Lesdes cardiopulmonares, renais e neuroldgicas também podem ocorrer devido a
embolizacdo de ovos para tais regides. O rompimento de varizes esofagianas pode causar o
6bito do paciente (REY, 2008).

2.5 O ciclo biolégico de Schistosoma mansoni

O trematédeo S. mansoni, possui um ciclo de vida composto de uma fase larval
desenvolvida num hospedeiro intermedidrio (molusco planorbideo) e uma fase adulta que se
desenvolve no hospedeiro definitivo, o homem (Figura 5) e, eventualmente, em outros
mamiferos como roedores silvestres.

Os helmintos desenvolvem sua fase adulta como parasito da luz dos vasos sanguineos
do homem e de outros mamiferos, onde se reproduzem sexuadamente, habitando
preferencialmente as vénulas do plexo hemorroidal superior e os ramos mais finos das veias
mesentéricas, onde pdem seus ovos. Os ovos do parasito, que sdo colocados pelas fémeas nos
vasos sanguineos da parede do intestino, atravessam a mucosa intestinal do hospedeiro
definitivo sendo eliminados juntamente com as fezes, e quando chegam em tempo util a uma
colecdo de dgua doce superficial os miracidios eclodem (embrides ciliados). Estes, por sua
vez nadam ativamente até o encontro e penetracdo em um molusco (Planorbideo). No
hospedeiro intermedidrio, passam por transformagdes morfolégicas e um processo de
multiplicacdo assexuada, onde ocorrem pelo menos trés estagios de vida, com a penetracdo do
miracido, formagdo de esporocistos primdrios e esporocistos secunddrios que culminam na
producdo das cercérias (formas infectantes). Estas sdo eliminadas na 4gua, deixando o
molusco, nadam até o encontro e penetracdo no hospedeiro definitivo por agdo litica e
mecanica. Ao penetrarem, através da pele, as cercdrias perdem a cauda dando origem aos
esquistossOmulos e atingem os vasos linfdticos ou venosos, alcancando o coracdo e fazendo
um ciclo pulmonar antes de voltar a circulacdo geral e chegar ao sistema porta, 0s
esquistossomulos se desenvolvem em helmintos adultos machos e fémeas, e copulam no canal
ginecéforo do helminto macho, onde acontece por razdes fisioldgicas, apds se acasalarem a
fémea libera os ovos na corrente sanguinea, que sdo carregados passivamente até ficarem
retidos e migrarem do sistema porta para as vénulas da mucosa, submucosa intestinal e o
plexo hemorroidal, onde a maioria permanece e vao desovar. Os ovos podem ser detectados
nas fezes 40 dias ap6s a infeccdo (REY, 2008).
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Figura 5. Ciclo biolégico de Schistosoma mansoni. A — Helmintos adultos acasalados no
hospedeiro definitivo, B — eliminacdo dos ovos nas fezes, C — eclosdo do miracidio que
penetra depois no molusco hospedeiro intermedidrio, D — no molusco ocorre o
desenvolvimento dos esporocistos primdrio e secunddrio, E — cercarias em busca do
hospedeiro definitivo. Fonte: REY, 2008.

2.6 Suscetibilidade experimental e natural de animais silvestres e sinantropicos ao
Schistosoma mansoni

Além do homem, ha varios outros animais vertebrados existentes nas areas endémicas,
contraindo também a infec¢do esquistossomética, que esta parasitando diversas espécies de
mamiferos, tendo em vista as altas taxas de prevaléncia e a constante polui¢do das dguas de
superficie. Os mamiferos silvestres, devido ao seu comportamento e hébitos alimentares,
podem ser reservatdrios potenciais de graves zoonoses (GOMES et al., 1992). A importancia
de reservatdrios ndo-humanos de zoonoses comegou a ser valorizada no século XVIII, quando
foi estabelecida a inter-relacdo entre a vida animal e o ambiente (SILVA; PERREIRA, 1967).
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Entretanto, € a partir da década de cinquenta que se tornaram mais frequentes as
identificacdes de espécies de animais hospedeiros parasitados, tanto na Africa como nas
Américas, alguns estudos demonstraram a eliminacdo de ovos vidveis nas fezes,
especialmente de roedores, confirmando que este helminto ndo ocorria exclusivamente na
espécie humana.

No Brasil, existe uma extensa lista de espécies de roedores e marsupiais em que se
constatou a infec¢do natural (Oxymycterus sp.; Bolomys sp.; Akodon sp.; Oryzomys sp.;
Calomys sp.; Proechimys sp.; Rattus rattus; Rattus norvegicus; Didelphis sp. e Lutreolina
crassicaudata), cujas taxas de infeccao apresentam larga variacao, estando na maior parte dos
casos abaixo dos 15% de infec¢do. Outros dois roedores, Nectomys sp. € Holochilus sp.,
destacam-se por apresentarem altos percentuais de infeccdo, acima de 30% (em 76% dos
casos registrados para Nectomys sp, € em 67% dos casos para Holochilus sp) (REY, 1993). Os
percentuais de infeccao registrados para o pred (Cavia apera) sdo também bastante elevados,
porém esta espécie apresenta a particularidade de ndo eliminar ovos vidveis nas fezes, ndo
apresentando, portanto, interesse epidemiolégico (BARRETO et al., 1964; DIAS et al., 1978).

Desde o inicio dos anos 50, foi demonstrado que a infec¢io esquistossomotica nio era
exclusiva da espécie humana, ja que o S. mansoni era também encontrado, em roedores
silvestres ou peri-domiciliares, que estivessem em maior ou menor sinantropia com a
populagdo humana (AMORIM, 1953; BARBOSA et al., 1953). Tais achados foram o ponto
de partida para a avaliacdo do papel destes pequenos mamiferos silvestres ou peri-
domiciliares, na ecologia da transmissao da esquistossomose (AMORIM et al., 1954). Os
levantamentos eco-epidemioldgicos apresentados nas décadas seguintes, demonstraram uma
ampla distribuicdo da parasitose nos roedores, entretanto, indicavam que esses animais,
tinham importancia secunddria na epidemiologia desta parasitose (MELLO, 1991).

Na Africa, Kuntz (1952) no Egito e Schwetz (1952; 1953; 1954) no Congo, realizando
estudos semelhantes quase que ao mesmo tempo, estavam descrevendo espécies de roedores
silvestres que poderiam ser hospedeiros naturais do S. mansoni. A partir destes primeiros
relatos, simultaneos, de infec¢do esquistossomética natural de roedores na Africa e no Brasil,
varios outros autores propuseram-se a avaliar a importancia da participacdo de animais
silvestres naturalmente infectados no ciclo da esquistossomose mansdnica na natureza
(AMORIM, 1953; 1962a; 1962b; AMORIM et al. 1954; BARBOSA et al., 1958; DIAS et al.,
1978; CARVALHO, 1982; BASTOS et al.,, 1982; 1984; RODRIGUES-SILVA, 1988;
RODRIGUES-SILVA et al.,1992; SOUZA et al.,, 1992, D'ANDREA et al. 1999; 2000;
GENTILE et al., 2006).

Alguns animais, como C. aperea (MARTINS et al., 1955; BARRETO et al., 1964;
SANTOS, 1972) e R. norvergicus (MARTINS et al., 1955; BARRETO, 1959), apesar de
terem sido encontrados parasitados com indices de infeccdo bastante elevados, ndo
apresentam importancia epidemioldgica, pois ndo sao capazes de eliminar ovos vidveis nas
fezes (BARRETO, 1959).

Barbosa et al. (1958) estudaram a infec¢do natural e experimental de alguns
mamiferos, roedores hospedeiros com infec¢do natural demonstraram que alguns, dentro das
diversas ordens dos dentados, também podem ser excelentes hospedeiros.

Pitchford e Visser (1960) encontraram duas espécies de mamiferos (Saccostomus
campestris e Steatomys pratensis) naturalmente infectados na Africa do Sul com Schistosoma
mansoni var. rodentorium. Ja em 1962 ambos relataram trés espécies de roedores infectados
com Schistosoma nao sendo capazes de manter o ciclo, sem que houvesse participacao
humana.

Piva e Barros (1966) encontraram no estado de Sergipe, animais domésticos e N.
squamipes naturalmente infectado por S. mansoni com prevaléncia de 26,1%.

Borda (1972) avaliou a suscetibilidade experimental de N. squamipes, Oryzomys
subflavus, Zygodontomys lasiurus € R. norvergicus, observando que o roedor N. squamipes €
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que constitui o melhor hospedeiro para o S. mansoni com possivel influéncia na
epidemiologia da transmissdo da esquistossomose.

No Egito, segundo Mansour (1973) o roedor do género Arvicanthis (Rato do Nilo) foi
encontrado naturalmente infectado com S. mansoni, eliminando ovos vidveis nas fezes,
participando como reservatdrio naquela regiao.

Antunes et al. (1973) e Carvalho et al. (1976) conseguiram completar em condi¢des
semi-naturais, o ciclo do S. mansoni em N. squamipes € Holochilus brasiliensis na auséncia
de contaminacdo com fezes humanas.

Em Guadalupe, Combes et al. (1975a; 1975b) sugeriram que os roedores sinantropicos
R. rattus e R. norvergicus, poderiam influenciar na dindmica de transmissdo da
esquistossomose, com possibilidade de contamina¢do humana.

O roedor H. brasiliensis em condigdes semi-naturais foi capaz de eliminar ovos
vidveis de S. mansoni, entretanto, nao foi capaz de completar o ciclo de transmissao quando o
hospedeiro intermedidrio era B. tenagophila, mas pode apresentar importante papel de
disseminador de ovos onde o hospedeiro intermedidario era B. glabrata, mesmo na auséncia de
humanos parasitados (KAWAZOE; PINTO, 1983).

Um estudo pioneiro feito em Guadalupe nos anos 80 foi o primeiro a demonstrar que
num foco silvestre apenas o roedor R. rattus, era responsdvel pela manuten¢do do ciclo da
esquistossomose; e que num foco semi-urbano, ambos, roedores e humanos, eram igualmente
responsdveis pela manutencdo do ciclo parasitirio (THERON, 1984; 1985 THERON;
PONTIER 1985; 1995).

Em 1985, em outra 4drea endémica no Suddo, Karoum e Amin avaliaram a infeccio
natural de bovinos, caprinos, e canideos, onde s6 dois animais (bovinos) apresentaram fémeas
adultas de S. mansoni com ovos.

Em condi¢des semi-naturais, N. squamipes mostrou ser capaz de completar o ciclo de
transmissao do S. mansoni e eliminar ovos vidveis com grande capacidade de infectividade
(PICOT, 1992).

Maldonado Jr et al. (1994) avaliou a resisténcia na infec¢do por S. mansoni em N.
squamipes através da re-infec¢do destes hospedeiros naturais, comparando o nimero total de
helmintos adultos recuperados destes com um grupo controle, concluindo que nao houve
reducdo na infectividade, confirmando o papel deste roedor como modelo experimental para
esta parasitose.

Lenzi et al. (1995) observaram que Calomys callosus eram menos suscetiveis ao S.
mansoni que ratos albinos expostos ao mesmo tempo de infeccao.

Existem diversos estudos experimentais utilizando-se roedores dos géneros Nectomys
e Holochilus que mostraram serem estes bons modelos alternativos para o estudo da infeccao
por S. mansoni, por apresentarem alta suscetibilidade a infeccdes e serem de féacil adaptagdo e
manuseio em condicdes de laboratério (D’ANDREA et al., 1996).

Ribeiro (1998) avaliou a suscetibilidade dos roedores N. squamipes e Nectomys rattus
Pelzen (1883) a infeccdo esquistossomoética experimental. Com base em aspectos
parasitolégicos, concluiu que estes roedores apresentam alta suscetibilidade ao S. mansoni. O
roedor silvestre N. squamipes apresentou elevadas taxas de infeccdo, com positividade de
80%. J& o roedor silvestre N. rattus foi capaz de completar o ciclo do parasito em condi¢des
experimentais, apresentando alta taxa de positividade de 71% (RIBEIRO et al., 1998).

Costa-Silva (2000), estudando N. squamipes observou que o roedor apresenta-se como
hospedeiro suscetivel a diferentes cepas, confirmando seu potencial como possivel
reservatorio natural em algumas dreas endémicas. Podendo ser utilizado como modelo
experimental no estudo morfolégico com objetivo de caracterizar cepas de S. mansoni.

Martinez et al. (2008) compararam caracteristicas bioldgicas de quatro cepas de S.
mansoni utilizando o roedor N. squamipes como modelo experimental. Uma vez que nao
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foram observadas diferencas entre as cepas nos parametros bioldgicos da infec¢do no rato,
concluiu-se que o N. squamipes € suscetivel a infec¢do por vérias cepas de S. mansoni.

2.7 Animais vertebrados: silvestres, domésticos de companhia, domésticos de producio,
sinantroépicos encontrados naturalmente infectados por Schistosoma spp

Um fator complicador na cadeia epidemiolégica da esquistossomose para oS
programas de controle € a presenca de populacdes de animais silvestres, domésticos de
companhia, domésticos de producdo e sinantropicos naturalmente infectados em muitas areas
endémicas (NELSON, 1960; BARBOSA, 1962; KAROUM; AMIN, 1985; PICOT, 1992;
REY, 1993; ALARCON DE NOYA et al., 1997; MORAND et al., 1999; DUPLANTIER;
SENE, 2000; MODENA et al., 2008). Schistosoma mansoni infecta os seres humanos e outras
espécies de mamiferos, em geral roedores silvestres e, raramente, marsupiais, que entram em
contato com colec¢des de dgua doce onde existem moluscos que servem como hospedeiros
intermedidrios. Estes moluscos do género Biomphalaria, familia Planorbidae foram
encontrados naturalmente infectados no Brasil.

Os esquistossomas de vertebrados constituem um grupo de trematddeos digenéticos
que parasitam diversos taxas de mamiferos. Sua distribuicio geogrifica estende-se até a Asia,
América do Sul e algumas ilhas do Caribe. E na Africa, porém, onde os esquistossomas
manifestam sua maior diversidade, compondo diferentes situacdes epidemioldgicas. O grau
de especificidade em relacdo ao hospedeiro € geralmente fraco, podendo ser relacionado, de
maneira geral, a roedores (Schistosoma rodhaini, S. mansoni var. rodentorum) (SCHWETZ,
1952); a ungulados (Schistosoma curassoni, Schistosoma bovis e Schistosoma leipiri) e
outros como S. mansoni, Schistosoma hematobium, Schistosoma intercalatum, Schistosoma
Jjaponicum e Schistosoma mekongi, considerados como esquistossomas do homem (REY,
2008). Porém, dependendo das condi¢des epidemioldgicas e epizodticas, os esquistossomas
podem infectar outros mamiferos além de seus hospedeiros naturais.

Em 1914 (TAKEGAWI) encontrou suinos, canideos e bubalinos naturalmente
infectados pelo S. japonicum, afirmando a importincia dos hospedeiros ndo-humanos na
participacdo desta parasitose. J4 Cameron (1928), encontrou hospedeiro nao-humanos com S.
mansoni, no qual constatou um mamifero silvestre naturalmente infectado, o Cercopithecus
sabaus, um macaco africano introduzido na ilha de Santa Kitts, nas Antilhas, numa area
endémica da esquistossomose humana. Este autor, baseando-se em dados experimentais,
sugeriu a participacdo de roedores na transmissdo, prevendo complicagdes nas medidas de
controle da esquistossomose.

Animais vertebrados naturalmente infectados das ordens Primata, Carnivora,
Marsupialia, Artiodactyla e Rodentia ja foram encontrados no Brasil (AMORIM, 1953, 1954,
1962a, b; BARBOSA, 1962; PIVA; BARROS, 1966; COELHO et al., 1982; RODRIGUES-
SILVA et al., 1992; D’ANDREA et al., 1999, 2000, 2002; GENTILE et al., 2000, 2006).

Na Africa do Sul duas espécies de mamiferos (S. campestris e S. pratensis) foram
encontradas naturalmente infectadas com S. mansoni var. rodentorium (PITCHFORD;
VISSER, 1960). Ambos em 1962 relataram que trés espécies de roedores infectados com
Schistosoma ndo seriam capazes de manter o ciclo, sem que houvesse a participacdo humana.

Piva e Barros (1966) no nordeste brasileiro encontraram infeccdo natural em animais
silvestres e domésticos pelo S. mansoni.

Em 1972, Borda testou a suscetibilidade experimental de N. squamipes, O. subflavus,
Z. lasiurus e R. norvergicus, apurando que o roedor N. squamipes é o melhor hospedeiro
silvestre para o S. mansoni com possivel influéncia na epidemiologia da transmissdo da
esquistossomose.
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Na Africa, segundo Mansur (1973) o roedor do género Arvicanthis (Rato do Nilo)
capturado naturalmente infectado com S. mansoni, eliminando ovos vidveis nas fezes,
participando ativamente como reservatorio silvestre naquela regiao.

Antunes et al. (1973), mesmo na auséncia de contaminacdo com fezes humanas,
conseguiram completar em condicdes semi-naturais, o ciclo do S. mansoni em N. squamipes e
H. brasiliensis.

Combes et al. (1975a, 1975b) em Guadalupe sugeriram que os roedores sinantropicos
R. rattus e R. norvergicus, poderiam interferir participando na dindmica de transmissdao da
esquistossomose, com possibilidade de contamina¢do humana.

Neste estudo foi mostrada a capacidade potencial de Holochilus sp. como reservatorio
de S. mansoni, ndo apenas por hospedar parasitas adultos, mas também por eliminar ovos
maduros em suas fezes (Dias et al. 1978). Carvalho et al. (1976) conseguiram fechar o ciclo
do S. mansoni sem direta participacdo humana em condi¢des semi-naturais, utilizando
individuos de H. brasiliensis e Biomphalaria glabrata infectadas com uma cepa humana.

Coelho et al. (1982) enfatizaram que espécies bovinas poderiam participar
permanentemente da transmissdo do S. mansoni em uma das dreas de estudo em Minas
Gerais, Brasil, eliminando ovos viaveis nas fezes.

Um estudo epidemioldgico do S. japonicum em canideos e suinos de dois municipios
de Leyte, Filipinas, mostrou que cdes tém um papel importante em manter a transmissao do
parasito, devido a um potencial alto e estreito pelo contato habitual desses animais com
humanos (FERNANDEZ et al., 1982).

Animais domésticos e silvestres foram examinados para infec¢do natural com S.
mansoni em Geriza do Norte, Sudao, ndo desempenharam papel importante na transmissao do
S. mansoni nesta area (KAROUM; AMIN, 1985).

Yang et al. (2000), que investigou o papel dos roedores na transmissdo da
esquistossomose em dreas endémicas, na provincia de Yunnan, encontraram roedores,
humanos, bovinos, equinos e suinos infectados com S. japonicum.

Em 2005 Wang et al., realizaram um estudo transversal para determinar a prevaléncia
e intensidade de S. japonicum em humanos, bovinos, bubalinos, equinos, suinos, caprinos,
canideos e felinos em duas aldeias na provincia de Anhui, na China.

Wang et al. (2006) em cinco aldeias em torno do rio Yangtzeina provincia de Anhui,
China, caracterizaram o gendtipo de miracidios coletados de humanos, bufalinos, bovinos,
caprinos, suinos, canideos e felinos, que apresentaram a primeira evidéncia de hospedeiros
definitivos baseado na varia¢do genética em S. japonicum.

Gentile et al. (2006) estudaram a dindmica populacional do roedor N. squamipes em
Sumidouro, RJ (Figura 6) observaram que os indices de infeccdo esquistossomotica das
populacdes do rato d’dgua e suas variacdoes ao longo do tempo, e também foi feita uma
comparacao dos métodos de diagndstico de S. mansoni coprolégico e sorolégico. A infeccao
esquistossomética ndo afetou a dindmica da populacdo do N. squamipes e, portanto, parece
nao exercer papel regulador da abundancia deste roedor (COSTA-NETO, 2006).

Riley et al. (2008) caracterizaram a dindmica de transmissdo do S. japonicum em um
extenso estudo de campo em cinquenta aldeias na provincia de Samar, nas Filipinas, onde
hospedeiros humanos e ndo-humanos (canideos, felinos, suinos, bubalinos e roedores).

Modena et al. (2008) levantaram a possibilidade de que, em &reas rurais, os animais
domésticos e principalmente o gado, poderiam se tornar importantes reservatorios do S.
mansoni ¢ contribuir para a dissemina¢do da doenga, entretanto, ha necessidade de mais
estudos que permitam compreender melhor o papel destes animais na cadeia epidemioldgica
do parasito.
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Figura 6. Localizacdo do municipio de Sumidouro no mapa do estado do Rio de Janeiro.
Fonte: IBGE, 2010.

2.8 O roedor Nectomys squamipes

Nectomys squamipes é uma espécie de roedor pertencente a ordem Rodentia,
subfamilia Sigmodontinae. Esta espécie de roedor mede, quando adulta, cerca de 25 cm de
comprimento (cabeca e corpo), e pesa entre 140 e 400g (D’ANDREA et al., 2000). E um
roedor de atividade noturna de hdbitos crepusculares e semi-aquaticos, € solitdrio, vive
proximo a rios, riachos, corpos d’dgua, reservatérios de dgua ou dreas brejosas, margens
umidas e encharcadas (EMMONS; FEERS, 1997), onde constroem seus ninhos em troncos de
arvores e vegetacoes proximas da 4gua (ERNEST; MARES, 1986; D’ANDREA;
LAGAMBA, 1987). Como adaptacdo ao nado, possui membranas interdigitais desenvolvidas
nas patas traseiras, além de uma espécie de “quilha” na porcdo ventral da cauda, formadas por
pelos (ERNEST, 1986). Esta espécie € onivora, alimentando-se de frutos, sementes,
artropodes, fungos, caramujos, larvas, insetos e pequenos vertebrados (ERNEST; MARES,
1986). Devido a seus habitos, torna-se altamente exposta a infeccao.

Alguns estudos sobre a ecologia de populacdes desta espécie (CRESPO, 1982;
ERNEST; MARES, 1986; BERGALLO; 1994; MARES; ERNEST, 1995; VERA Y CONDE,
1995; BERGALLO; MAGNUSSON, 1999; D’ANDREA et al., 1999; GENTILE et al., 2000)
ja foram feitos, e pequenas variagdes interpopulacionais foram observadas na dinamica de
populacido.

2.9 Distribuiciao geografica dos roedores silvestres Nectomys rattus € Nectomys squamipes
no Brasil

Nectomys squamipes (Figuras 7 e 8) estd presente na Mata Atlantica, nas bacias dos
Rios Sao Francisco e Parand, e nas pequenas bacias independentes do Leste do Brasil, ao Sul
de Sdo Lourenco da Mata (PE), o que abrange os estados do Sul, Sudeste e parte do Nordeste
(da Bahia até Pernambuco), enquanto Nectomys rattus ocupa a bacia Parani-Paraguai, a bacia
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Amazodnica, e pequenas bacias da Costa Leste do Brasil, acima de Sdo Lourenco da Mata (PE)
até o Rio Amazonas (BONVICINO, 1994; BONVICINO et al., 2008), abrangendo os estados
do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goids, Para e os estados do Nordeste desde do
Maranhio, Cear4, Rio Grande do Norte, Paraiba e parte de Pernambuco (Figura 9). E possivel
observar que a distribui¢do geogréfica do género Nectomys no Brasil € muito mais ampla que
a distribuicao da esquistossomose mansdnica, porém, muitas localidades sdo coincidentes. No
entanto, os estudos realizados até hoje sobre estes roedores em relagdo a esta endemia, citam
apenas N. squamipes, com excecdo de BASTOS et al. (1982 e 1984), que mencionam
Nectomys squamipes amazonicus (atualmente classificado como N. rattus), infectado
naturalmente, porém, sem nenhuma avaliacdo mais detalhada. Segundo Duplatier (1991), é
importante conhecer o “status” especifico do roedor silvestre hospedeiro natural, visto que
duas espécies congenéricas podem ser totalmente diferentes para transmissdo da
esquistossomose.

Figura 7. Espécimes de Nectomys squamipes, hospedeiro natural de Schistosoma mansoni.
Fonte: Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios
(LABPMR), I0C, FIOCRUZ, R1J.

19



Figura 8. Espécime de Nectomys squamipes dentro de uma armadilha do tipo Tomahawk®.
Fonte: LABPMR, 10C, FIOCRUZ, RJ.

Figura 9: Distribuicdo geografica dos roedores silvestres Nectomys rattus € Nectomys
squamipes no Brasil. Fonte: BONVICINO et al., 2008.
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2.10 Nectomys squamipes como hospedeiro de Schistosoma mansoni

Este ciclo equivale-se ao ciclo que tem como hospedeiro definitivo o homem (REY,
2008), pois ocorrem os mesmos processos desde a infeccdo no hospedeiro intermedidrio
molusco (Planorbideo) e hospedeiro definitivo, agora com o roedor silvestre N. squamipes
eliminando ovos nas fezes (Figura 10).

Além do homem, a infec¢@o esquistossomotica, atinge varios hospedeiros vertebrados.
A existéncia de hospedeiros nao-humanos de S. mansoni tem grande interesse
epidemioldgico, pois estes podem participar da transmissdo deste parasito e contribuir para a
manutencao da doenca (D’ANDREA et al., 2000).

Segundo Barbosa et al. (1953), alguns roedores que vivem em zonas de peri-domicilio,
tém habitos semi-aqudticos, sdo hospedeiros permissivos e eliminam ovos vidveis nas fezes.

Figura 10. Ciclo biolégico de Schistosoma mansoni considerando-se a participacdo do rato
d’agua, Nectomys squamipes como hospedeiro definitivo de S. mansoni. A — Helmintos
adultos acasalados no hospedeiro definitivo, B — Rato d*dgua eliminando ovos nas fezes, C —
eclosdo do miracidio que penetra depois no molusco hospedeiro intermedidrio, D — no
molusco ocorre o desenvolvimento dos esporocistos primdrio e secunddrio, E — cercédrias em
busca do hospedeiro definitivo. Fonte: LABPMR, IOC, FIOCRUZ, RJ.
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Os primeiros registros de roedores silvestres naturalmente infectados datam da década
de 50. No Brasil em 1953, Amorim fez a primeira descricdo de infec¢do natural por S.
mansoni em roedores silvestres, encontrando o roedor N. squamipes (rato lava-pés)
naturalmente infectado, ressaltando a importancia de animais de hdbitos aqudticos na
manutencao do ciclo desta parasitose. Desde entdo, vérios autores colocaram-se para avaliar
qual a importancia dos animais silvestres no ciclo da esquistossomose mansonica na natureza.

Martins et al. (1955) avaliaram a infec¢do esquistossomética em Belo Horizonte e
Jubuticatuba (MG), encontraram o roedor silvestre N. squamipes naturalmente infectado com
57,5% de prevaléncia.

Piva e Barros (1966) encontraram no estado de Sergipe, N. squamipes naturalmente
infectado por S. mansoni com prevaléncia de 26,1%.

Rodrigues e Ferreira (1969) capturaram roedores N. squamipes naturalmente
infectados no estado de Sao Paulo, onde encontravam focos endémicos da parasitose em
humanos.

Em 1982, Carvalho, estudou a importancia epidemioldgica do roedor silvestre N.
squamipes no Municipio de Sumidouro, RJ, avaliando sua suscetibilidade ao S. mansoni, o
estudo revelou que a taxa de infec¢do dos roedores permanecia alta (48%), mesmo apds o
tratamento da populacao humana.

Basto et al. (1984) capturaram no estado do Maranhdo roedores N. squamipes
naturalmente infectados, relatando um percentual de 70,6% de animais parasitados.

Silva e Andrade (1989) observaram que na zona rural do municipio baiano de
Planalto, N. squamipes tinha um papel importante na manutencao da esquistossomose, pois a
prevaléncia de humanos infectados foi de 3,26% enquanto que do roedor foi de 47%.

Em 1992, Picot confirmou que o roedor N. squamipes participava da manutenciao do
ciclo da parasitose em determinadas dreas, onde a prevaléncia de infeccdo esquistossomética
nos roedores foi maior que de casos em humanos.

Rodrigues-Silva et al. (1992) relataram o encontro de N. squamipes infectados pelo S.
mansoni em Sumidouro, RJ, com uma taxa de infeccao de 56,5%.

Rey em 1993 sugeriu que N. squamipes era um dos hospedeiros silvestres de S.
mansoni mais importante no Brasil.

D’ Andrea et al. (2000), acompanhando a prevaléncia de infeccdo de roedores no Vale
do Pamparrao, Sumidouro, RJ, constatou o roedor N. squamipes como hospedeiro natural de
S. mansoni.

Devido a seu hébito semi-aquatico, N. squamipes € um reservatério natural de S.
mansoni (ERNEST; MARES, 1986), possuindo altas taxas de prevaléncia em algumas areas
endémicas (REY, 1993; D’ANDREA et al., 1996). Apresenta vasta distribuicdo geografica
(BONVICINO, 1994; BONVICINO et al., 2008) coincidente com a distribuicdo espacial da
esquistossomose mansonica no territorio brasileiro, tem capacidade comprovada para manter
o ciclo desta parasitose em condicOes naturais € semi-naturais (ANTUNES et al., 1971; 1973;
CARVALHO, 1974; CARVALHO et al., 1975; 1976), e de manter populagcdes permanentes e
de tamanhos considerdveis (GENTILE et al., 2000; BONECKER et al., 2009), é capaz de
eliminar vérios ovos (BORDA, 1972; RODRIGUES-SILVA et al., 1992; MALDONADO JR.
et al., 1994; RIBEIRO et al., 1998) vidveis por longos periodos (RODRIGUES-SIIVA et al.,
1992; REY, 1993). Em certas regides endémicas a prevaléncia da infec¢do esquistossomética
¢ maior em N. squamipes que em humanos (SILVA; ANDRADE, 1989; REY, 1993), ndo
apresentam hipertensdo porta, comprovando assim haver grande compatibilidade com o
parasito (RODRIGUES-SILVA, 1988; SILVA; ANDRADE, 1989) se reinfecta com
facilidade (MALDONADO JR. et al., 1994), consegue ser altamente suscetivel (RODRIGUES-
SILVA, 1988; SOUZA et al., 1992; MALDONADO JR. et al., 1994; RIBEIRO et al., 1998) e a diferentes
cepas do parasito (MARTINEZ, 1998; COSTA-SILVA, 2000), apresenta um tipo de
imunidade concomitante, 0 que garante um mecanismo eficiente de regulagem da carga
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parasitaria (MALDONADO JR. et al., 1994), essa imunidade assegura a eliminacdo de ovos
vidveis durante toda a vida do animal (COSTA-SILVA, 2000), mesmo quando infectado com
um baixo ndmero de cercdrias apresenta uma boa taxa de recuperacdo de helmintos, que
também sugere uma boa compatibilidade N. squamipes-S. mansoni (SOUZA et al., 1992;
RIBEIRO et al., 1998), o roedor consegue tolerar a presenca humana, frequentemente
habitando o peri-domicilio (D’ANDREA et al., 1999; D’ANDREA et al., 2000), apresenta
alta suscetibilidade a infec¢do por S. mansoni (SOUZA et al., 1992; MALDONADO JR. et
al.,, 1994; D’ANDREA et al., 2000), tornando ainda maior seu potencial de transmissdo e
infeccdo da esquistossomose. Apresenta uma relagio equilibrada com o parasito, uma vez que
infecgdes ao longo da vida ndo comprometem a sua vida (RODRIGUES-SILVA et al., 1992)
ou sua capacidade reprodutiva ou nas distancias percorridas (D’ANDREA et al., 2000), a
longevidade da infeccao e eliminacdo de ovos do parasito vidveis, férteis e infectantes para os
moluscos, reafirma a importancia do roedor como mantenedor do ciclo parasitirio sendo um
hospedeiro compativel ou permissivo (RODRIGUES-SILVA, 1988; RODRIGUES-SILVA et
al., 1992; MACHADO-SILVA et al., 1997). Essas caracteristicas fazem deste roedor um
excelente reservatdrio silvestre do S. mansoni.

2.11 Historico da ocorréncia da esquistossomose mansonica no Municipio de Sumidouro,
RJ

O primeiro relato da esquistossomose no Municipio de Sumidouro constituim-se de
investigacdes realizadas em 1959, mas sua autoctonia s6 foi ratificada em 1962, por
intermédio do primeiro levantamento malacoldgico executado. Na oportunidade, os focos,
tendo em si moluscos B. glabrata infectados, encontravam-se em corregos das localidades do
Pamparrdo, Porteira Verde e Boa Ventura (CAMARGO, 1965). Na década de 80, a
Superintendéncia de Campanhas de Sadde Publica (SUCAM) e o Instituto Nacional de
Endemias Rurais (INERu) executaram no municipio, seguidas campanhas fundamentadas no
controle de molusco e tratamento quimioterdpico de individuos positivos que originalmente,
compreendiam propostas de educacdo e saneamento bdsico. A partir de entdo, a SUCAM
(posteriormente Fundacdo Nacional de Sadde (FNS), deu prosseguimento as acdes de
controle, baseando-se em investigacdes parasitolégicas anuais e quimioterapia, contando com
o apoio da Fundagdao Oswaldo Cruz em algumas areas.

O primeiro trabalho de longo prazo relativo a epidemiologia da esquistossomose no
Municipio teve comeco em 1977 (CARVALHO, 1982) e foi executado na comunidade rural
da regiao da Porteira Verde. Neste estudo, o autor sugeriu a potencialidade do roedor silvestre
N. squamipes como reservatorio natural da doenca local, uma vez que suas taxas de infec¢do
pelo S. mansoni se mantiveram constantes, mesmo apds a¢ao de interven¢do quimioterdpica
na populacdo humana. As prevaléncias deparadas para populacdo humana variavam entre
11,2% até 17,4% antes do tratamento, a prevaléncia mais alta encontrada na populagdo
humana foi de 6,9% e nos roedores silvestres naturalmente infectados foi de 48,2%.

Grande parte das informagdes sobre epidemiologia e controle da esquistossomose em
Sumidouro, RJ, no periodo que vai de 1982 ate 1989 foram perdidas devido ao desabamento
do prédio da Secretaria Municipal de Saide. Em fun¢ao disso, o maior volume de dados que
se tém disponiveis atualmente foi coletado a partir de 1989, por duas equipes da Fundagdo
Oswaldo Cruz do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), uma do antigo Laboratério de Biologia e
Controle da Esquistossomose (LBCE) do antigo Departamento de Medicina Tropical, agora
Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios (LABPMR) e
outra equipe do Laboratério de Avaliagcdo e Promog¢do da Saide Ambiental (LAPSA) do
antigo Departamento de Biologia, orientadas pelo Dr. Luis Rey. Estes dois grupos passaram a
realizar estudos epidemiolégicos no municipio de Sumidouro, concentrando o trabalho,
inicialmente, na localidade rural do Pamparrdo a partir de 1991, expandindo o trabalho para
mais trés localidades vizinhas (Porteira Verde, Santa Cecilia e Pedreira). Empregando
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abordagens epidemioldgicas e ecoldgicas, estes grupos investigaram o papel do roedor N.
squamipes na transmissao local da esquistossomose mansonica (D’ ANDREA et al., 2000).

Considerando esta problemadtica de grande interesse epidemioldgico e a necessidade de
desenvolver estudos de longo prazo para compreender a participagdo do N. squamipes, na
transmissao local da esquistossomose, foi desenvolvido neste municipio, desde 1991 até 2006,
um projeto multidisciplinar envolvendo um estudo empirico eco-epidemiolégico de longo
prazo. Este projeto envolveu aspectos ecoldgicos do roedor, aspectos parasitoldgicos,
levantamento dos focos do hospedeiro intermedidrio B. glabrata e estudo populacional,
monitoramento seguido de tratamento das infec¢des na populagdo humana local e atividades
de educacdo em saude. Este estudo empirico é o unico realizado no Brasil sobre a
esquistossomose com estas caracteristicas e foi dividido em quatro etapas e um experimento
de campo.

A primeira fase do projeto constituiu-se de um monitoramento de cinco anos, que
compreendeu viagens bimestrais a drea de estudo de 1990 a 1996. Este estudo foi realizado na
localidade do Pamparrao, sendo esta uma area de baixa endemicidade. Nesta etapa foram
realizados diagndsticos coproldgicos e soroldgicos na populagdo humana e na de roedores,
tratamento quimioterdpico nos casos humanos, levantamento da distribuicao e abundancia dos
moluscos hospedeiros intermedidrios, € um monitoramento da populacdo do N. squamipes
através de captura-marcacdo-recaptura dos animais. Com este delineamento, obtivemos
resultados que nos permitiram mapear os focos de transmissdo (GIOVANELLI et al., 2001),
identificar comportamentos e grupos de risco de infeccdo na populagdo humana
(GONCALVES, 1999), compreender o padrao da dinamica da populagcdao do rato d dgua
(D"ANDREA et al., 1999, GENTILE et al., 2000, D’ANDREA et al., 2007) e do uso do
habitat (GENTILE; FERNANDEZ, 1999), compreender aspectos da relagdo do parasitismo
entre S. mansoni e N. squamipes (D’ANDREA et al., 2000) e adequar procedimentos e
técnicas as particularidades locais.

Numa segunda fase de 1997 a 1999, foi feito um trabalho na localidade da Porteira
Verde e Pamparrdo, de captura e necrépsia dos roedores silvestres para estudar aspectos
parasitolégicos da interagdo S. mansoni—N. squamipes. Neste estudo, os animais coletados
foram examinados para busca de S. mansoni e outras espécies de helmintos. Foram
determinadas a abundancia e intensidade de infeccdo por S. mansoni na populagcdo de N.
squamipes, bem como o grau de agregacdo e interagao com outros helmintos.

A distribuicdo do S. mansoni na populacdo de N. squamipes mostrou-se altamente
agregada, sendo que 50% dos helmintos estavam concentrados em 4,2% dos hospedeiros,
caracterizando uma distribuicdo supra-dispersa. Considerando-se apenas os roedores
infectados, 11, 4% dos hospedeiros continham metade da populacio de parasitos
(D’ANDREA et al.,, 2000). A heterogeneidade espacial e baixas taxas de infeccdo nos
moluscos explicam a distribui¢do agregada, o que restringe os focos de transmissao a apenas
algumas areas.

A prevaléncia média de S. mansoni no rato d’4dgua foi de 34,5%, a intensidade foi de
48,3 individuos e a abundancia de 16,7. Schistosoma mansoni foi considerada uma espécie
dominante e bem estabelecida na comunidade de helmintos, considerando-se a populacao de
N. squammipes. Nao foi observada interacdo antagOnica nem sinérgica entre S. mansoni € as
outras espécies de helmintos (MALDONADO Jr. et al., 2006).

Num momento posterior entre os anos de 2001 e 2006, foi estudada outra drea no
Municipio de Sumidouro, a localidade do Encanto, onde a esquistossomose apresentava-se
com média endemicidade, para se avaliar os efeitos do tratamento quimioterdpico da
populacdo humana nas taxas de infeccdo dos roedores. Nesta fase do estudo, também foi
estudada a dindmica populacional do roedor N. squamipes, os indices de infeccao
esquistossomética das populacdes do rato d’adgua e suas variagdes ao longo do tempo, os
indices de infeccdo esquistossomética em humanos e moluscos, e também foi feita uma
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comparacdo dos métodos de diagndstico de S. mansoni coprolégico e sorolégico (GENTILE
et al., 2006, BONECKER et al., 2008).

Paralelamente ao estudo no Encanto, foram feitos estudos transversais em outras
localidades do Municipio de Sumidouro, no mesmo periodo. Nas localidades de Pamparrdao
(baixa endemicidade) e Soledade (alta endemiciadade) os animais foram capturados e
necropsiados em coletas nao regulares. Na localidade de Bairro da Volta (sem casos humanos
de esquistossomose) foi feito um estudo de marcagdo e recaptura no mesmo periodo do estudo
no Encanto (média endemicidade). Nestas dreas, também foram feitos levantamentos da
populacdo de moluscos e exames de diagndstico de helmintos e tratamento na populagdo
humana (GENTILE et al., 2006). Foram comparados os métodos soroldgico, coprolégico de
diagnostico de S. mansoni e realizaram necrépsia para busca de helmintos adultos nos
roedores, e ainda foi desenvolvido o aprimoramento de técnicas diagndsticas mais apropriadas
para areas de baixa endemicidade.

Nesta etapa do estudo foram observados diferentes padrdes quanto a participagdo do
rato d’dgua na dindmica da transmissao do S. mansoni em cada localidade. No Bairro da
Volta os roedores foram capazes de manter a infeccdo de S. mansoni mesmo sem a presencga
de pessoas infectadas, durante o periodo de estudo. No pamparrdo, os baixos tamanhos
populacionais do roedor e a auséncia de roedores infectados ndo eliminaram a transmissao da
infec¢do, uma vez que a prevaléncia na populacdo humana foi de 13,4%. Na localidade de
Soledade, que era uma drea de alta endemicidade (40% da populagdo humana estava
infectada), foram observados roedores infectados longe de habitagdes humanas e os ciclos de
transmissao dos humanos e do roedor pareceram nao afetar um ao outro (GENTILE et al.,
2006).

Em relacio a comparacdo dos métodos diagnésticos, a similaridade no perfil de
reatividade soroldgica entre individuos diagnosticados negativos na coprologia/necropsia e os
positivos, mostrou que a sorologia detecta infec¢io recente, incluindo os falso-negativos da
coprologia, uma vez que os anticorpos podem ser encontrados ap6s cinco dias da infec¢cdo em
experimentos de laboratério com N. squamipes (PERALTA et al., 2009). Os baixos titulos de
anticorpos observados na maioria das amostras corroboraram esta hipétese.

D’Andrea et al. (2002) realizaram dois experimentos de campo na localidade do
Pamparrdo com os seguintes objetivos: 1) determinar o padrao de horério de atividade do N.
squamipes e de uso do ambiente aquético; 2) comprovar a ocorréncia de transmissao tardia do
S. mansoni ao N. squamipes em condicdes naturais, utilizando-se animais sentinela. Estes
experimentos mostraram a ocorréncia de infeccao de N. squamipes por cercarias em
condi¢des naturais no hordrio crepuscular. A constatacdo de dois picos de emissdo de
cercdrias levantou a hipétese de haver um processo de adaptacdo do S. mansoni a diferentes
hospedeiros definitivos. O pico de emissdo diurno estaria mais relacionado a infec¢do
humana, uma vez que este € o hordrio de maior atividade das pessoas e de maior contato com
os corpos d’4dgua contaminados (SOARES, comunicagcdo pessoal); e o pico crepuscular,
poderia estar relacionado a infec¢do nos roedores, pois estes tém horario de atividade
crepuscular/noturno (D’ ANDREA et al., 2002).

2.11.1 A participacao do roedor Nectomys squamipes na dinimica da transmissao

da esquistossomose mansonica no Municipio de Sumidouro, R]J

O roedor silvestre N. squamipes desempenha papel importante na epidemiologia, no
ciclo natural desta parasitose (nas comunidades rurais do Municipio de Sumidouro), e atua
como principal roedor na cadeia de transmissdo da esquistossomose mansonica. Carvalho
(1982) e Rodrigues-Silva (1988) realizaram estudos de abordagem integrada, acompanhando
a transmissdo tanto em humanos quanto em roedores e observaram a relacdo entre os ciclos
parasitarios em ambos hospedeiros definitivos.
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Individuos de N. squamipes infectados e nado-infectados foram observados e nao
demonstraram diferencas significativas na locomocdo e entre as distancias percorridas
(CARVALHO, 1982).

Segundo Rey (1993) a situacdo epidemioldgica da esquistossomose pode variar de um
lugar para outro, de acordo com as condicdes ecoldgicas e as espécies de hospedeiros
vertebrados ou invertebrados envolvidos. Para ilustrar essa afirmacdo, € possivel citar
Carvalho (1982), que encontrou roedores silvestres da espécie N. squamipes naturalmente
infectados no Municipio de Sumidouro, RJ, cujos niveis de infec¢do ndo se alteravam apesar
do tratamento quimioterdpico especifico ter sido aplicado na populacdo humana local,
reduzindo drasticamente sua importancia como fonte de ovos do S. mansoni. Este fato levou a
autora a sugerir que, naquele momento, o roedor silvestre N. squamipes seria capaz de manter
sozinho o ciclo de S. mansoni, o que ndo foi assinalado em outros locais do pafs.

D’Andrea et al. (2000) realizou um estudo de longa duragdo, acompanhando a
dinamica populacional do roedor e do parasito simultaneamente, demonstrando que os
parametros populacionais do roedor como reprodugdo e sobrevivéncia ndo sdo afetados pelo
parasitismo. Com isso, o roedor silvestre pode aumentar a transmissdo, € disseminar o
parasito para dreas aonde ainda ndo exista esta parasitose.

Foi encontrada correlagdo positiva significativa entre as prevaléncias estimadas
usando-se os dois métodos de diagndstico (coproldgico e soroldgico). O método coproldgico
subestimou as taxas de infeccdo por S. mansoni dos roedores em relacdo ao diagndstico feito
pelo método soroldgico em aproximadamente 35%, principalmente nos meses com baixas
prevaléncias, e ambos apresentaram as mesmas tendéncias ao longo do tempo. Desta forma, o
diagnéstico pelo método sorolégico mostrou-se mais adequado para a avaliagdo das taxas de
infecgdo por S. mansoni nos roedores N. squamipes (GENTILE et al., 2006).

A prevaléncia estimada para S. mansoni foi correlacionada negativamente com as
chuvas com quatro meses de defasagem. Os tamanhos das populacdes dos N. squamipes
foram correlacionados negativamente com as prevaléncias, indicando que as prevaléncias do
S. mansoni aumentavam quando o tamanho da populacdo de roedores estava mais baixo, o
que se dava no comeco da maioria das estacdes chuvosas. As incidéncias ndo estavam
correlacionadas com as prevaléncias, nem com o tamanho da populacdo dos roedores.
Conversdo soroldgica para infeccdo por S. mansoni foi observada em cinco individuos
monitorados ao longo do tempo. Nao houve diferenca quanto ao sexo dos animais infectados
e ndo infectados. A infec¢do esquistossomotica ndo afetou a dinamica da populagdo do N.
squamipes e, portanto, parece ndo exercer papel regulador da abundancia deste roedor
(GENTILE et al., 2006; COSTA-NETO, 2006).

2.12 Alteracoes histopatologicas em roedores infectados com Schistosoma mansoni

Em 1982 em Sumidouro, RJ, Carvalho estudando N. squamipes observou que a
maioria dos animais necropsiados ndo apresentavam uma patologia grave e as lesdes
decorrentes da infec¢do no roedor eram discretas, o que sugere uma boa compatibilidade
parasito-hospedeiro, e ndo observou diferenca entre os tempos de permanéncia e as distancias
percorridas por N. squamipes infectados e nao infectados.

Rodrigues-Silva (1988); Rodrigues-Silva et al. (1991; 1992); Silva; Andrade (1989),
Souza et al. (1992) e Martinez (1998) avaliando o papel de roedores como hospedeiros
naturais € modelos experimentais para a esquistossomose, observaram que tanto os animais
silvestres naturalmente e os animais experimentalmente infectados, apresentavam lesdes
teciduais em vdrios 6rgados, semelhantes as encontradas e descritas em camundongos. Com
base nestes achados, os autores concluiram que o roedor N. squamipes € um hospedeiro
natural do S. mansoni e que possivelmente participa da transmissdo da esquistossomose
mansOnica. Sugeriram que este roedor poderia ser um modelo experimental alternativo, para o
estudo da esquistossomose.
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Realizando um estudo em espécies de N. squamipes capturados com infeccao natural,
Silva; Andrade (1989) observaram lesdes teciduais brandas, e que apesar de o roedor N.
squamipes exibir uma imunopatologia de alta resisténcia, os parasitos parecem sofrer pouca
interferéncia sobre sua ovoposi¢do e sobre o nimero de ovos eliminados nas fezes.

Lenzi et al. (1995) realizaram um estudo experimental com os roedores silvestres C.
callosus, observaram que os granulomas hepéticos encontrados eram 27% menores do que os
encontrados em ratos albinos com o mesmo tempo de infecc¢ao.

Cheever et al. (1998) constataram a formacdo de granulomas hepaticos em
camundongos infectados por S. mansoni. Similarmente, Costa-Silva et al. (2002), em estudo
comparativo da infec¢do natural e experimental de S. mansoni em N. squamipes, verificaram a
presenca de lesdes hepdticas peri-ovulares em fases pré-granulomatosas em condig¢des
naturais, enquanto que os roedores experimentalmente infectados com 52 dias mostraram um
padrao limitado de granulomas e uma forte reagdo inflamatoria inicial ou peri-ovular. Apesar
do avanco do conhecimento na drea da patologia produzida pela infeccdo experimental
(LENZI et al., 1995) e natural (SOUZA et al., 1992), pouco € conhecido sobre as alteragdes
bioquimicas resultantes da infec¢ao esquistossomotica natural.

2.13 Alteracoes bioquimicas em roedores infectados com Schistosoma mansoni

Bueding (1950) através de estudos enzimdticos verificou que a sobrevivéncia e a
reproducdo dos esquistossomulos dependem diretamente da absor¢do e utilizacdo de
carboidratos do hospedeiro vertebrado pelos trematédeos como fonte de energia, utilizando
por hora uma quantidade de glicose equivalente a 1/5 do seu peso. Desta maneira, uma
diminuicdo plasmadtica de glicose € esperada, induzindo uma compensacgado fisiolégica por
parte do hospedeiro. A metabolizagdo da glicose € feita pelo parasito, predominantemente em
anaerobiose, pela via de Embden-Meyerhoff (MANSOUR; BUEDING, 1953; 1954;
BUEDING; MACKINNON, 1955).

Rodrigues et al. (1968) demonstraram que 0 mecanismo bioquimico em camundongos
expostos as cercdrias de S. mansoni diferia estatisticamente dos controles, em decorréncia do
estimulo da biossintese protéica e do aumento do consumo de oxigénio por mitocOndrias
isoladas.

Ahmed e Gad (1995) utilizaram camundongos experimentalmente infectados por S.
mansoni observaram um aumento notdvel da atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo de carboidratos, principalmente da piruvato quinase e fosfofrutoquinase,
iniciados a partir da quarta semana pods-infeccio. Como consequéncia direta, aceleraria a
formacgdo de piruvato a partir da glicose, repercutindo assim numa maior concentracao deste
substrato no plasma.

Estudos sobre a determinacdo de glicose plasmética evidenciaram alteragcdes
significativas do padrao glicémico dos animais esquistossomdticos. Wu et al. (2010)
verificaram acentuados desarranjos metabdlicos em hamster co-infectados por S. japonicum e
Necator americanus sob condi¢cdes experimentais. Neste estudo, os autores relataram
acentuados decréscimos nos conteidos de glicose, succinato, citrato e aminodcidos
plasmaéticos em animais co-infectados quando comparados ao grupo controle.

Na esquistossomose mansOnica, as alteracdes hepdticas sdo as manifestacdes mais
importantes em seus hospedeiros definitivos (AMARAL et al., 2002) e estdo relacionadas ao
estagio de fibrose (TAO et al., 2003). Estudos tem mostrado que os testes de funcado hepatica
se modificam apenas nas formas mais graves da doenga, com organomegalias e ascite ou
ainda, na associacdo com hepatite ou cirrose descompensada (FAHIM et al., 2000; EL-
SHAZLY et al., 2001).

As hepatopatias, em sua grande maioria, sdo causadas por agentes microbiolégicos
como os virus das hepatites, protozodarios da maléria e helmintos como S. mansoni. No Brasil,
alcoolismo, drogas de uso terapéutico, distirbios nutricionais: seguido de ma absorcdo
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caldrica-protéica, deficiéncia de vitaminas e minerais, também podem causar lesdo ou morte
celular. Nas andlises clinicas laboratoriais em humanos existem algumas enzimas de
referéncia na avaliacdo das hepatopatias: s@o as aminotransferases, aspartato aminotransferase
(AST E.C.2.6.1.1), alanina aminotransferase (ALT E.C.2.6.1.2), e a gama-glutamil transferase
(GGT E.C.2.3.2.2.). De um modo geral, as aminotransferases sdo encontradas com seus niveis
elevados no soro, quando encontramos um processo que afeta a integridade da célula hepatica,
a GGT apresentam-se sobre colestase ou indu¢ao enzimatica (ANDRIOLO; BORGES, 1989),
e a bilirrubina aumenta seus niveis séricos no soro, quando ocorre lesdes hepéticas (agudas ou
cronicas), obstru¢do do trato biliar, quando a velocidade de destrui¢do dos glébulos vermelhos
estd acelerada e nas reacdes toxicas a vdrias drogas (BLACK; BILLING, 1969). Elevacoes da
atividade da ALT sao raramente observadas em condi¢cdes que niao haja doenga hepética
parenquimatosa, tanto a ALT como a AST sdo hepato-especificas por serem encontradas
principalmente no citoplasma do hepatdcito. No entanto, 80% da AST sdo encontradas nas
mitocondrias, esta diferenga tem auxiliado no diagndstico e progndstico de doencas hepaticas
(BURTIS; ASHWOOQOD, 1998), pouco € conhecido sobre as alteracdes bioquimicas resultantes
da infecgdo esquistossomotica natural.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Nesta dissertacdo, devido a escassez de informagdes, pretendeu-se investigar
alteracdes histopatolégicas e bioquimicas no roedor silvestre N. squamipes, encontrado
naturalmente infectado com S. mansoni em uma area endémica no municipio de Sumidouro,
no estado do Rio de Janeiro, comparando-o com animais ndo infectados de campo e criados
em biotério.

3.2 Objetivos Especificos:

Avaliar os conteidos de glicose, bilirrubina (direta e total) e atividade das
aminotransferases (ALT e AST) em soro de N. squamipes capturados naturalmente infectados
por S. mansoni e ndo infectados de campo, no Municipio de Sumidouro, RJ.

Avaliar a alteracdo na concentracdo de glicogénio hepatico em N. squamipes
capturados naturalmente infectados por S. mansoni e ndo infectados de campo, no Municipio
de Sumidouro, RJ.

Avaliar as alteragdes histoldgicas do figado em N. squamipes capturados no campo, no
Municipio de Sumidouro, RJ, naturalmente infectados por S. mansoni e nao infectados de
campo.

Comparar os padrdes de resposta histopatolégica e bioquimica de N. squamipes
infectados naturalmente por S. mansoni, com nao infectados de campo e com animais nao
infectados mantidos em biotério.
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4. CAPITULO1

Caracterizacio das alteracoes histologicas hepaticas e do padrao glicidico
de Nectomys squamipes (Rodentia) encontrados naturalmente infectados por

Schistosoma mansoni (Trematoda).
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Caracterizagdo das alteracOes histolégicas hepdticas e do padrao glicidico de
Nectomys squamipes (Rodentia) encontrados naturalmente infectados por

Schistosoma mansoni (Trematoda).

RESUMO

O roedor silvestre Nectomys squamipes é considerado um dos principais mamiferos
potenciais reservatorios silvestres de Schistosoma mansoni no Brasil, sendo frequentemente
encontrados infectados na natureza em dreas endémicas da esquistossomose. Diversos estudos
de campo e em biotério ja foram realizados mostrando ser este roedor um bom modelo
alternativo para o estudo da infeccdo experimental por S. mansoni. Espécimes de N.
squamipes foram capturados no municipio de Sumidouro, RJ. Os roedores (N=16) foram
divididos em dois grupos: infectados naturalmente (N=8) por S. mansoni e nao infectados
(N=8) de campo, também foram utilizados (N=14) animais nascidos em biotério como
controle. Os roedores foram eutanasiados e o sangue coletado através de puncdo cardiaca,
para andlise das alteragdes plasmadticas de glicose (mg/dl) e fragmentos de figado foram
utilizados para determinar a concentracao de glicogénio hepatico (mg de glicose/g de tecido).
O exame histopatoldgico evidenciou no figado dos roedores infectados naturalmente por S.
mansoni lesdes em diferentes fases de desenvolvimento, localizadas predominantemente na
regido periportal, por vezes com oclusao total ou parcial do limen vascular. As lesdes na fase
inicial caracterizavam-se por infiltrado inflamatério ao redor dos ovos recém-depositados,
morfologicamente intactos, com clara visualizacdo da estrutura, incluindo o miracidio. Esse
estudo das populagdes de N. squamipes infectados naturalmente por S. mansoni, pela primeira
vez, evidenciou a ocorréncia de alteracdes nas reservas de glicogénio hepatico caracterizado
por um decréscimo de 82,74% na concentragdo de glicogénio nos animais infectados
naturalmente. Do mesmo modo, os animais nao infectados de campo apresentaram uma queda
de 81,68% na concentracdo deste polissacarideo em relagdo ao grupo controle de biotério.
Foram observadas alteracdes no contetido de glicose plasmadtica entre os grupos. Uma redugao
significativa no conteido de glicose sérica foi observada nos roedores infectados
naturalmente em relagdo a média do grupo controle de laboratério. Os roedores do grupo nao
infectado de campo apresentaram o mesmo perfil de variacdo dos infectados naturalmente,
com uma queda de 61,13% no contetido de glicose plasmdtica. Nao foram observadas
diferencgas significativas nos parametros estudados entre o grupo infectado naturalmente e ndo
infectado de campo. Tal fato pode estar relacionado ao processo de formacdo de uma
memoria imunolégica em N. squamipes adquirida durante infec¢des prévias ao longo de sua
vida, possibilitando responder de maneira mais rdpida e eficiente as sucessivas infeccdes por
S. mansoni. Como consequéncia, um processo de adaptacdo fisioldgica é estabelecido,
minimizando aqui os efeitos deletérios causados por S. mansoni em N. squamipes
naturalmente infectados.

Palavras chaves: Alteragdes bioquimicas, roedores, reservatorios silvestres, modelo alternativo.
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ABSTRACT

The water rat Nectomys squamipes is considered one of the main wild mammal
reservoirs of Schistosoma mansoni in Brazil, often being found infected in areas that are
endemic for schistosomiasis. Various field and laboratory studies have shown this rodent is a
good alternative model for studying experimental infection by S. mansoni. In the present
study, N. squamipes specimens were captured in the municipality of Sumidouro, Rio de
Janeiro state. The wild rodents (N=16) were divided into two groups: infected (N=8) and
uninfected (N=8) by S. mansoni. Animals bred in captivity (N=14) were used as control. The
rodents were euthanized and the blood was collected by cardiac puncture for analysis of
changes in the serum glucose level (mg/dl) and liver fragments were used to determine the
hepatic glycogen content (mg de glucose/g tissue). The histological examination showed
lesions in different phases of development in the liver tissue of the rodents naturally infected
with S. mansoni, located mainly in the periportal region, at times with total or partial
occlusion of the vascular lumen. The early lesions were characterized by the presence of
inflammatory infiltrate around the morphologically intact recently deposited eggs, with clear
visualization of the structure, including the miracidium. This study of N. squamipes
populations naturally infected by S. mansoni for the first time shows the occurrence of
changes in the hepatic glycogen reserves, with an 82.74% decrease in the glycogen content in
the naturally infected animals and an 81.68% decline in the uninfected wild specimens, in
both cases in relation to the laboratory control group. Changes in the serum glucose levels
were also noted between the wild and laboratory-bred groups. There was a significant
reduction in the average serum glucose level in the naturally infected group in relation to the
control group, while the animals in the uninfected wild group showed a decline of 61.13% in
the serum glucose concentration. There were no significant differences noted in the
parameters studied between the infected and uninfected wild specimens. This fact can be
related to the process of immunological memory formation in N. squamipes acquired during
previous infections over their lifetimes, allowing them to respond more quickly and
efficiently to successive infections by S. mansoni. This indicates a process of physiological
adaptation, minimizing the deleterious effects caused by S. mansoni in naturally infected N.
squamipes rats.

Keywords: Biochemical alterations, rodents, wild reservoirs, alternative model.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma parasitose cronica em expansao que atinge hoje 200 milhdes
de pessoas em todo mundo (WHO, 2010). No Brasil, a esquistossomose infecta cerca de seis
milhdes de pessoas (SVS, 2011). Schistosoma mansoni tem sido encontrado em muitas dreas
endémicas do Brasil parasitando naturalmente animais silvestres (AMORIM, 1953;
MALDONADO Jr et al., 2006), animais domésticos de companhia (cdo) (KAROUM; AMIN,
1985), animais de producdo (bovinos) (BARBOSA, 1962; MODENA et al., 2008) e
sinantrépicos (THERON, 1985; THERON; POINTIER, 1995), além do homem (REY, 1993),
0 que caracteriza sua importancia em saide publica e médico-veterindria.

Os roedores do género Nectomys sdao amplamente distribuidos na América do Sul
(BONVICINO et al., 2008). Nectomys squamipes € sem divida o principal hospedeiro
definitivo ndo-humano de S. mansoni no Brasil por apresentar hdbitos semi-aquéticos, vasta
distribuicao geografica (BONVICINO et al., 2008), e por eliminar ovos maduros, vidveis e
infectantes em suas fezes (MALDONADO Jr. et al., 1994; RODRIGUES-SILVA et al., 1992;
REY, 1993). Consequentemente, a ocorréncia de roedores semi-aquaticos em dreas endémicas
apresenta-se como um fator complicador no controle desta zoonose (SOUZA et al., 1992;
D’ANDREA et al., 2000; COSTA-NETO, 2006; GENTILE et al., 2006).

Cheever et al. (1998) constataram a formacdo de granulomas hepaticos em
camundongos infectados por S. mansoni. Similarmente, Costa-Silva et al. (2002), em estudo
comparativo da infec¢do natural e experimental de S. mansoni em N. squamipes, verificaram a
presenca de lesdes hepdticas peri-ovulares em fases pré-granulomatosas em condig¢des
naturais, enquanto que os roedores experimentalmente infectados com 52 dias mostraram um
padrdo limitado de granulomas e uma forte reacdo inflamatéria inicial ou peri-ovular. Apesar
do avanco do conhecimento na drea da patologia produzida pela infeccdo experimental
(SOUZA et al., 1992) e natural RODRIGUES-SILVA et al., 1992, pouco € conhecido sobre
as alteragdes bioquimicas resultantes da infec¢ao esquistossomotica natural.

Bueding (1950) através de estudos enzimdticos verificou que a sobrevivéncia e a
reproducdao dos esquistossomulos dependem diretamente da absor¢do e utilizacdo de
carboidratos do hospedeiro vertebrado pelos trematdédeos como fonte de energia, utilizando
por hora uma quantidade de glicose equivalente a 1/5 do seu peso. Desta maneira, uma
diminui¢cdo plasmatica de glicose € esperada, induzindo uma compensacgdo fisiolégica por
parte do hospedeiro. A metabolizacdo da glicose € feita pelo parasito, predominantemente em
anaerobiose, pela via de Embden-Meyerhoff (MANSOUR; BUEDING, 1953, 1954;
BUEDING; MACKINNON, 1955). Rodrigues et al. (1968) demonstraram que o mecanismo
bioquimico em camundongos expostos as cercdrias de S. mansoni diferia estatisticamente dos
controles, em decorréncia do estimulo da biossintese protéica e do aumento do consumo de
oxigénio por mitocondrias isoladas.

Ahmed e Gad (1995) utilizaram camundongos experimentalmente infectados por S.
mansoni observaram um aumento notdvel da atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo de carboidratos, principalmente da piruvato quinase e fosfofrutoquinase,
iniciados a partir da quarta semana pdés-infeccdo. Como consequéncia direta, aceleraria a
formacdo de piruvato a partir da glicose, repercutindo assim numa maior concentracao deste
substrato no plasma.

Estudos sobre a determinacdo de glicose plasmdtica evidenciaram alteragdes
significativas do padrdao glicémico dos animais esquistossomoticos. Wu et al. (2010)
verificaram acentuados desarranjos metabdlicos em hamster co-infectados por Schistosoma
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Jjaponicum e Necator americanus sob condi¢des experimentais. Neste estudo, os autores
relataram acentuados decréscimos nos conteudos de glicose, succinato, citrato € aminoacidos
plasmaéticos em animais co-infectados quando comparados ao grupo controle.

Na esquistossomose mansoOnica, as alteracOes hepdticas sdo as manifestacdes mais
importantes em seus hospedeiros definitivos (AMARAL et al., 2002) e estdo relacionadas ao
estagio de fibrose (TAO et al., 2003). Estudos tem mostrado que os testes de funcdo hepatica
se modificam apenas nas formas mais graves da doenga, com organomegalias e ascite ou
ainda, na associacdo com hepatite ou cirrose descompensada (FAHIM et al., 2000; EL-
SHAZLY et al., 2001). Desta forma, os objetivos deste estudo foram avaliar pela primeira vez
o perfil glicidico e as alteracdes histologicas hepdaticas decorrentes da infeccdo natural de S.
mansoni em N. squamipes, em comparagao com roedores capturados infectados naturalmente,
em condicdes naturais no campo, ndo infectados de campo e aqueles criados sob condicdes de
biotério.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

Os roedores da espécie N. squamipes foram capturados em trés localidades do
municipio de Sumidouro (22° 02 “S - 42° 41 “O), area endémica da esquistossomose
mansonica, na regido serrana do Estado do Rio de Janeiro, RJ, Brasil: Encanto (20° 1'07 “S —
43° 8'01 “O), Pamparrao (20° 2 “S — 43° 8 “O) e Soledade 3 (22° 03 “S - 42° 35 “O). Foram
estabelecidos cinco transectos de captura ao longo dos cérregos, que é o habitat natural de N.
squamipes (ERNEST; MARES, 1986; GENTILE; FERNANDEZ, 1999). Cada periodo de
coleta foi constituido por trés noites de captura, num total de duas coletas, nas quais os
roedores foram capturados vivos com armadilha do tipo Tomahawk® Todos os
procedimentos foram realizados mediante licenca da Comissdo de Etica em Uso de Animais
da Fundagcdo Oswaldo Cruz (CEUA n° L-049-08). Os animais foram capturados sob a
autorizagdo do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e de Recursos Naturais Renovéveis
(IBAMA) (n° da licenga 13373-1).

2.2 Coleta das amostras

Todos os animais capturados no campo foram submetidos a eutandsia em camara
enriquecida com CO,. Amostras de aproximadamente Sml de sangue foram coletadas dos
animais através de puncao cardiaca, e colocadas em um tubo pléstico estéril. Apds meia hora,
o sangue foi centrifugado a 2700xg (Centrifuga Minispin, marca Eppendorf® ), por 10 minutos
para separar o soro do contetido plasmatico e o soro foi armazenado a -20°C até a realizacao
da andlise soroldgica.

Posteriormente, foi feita perfusdo do sistema porta-hepético de acordo com Smithers e
Terry (1965) para pesquisa de helmintos adultos nas veias mensentéricas, sendo a
confirmacao dos animais positivos feita pela presenca de helmintos, e também pela presenca
de ovos em exames de fezes (HOFFMAN et al., 1934). Os helmintos encontrados foram
fixados em AFA (93 partes de etanol 70%, 5 partes de formol e 2 partes de 4cido acético)
(Amato et al., 1991). O figado foi retirado do roedor, pesado e, em seguida, extraido um
pedaco de 1g do lobo maior, para ser armazenado em um tubo pléstico estéril e congelado a -
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20° C para determinacdo do concentragdo de glicogénio hepatico. As amostras de figado para
andlise histopatoldgica foram coletadas sempre do mesmo lobo, e medidas em partes iguais
(1cm3) e os segmentos foram fixados em formalina a 4%. Os tecidos fixados foram colocados
em frascos pldstico onde permaneceram por 24 horas e, decorrido este tempo, foram
transferidos para frascos contendo etanol 70% até o momento do processamento.

Os animais coletados no campo (N=16) foram divididos em dois grupos: infectados
naturalmente (N=8) por S. mansoni e nao infectados de campo (N=8). Nas andlises
bioquimicas foram utilizados seis animais, € nos exames histolégicos oito animais infectados
por S. mansoni e oito nao infectados de campo. Nos roedores de campo (infectados
naturalmente e ndo infectados) foi confirmada a presenca de co-infec¢do por helmintos
intestinais (Trichostrongylidae e Echinostoma sp).

2.3 Analises bioquimicas do plasma sanguineo

A concentracdo de glicose plasmatica de N. squamipes, infectado naturalmente por S.
mansoni, ndo-infectado de campo, foi determinada pela adi¢do de 10 ul de soro ao meio
contendo solucdo tampao fostato de sédio 0.05M, pH 7.45, aminoantipirina 0,03mM, 15mM
de p-hidroxibenzoato de sédio e um minimo de 12KU de glucose oxidase e 0,8 KU de
peroxidase por litro.e as absorbancias foram lidas em 510 nm contra branco de reagdo e

utilizando padrdo de D-glicose 100 mg/dL (Doles Reagentes®). Leituras espectrofotométricas
foram realizadas com trés repeticdes e os resultados expressos em mg/dL.

2.4 Analises bioquimicas do glicogénio hepatico

A extragdo de glicogénio do figado foi feita em meio cido a frio, seguindo a técnica
descrita por Pinheiro e Gomes (1994) e a sua determinagdo foi realizada pela rea¢do do 3,5
dinitro salicilato (3,5DNS) (Sumner, 1924) e expressa em mg de glicose/g de tecido, peso
fresco.

2.5 Analises histopatolégicas do figado

As amostras de figado foram processadas segundo técnica histoldgica de rotina e
incluidas em blocos de parafina para realizagdo de cortes seriados (Sum de espessura) e
coloragdao com hematoxilina e eosina (HUMASON, 1979).

2.6 Animais de biotério para controle

Para se determinar os padrdes bioquimicos e histolégicos de referéncia do roedor,
foram reproduzidos em cativeiro roedores da espécie N. squamipes no Biotério de Animais
Silvestres do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, Brazil. Os procedimentos de criacao
no biotério foram feitos de acordo com D’Andrea, et al. (1996). Estes animais foram
utilizados como animais controle de biotério, e foram submetidos as mesmas analises
descritas acima para os animais de campo. Nas andlises bioquimicas foram utilizados
quatorze animais e nos exames histoldgicos quatorze animais. Todos os procedimentos foram
realizados mediante licenca da Comissdo de Etica em Uso de Animais da Fundacio Oswaldo
Cruz (CEUA n° L-030-07). Os animais no biotério foram reproduzidos sob a autorizacdo do
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e de Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) (n° da
licenga 02022.002062/01-04).

2.7 Analise estatistica

Foram feitas comparacgdes estatisticas entre os parametros bioquimicos dos trés grupos
de animais: animais de campo infectados naturalmente com S. mansoni, animais de campo
ndo infectados e animais criados em biotério como controle. Os resultados obtidos nas
determinagdes bioquimicas foram expressos através de médiatdesvio-padrdo e submetidos ao
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teste de Kolmogorov-Smirnoff para verificar a normalidade dos dados e teste de andlise de
variancia (ANOVA one-way), e aos testes de Tukey-Kramer para comparagdo das médias
(0=5%).

3 RESULTADOS

3.1 Resultados bioquimicos

A concentracdo de glicogénio hepatico em N. squamipes infectados naturalmente por
S. mansoni foi significativamente menor quando comparados com os animais do grupo
controle de biotério, havendo um decréscimo de 82,74% na concentracdo de glicogénio nos
animais infectados naturalmente (4,47+5,68) quando comparado ao grupo controle de biotério
(25,934£7,24) (Tabela 1). Os animais ndo infectados de campo apresentaram um valor 81.68%
menor na concentracio de tal polissacarideo (4,47+3,76), ndo diferindo estatisticamente dos
infectados naturalmente (Z=0,2672; P<0,10; F=122,27; Q=3,388).

Alteragdes nos conteddos plasmdticos de glicose foram observadas entre os grupos.
Um conteido significativamente menor de glicose sérica foi observado nos roedores
infectados naturalmente (136,5+90,44) em relacdo a média do grupo controle de biotério
(264,11£97,61) (Tabela 1). Os roedores do grupo ndo infectados de campo apresentaram o
mesmo perfil de variagdo dos infectados naturalmente (Q=1,921; P>0,05), com um contetido
de glicose plasmadtica (102,00+31,39) de 61,13% menor quando comparado ao grupo controle
de biotério, com diferenca estatistica significativa (Z=0,2787; P>0,10; F=35,216; Q=3,380).

Tabela 1. Concentracao de glicogénio hepdtico, expresso em mg de glicose/g de tecido, peso
fresco, e glicose plasmatica, expresso em mg/dl, em Nectomys squamipes infectado com
Schistosoma mansoni. CB=Controle de Biotério, IN=Infectado Naturalmente e NI=Nio
Infectado. X = SD=média + desvio-padrio. * b = Médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si.

Grupos Glicogénio Glicose

(mg de glicose/g de tecido) (mg/dl)

X+SD X+SD
CB 25,9347,24" 264,11£97,61°
IN 4,47+5,68" 136,5+90,44°
NI 4,47+3,76° 102,00431,39"
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3.2 Resultados histopatologicos

O exame histoldgico evidenciou no figado dos roedores (N. squamipes) infectados
naturalmente por S. mansoni lesdes em diferentes fases de desenvolvimento, localizadas
predominantemente na regido periportal, por vezes com oclusao total ou parcial do limen
vascular (Figura 1). As lesdes na fase inicial caracterizavam-se por infiltrado inflamatério
constituido por linfécitos, plasmdcitos, neutrédfilos e eosinédfilos ao redor dos ovos recém-
depositados, morfologicamente intactos, com clara visualizagdo da estrutura, incluindo o
miracidio (Figura 2). Em algumas dreas observaram-se micro abscessos neutrofilicos, tipicos
da fase exsudativa (Figura 2) ndo evidenciadas nos grupos de animais ndo infectados de
campo e controle de laboratério.

O estagio exsudativo-produtivo caracterizou-se pela presenca de leve a moderada
quantidade de macréfagos e células gigantes (Figura 3). Em alguns granulomas havia
degeneracao até completa desintegracdo dos ovos; a proliferacdo de fibroblastos e a deposicao
de coldgeno tornavam-se mais proeminentes nos espagos porta (Figura 3). Adicionalmente
havia pigmento marrom-amarelado em macréfagos e células de Kupffer (Figura 2). Foram
observados ainda granulomas na fase involutiva, com centro mineralizado, graus variados de
fibrose e menor quantidade de células inflamatérias (Figura 4). Nao foram encontradas lesdes
de qualquer natureza nos animais controle de biotério (Figura 5) e ndo infectados de campo

(Figura 6).
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Figura 1. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Lesdes multifocais
(circulos pretos) em diferentes fases evolutivas na regido periportal. (corados com
hematoxilina e eosina)
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Figura 2. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Granuloma (g) em
fase exsudativo-produtiva, com presenca de fragmentos do helminto (fh), infiltrado
inflamatoério (ii) com numerosos eosindéfilos, fibroblastos, plasmdcitos, neutréfilos, linfocitos,
ao redor dos ovos recém depositados com miracideos e macréfagos com pigmentacao
marrom-amarelado. (corados com hematoxilina e eosina)
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Figura 3. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Um casal de
Schistosoma mansoni (sm) no interior do espaco porta hepatico obliterando a luz do ramo da
veia porta. (corados com hematoxilina e eosina)
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Figura 4. Fotomicrografia de corte transversal histologico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Granuloma (g) na
fase involutiva, com vestigios do parasito (p) mineralizado no interior do espaco porta com
presenca de infiltrado inflamatério mononuclear (im). (corados com hematoxilina e eosina)
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Figura 5. Fotomicrografia de corte transversal histologico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes. Nao foram encontrados granulomas parasitario de Schistosoma mansoni
no grupo controle de biotério. (corados com hematoxilina e eosina)
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Figura 6. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipe. Auséncia de granuloma parasitidrio no grupo nao infectado de campo.
(corados com hematoxilina e eosina)
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4 DISCUSSAO

Um dos aspectos mais importantes do presente estudo foi avaliar pela primeira vez a
influéncia da infeccdo de S. mansoni em N. squamipes infectados naturalmente, sob o ponto
de vista bioquimico. Além disso, atualmente, a esquistossomose mansdnica pode ocorrer na
natureza em ciclos bioldgicos independentes da presenca do homem, sendo o roedor N.
squamipes um dos principais hospedeiros ndo-humano para este parasito, permitindo a sua
manutencao na natureza, com um ciclo silvestre.

Fatores relacionados a mudanga do estado glicEmico dos animais do grupo controle de
biotério em relacdo aqueles nao infectados de campo por S. mansoni, provavelmente estao
relacionados a pequena reserva de glicogénio hepatico nestes ultimos, decorrente da escassez
ou indisponibilidade de uma fonte alimentar adequada, bem como de fatores adicionais que
resultam no consumo de glicose em resposta a situacdo de estresse, condi¢cdes opostas aquelas
em que sdo mantidos os animais do grupo controle de biotério. O mesmo desequilibro
energético foi observado por Couto et al. (2008) ao estudarem sob condi¢des experimentais
alteracdes metabdlicas em camundongos desnutridos e infectados por S. mansoni.
Trabalhando com Holochilus braziliensis nanus, hospedeiro natural de S. mansoni, infectado
na pré-Amazonia, Bastos et al. (1985) demonstraram que animais infectados aos 30 dias de
idade tiveram niveis glicémicos diminuidos a propor¢do em que a infec¢do evoluia, enquanto
que os de 40 dias tiveram seus niveis de glicose plasmadtica, durante as oito semanas de
infec¢do, sem diferenga significativa em relacdo aos animais ndo-infectados por S. mansoni.
No presente estudo também nao foram verificadas variacdes significativas no padrao
glicémico entre os roedores infectados naturalmente por S. mansoni € os animais nao
infectados de campo.

O fato de disporem de alimento em quantidade acima do consumo, devido a oferta da
racdo ad libitum, associada ao confinamento dos roedores quando mantidos em condicdes de
biotério, pode explicar os contetdos significativamente mais altos do glicogénio hepético e de
glicose plasmadtica nos animais controle mantidos sob condi¢des de biotério.

Estudos t€ém demonstrado que, em condi¢cdes experimentais, alteragcdes metabdlicas
observadas em animais co-infectados eram similares aqueles infectados por uma tnica espécie
de parasito. Desde modo, considera-se que as mesmas variacdes observadas no estado
glicémico dos grupos infectado naturalmente por S. mansoni e ndo infectado, provavelmente
sejam o reflexo de infec¢des por outros helmintos intestinais presentes em ambos 0s grupos,
que acabam competindo com 0s mesmos substratos necessarios ao seu desenvolvimento. Esta
possibilidade tem sido validada por Wu et al. (2010), que estudando alteragdes metabdlicas
em hamster co-infectados com S. japonicum e N. americanus, verificaram padrdo de variacdo
similar para conteddos de glicose plasmdtica a aquele obtido por Wang et al. (2009)
trabalhando com hamster infectados apenas por N. americanus.

Fenton et al. (2008) verificaram a presencga de interagdes imunoldgicas entre parasitos
e hospedeiros co-infectados, resultando em reagdes sinérgicas ou antagbnicas como
consequéncia destas associacdes. Por exemplo, camundongos co-infectados por Litomosoides
sigmodontis e Leishmania major demonstraram um retardo no desenvolvimento de lesdes
leishimanidticas, sugerindo a existéncia de efeitos benéficos resultantes da co-infeccao
(LAMB et al., 2005). Desta maneira, a co-infec¢cdo estabelecida por Trichostrongylidae sp e
Echinostoma sp em N. squamipes infectados por S. mansoni, poderia induzir a producao de
anticorpos reativos capazes de reconhecer antigenos poli-parasitirios, 0 que minimizaria 0s
efeitos deletérios da infeccdo esquistossomética e explicaria em parte a auséncia de uma
variacdo significativa entre o grupo ndo infectado de campo e aquele infectado naturalmente
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por S. mansoni. Este efeito antagdnico desencadeado pela co-infec¢do para determinadas
espécies de helmintos tem sido registrada em roedores poli-parasitados por S. mansoni e
Trichuris muris (CURRY et al., 1995) bem como, durante o estabelecimento da infecg¢ao
concomitante entre S. mansoni e Strongyloides venezuelensis (YOSHIDA et al., 1999).

Nao foram observadas diferencas significativas entre os parametros analisados para o
grupo infectado naturalmente e ndo infectado de campo. Tal fato pode também estar
relacionado ao processo de formacdo de uma memdria imunolégica em N. squamipes,
adquirida durante infec¢des prévias ao longo de sua vida, possibilitando responder de maneira
mais rdpida e eficiente as sucessivas infeccdes por S. mansoni. Como consequéncia, um
possivel processo de adaptacdo fisiolégica sérica estabelecido, minimizaria aqui os efeitos
deletérios causados por S. mansoni em N. squamipes infectados naturalmente.

Carvalho (1982) e Silva e Andrade (1989) estudaram as alteracdes histopatoldgicas de
N. squamipes naturalmente infectados por S. mansoni e ndo ressaltaram o estabelecimento de
uma patologia grave; estes autores comentam que as lesdes hepdticas decorrentes da infec¢ao
no roedor eram discretas, e sugeriram uma boa compatibilidade na relacdo parasito-
hospedeiro. No presente estudo, observou-se que os animais naturalmente infectados
apresentaram uma resposta imunoldgica caracterizada pela presen¢a maci¢a de macr6fagos na
formacdo de diferentes estdgios de desenvolvimento dos granulomas. O mesmo foi
demonstrado por Costa-Silva et al. (2002), que trabalharam com N. squamipes infectados
naturalmente por S. mansoni. Segundo os autores, as alteracOes histopatoldgicas tanto
qualitativas quanto quantitativas, foram menores nos animais infectados naturalmente quando
comparados aos seus grupos experimentais, que sugere que a intensidade de resposta da
infeccdo depende da espécie de animal utilizada, da cepa de S. mansoni, bem como a
quantidade de cercdrias. Adicionalmente, o estado nutricional e a forma de manejo dos
hospedeiros vertebrados utilizados como modelo de estudo, influenciam sobremaneira a
resposta a infeccao por S. mansoni. Os resultados aqui apresentados levam a uma reflexao
acerca dos reais efeitos da infec¢do por S. mansoni sobre a fisiologia de seu hospedeiro
vertebrado, evidenciando padrdes de respostas completamente diferentes entre animais
mantidos em condi¢des de biotério e aqueles mantidos sob condi¢des naturais.

Em conclusdao, mesmo com as alteracdes histoldgicas observadas, estas ndo foram
suficientes para induzir mudancas significativas no perfil glicémico dos animais infectados
naturalmente por S. mansoni, exibiram a mesma variagcdo metabodlica quando comparados
com o grupo ndo infectado de campo. Os resultados aqui observados permitem sugerir o
desenvolvimento de uma adaptacdo fisiolégica na natureza entre o roedor silvestre N.
squamipes € o parasito S. mansoni, e enfatiza sua importincia como reservatorio de S.
mansoni potencializando sua transmissdo, bem como a utilizacdo destes hospedeiros como
indicadores bioldgicos da infec¢do nos programas de controle eco-epidemiolégico.
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5 CAPITULO II

Alteracoes na bioquimica sérica hepatica em Necromys squamipes (Rodentia,
Sigmodontinae) naturalmente infectado por Schistosoma mansoni

(Trematoda, Digenea)
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Alteracdes na bioquimica sérica hepatica em Nectomys squamipes (Rodentia,
Sigmondontinae) naturalmente infectado por Schistosoma mansoni (Trematoda,

Digenea)

RESUMO

Um dos principais mamiferos reservatdrios silvestres de Schistosoma mansoni no
Brasil € o roedor silvestre Nectomys squamipes, sendo frequentemente encontrado infectado
naturalmente em dreas endémicas da esquistossomose. Vdrios estudos de campo e infec¢des
experimentais ja foram realizados mostrando ser este roedor um bom modelo alternativo para
o estudo da relacdo S. mansoni-N. squamipes. Espécimes de N. squamipes foram capturados
no municipio de Sumidouro, RJ. Os roedores (N=16) foram divididos em dois grupos:
infectados naturalmente por S. mansoni (N=8) e nao infectados (controle de campo) (N=8).
Foram utilizados quatorze (N=14) animais como controle de biotério. O exame
histopatoldgico evidenciou no figado dos roedores infectados naturalmente por S. mansoni,
lesdes em diferentes fases de desenvolvimento como hepatite granulomatosa multifocal grave,
com numerosos exemplares do parasito ocluindo os vasos dos espagos porta, caracterizados
por infiltrados inflamatdrios e fibrose. O nivel sérico de aspartato aminotransferase (AST) dos
animais infectados naturalmente por S. mansoni, exibiram a mesma variacdo metabdlica
quando comparados com o grupo ndo infectado de campo, mesmo com as alteracdes
histopatoldgicas observadas, estas ndo foram suficientes para induzir mudancas significativas
na atividade da AST nos animais infectados naturalmente por S. mansoni. Um aumento da
alanina aminotransferase (ALT) plasmdatica 75,66% foi observado entre os roedores
capturados infectados naturalmente em relacio ao controle de biotério. Nao foram observadas
diferencas significativas nos parametros estudados entre o grupo infectado naturalmente e nao
infectado de campo. Tal fato pode estar relacionado a infec¢des prévias e ou re-infecgdes ao
longo de sua vida, possibilitando responder de maneira mais rdpida e eficiente as sucessivas
infeccdes por S. mansoni. Como consequéncia, um processo de adaptacdo fisioldgica €
estabelecido, minimizando assim os efeitos deletérios causados por S. mansoni em N.
squamipes naturalmente infectados.

Palavras chave: Transaminases; funcao hepatica; sorologia bioquimica.
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ABSTRACT

The rodent Nectomys squamipes is a natural and principal reservoir of Schistosoma
mansoni adult worm in Brazil, being commonly found infected in schistosomiasis endemic
areas. Several field and experimental infection studies have demonstrated that this rodent is a
great alternative model on S. mansoni-N. squamipes relationship studies. Nectomys squamipes
specimens were captured in the municipality of Sumidouro, Rio de Janeiro. The rodents
(N=16) were divided into two groups: the naturally S. mansoni infected rodents (N=8) and the
non-infected rodents (field controls) (N=8). Some rodents were used as laboratory controls
(N=14). On the histological analysis, the naturally S. mansoni infected rodents presented
lesions on the liver tissues with different developmental stages, as severe multifocal
granulomatous hepatitis with many parasites obstructing the vascular lumen of the periportal
region, characterized by inflammatory infiltrates and fibrosis. The aminotransferase aspartate
(AST) serum level of the S. mansoni naturally infected animals, was observed to exhibit the
same metabolic variation when compared to the non-infected field group. Even with the
alterations observed, these were not enough to induce significant changes on the (AST)
activity in S. mansoni naturally infected rodents. An average increase of 75.66% on the
plasmatic aminotransferase alanin (ALT) was observed among the naturally infected rodents
captured comparing to the laboratory control rodents. No significant differences were
observed on the parameters studied on the naturally infected group and the non-infected field
group. This fact may be related to previous infections and or reinfections during the rodent
life, allowing it to react faster and eficiently to the successive S. mansoni infections. As a
consequence, a fisiological adaptation process is stablished, minimizing the injurious effects
caused by S. mansoni in N. squamipes naturally infected.

Key words: Transaminases; hepatical function; serum biochemistry.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose humana tem sido relacionada a no minimo 14 espécies de
trematddeos, distribuidos em 76 paises dos continentes americano, africano e asidtico (Coura,
2005). Esta doenca € endémica em 52 paises e territérios da América do Sul, Caribe, Africa e
regido oriental do Mediterraneo, atingindo hoje 200 milhdes de pessoas em todo mundo
(WHO, 2010). No Brasil, esta parasitose afeta cerca de seis milhdes de pessoas (SVS, 2011)
adquirindo, portanto, grande importincia em sadde publica. Além disso, autores tém
demonstrado o envolvimento de Schistosoma mansoni Sambon, 1907 parasitando
naturalmente animais silvestres (AMORIM, 1953), animais domésticos de companhia (cdo)
(KAROUM; AMIN, 1985), animais de produgdo (bovinos) (MODENA et al., 2008) e
sinantrépicos (THERON; POINTIER, 1995), o que caracteriza também sua importincia
médico-veterindria.

Estudos epidemioldgicos t€ém destacado a participacdo do roedor silvestre, Nectomys
squamipes Brants 1827 (Rodentia: Sigmondontinae), como o principal hospedeiro definitivo
nao-humano de S. mansoni no Brasil. Tal fato, estd relacionado com os habitos semi-
aquéticos desse roedor, sua vasta distribuicdo geogréfica e sua capacidade de eliminar ovos
maduros em suas fezes (MALDONADO Jr. et al., 1994), desempenhando papel importante na
transmissao desta helmintose (D'ANDREA et al., 2000). Rodrigues-Silva et al. (1992), em
estudo sobre a infeccdo natural de S. mansoni em roedores silvestres, observaram que as
sucessivas infec¢cdoes ndo comprometiam a vida dos hospedeiros, nem a capacidade
reprodutiva e dindmica de populacdo (D’ANDREA et al., 2000), caracterizando dessa forma
uma relacdo menos prejudicial, provavelmente estabelecida por um processo co-evolutivo
entre ambos o0s organismos, assim essa confirmagdo pode ser conferida com estudos
relevantes sobre modificacdes bioquimicas no perfil hepdtico na infeccdo natural de N.
squamipes, pois ainda sdo incompletos e ndo permitem generalizacoes dos fendmenos
envolvidos nesta relacdo, sendo obrigado fazer mais estudos para investigar a ocorréncia de
possiveis doengas hepéticas.

As hepatopatias, em sua grande maioria, sdo causadas por processos infecciosos
desencadeados por agentes microbioldgicos como os virus das hepatites, protozodarios e
helmintos, como S. mansoni. Nesses casos, alteragcdes no perfil hepatico sdo observadas,
estando relacionadas ao processo de fibrose resultante da reacdo inflamatéria (COSTA-
SILVA et al., 2002). Couto et al. (2008) verificaram alteracdes hepdaticas em camundongos
infectados por S. mansoni, que apresentaram um aumento significativo na atividade das
aminotransferases em decorréncia ao processo inflamatério local. O mesmo tem sido
observado por Franga et al. (1993), que atribuem como consequéncia do dano celular o
aumento da atividade das aminotransferases, ratificando a participacdo dessas enzimas,
especialmente da alanina aminotransferase (ALT), como importantes biomarcadores de
injurias hepéticas.

A determinacdo plasmdtica da concentragdo de bilirrubina e suas fragdes tem sido
utilizadas para investigar patologias hepdticas tanto em estudos clinicos quanto experimentais
(BLACK; BILLING, 1969). Elsheikha et al. (2008) observaram um aumento significativo nos
niveis séricos de bilirrubina em camundongos experimentalmente infectados por S. mansoni.
Segundo os autores, este aumento foi acompanhado por alteracdes andtomo-patoldgicas
hepéticas mostrando-se mais pronunciadas em animais com elevada parasitemia.

Apesar desses estudos e do avanco do conhecimento na drea da patologia produzida
pela infeccdo experimental (SOUZA et al., 1992; COSTA-SILVA et al., 2002), pouco ¢é
conhecido sobre as modificagcdes bioquimicas resultantes da infeccdo natural em roedores
silvestres. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar pela primeira vez o perfil
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hepatico em N. squamipes infectados naturalmente por S. mansoni, utilizando como
parametros bioquimicos a determinacdo plasmatica do nivel sérico de bilirrubinas total, direta
e indireta, bem como, as atividades da E.C.2.6.1.2 L-alanina: 2 oxoglutarato aminotransferase
(ALT) e E.C.2.6.1.1 L-aspartato: 2 oxoglutarato aminotransferase (AST).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta dos roedores

Os roedores silvestres N. squamipes foram capturados em trés localidades do
municipio de Sumidouro (22° 02 “S - 42° 41 “O), area endémica da esquistossomose
mansonica, na regido serrana do Estado do Rio de Janeiro, RJ: Encanto (20° 1'07 “S — 43° 8
01 “O), Pamparrao (20° 2 “S — 43° 8 “O) e Soledade 3 (22° 03 “S - 42° 35 “O). Foram
estabelecidos cinco transectos de captura ao longo do habitat natural de N. squamipes
(ERNEST; MARES, 1986; GENTILE; FERNANDEZ, 1999). Os roedores foram capturados
vivos com armadilha do tipo Tomahawk®. Todos os procedimentos foram realizados
mediante licenca da Comissdo de Etica em Uso de Animais da Fundagio Oswaldo Cruz
(CEUA n° L-049-08). Os animais foram capturados sob a autoriza¢do do Instituto Brasileiro
de Meio Ambiente e de Recursos Naturais Renovéveis (IBAMA) (n° da licenca 13373-1).

2.2 Coleta das amostras

Os roedores capturados no campo foram submetidos a eutandsia em camara
enriquecida com CO,. Amostras de aproximadamente Sml de sangue foram coletadas dos
animais através de puncao cardiaca e colocadas em um tubo plastico estéril. Apds meia hora,
o sangue foi centrifugado a 2700xg (Centrifuga Minispin, marca Eppendorf®) por 10 minutos
para separar o soro do contetido plasmdtico e o soro foi armazenado a -20°C até a realizagdo
da andlise soroldgica.

Logo apds, foi feita perfusdo do sistema porta-hepatico de acordo com Smithers e
Terry (1965) para pesquisa de helmintos adultos nas veias mesentéricas, sendo a confirmagdo
dos animais positivos feita pela presenca de helmintos, e pela presenca de ovos em exames de
fezes (HOFFMAN et al., 1934). Os helmintos encontrados foram fixados em AFA (93 partes
de etanol 70%, 5 partes de formol e 2 partes de acido acético) (AMATO et al., 1991). As
amostras de figado para andlise histopatoldgica foram coletadas sempre do mesmo lobo, e
medidas em partes iguais (1cm3) e os segmentos foram fixados em formalina a 4%. Os tecidos
fixados foram colocados em frascos pldstico onde permaneceram por 24 horas e, decorrido
este tempo, foram transferidos para frascos contendo etanol 70% até o momento do
processamento.

Os roedores coletados no campo (N=16) foram divididos em dois grupos: ndo
infectados de campo (N=8) e infectados naturalmente por S. mansoni (N=8). Nas andlises
bioquimicas do soro foram utilizados oito animais ndo infectados de campo e seis animais
infectados por S. mansoni. Nos animais de campo (infectados naturalmente e ndo infectados)
foi confirmada a presenca de co-infec¢do por helmintos intestinais (Trichostrongylidae e
Echinostoma sp).

2.3 Analises bioquimicas do plasma sanguineo
As determinagdes bioquimicas séricas do soro foram realizadas, através do kit para
diagnéstico Doles® para determinacdo da atividade das enzimas AST e ALT.
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2.4 Analises histopatolégicas do figado

As amostras de figado foram processadas segundo técnica histoldgica de rotina e
incluidas em blocos de parafina para realizacdo de cortes seriados (Sum de espessura) e
coradas com hematoxilina e eosina e Masson (HUMASON, 1979).

2.5 Animais de biotério para controle

Tendo em vista a obtencdo de valores compardveis aqueles presentes na literatura,
foram reproduzidos em cativeiro roedores da espécie N. squamipes no Biotério de Animais
Silvestres do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. Os procedimentos de criacao
no biotério foram feitos de acordo com D’ Andrea, et al. (1996). Estes roedores (N=14) foram
utilizados como animais controle de biotério e foram submetidos as mesmas anélises descritas
acima para os animais de campo. Nas andlises bioquimicas foram utilizados quatorze animais.
Todos os procedimentos foram realizados mediante licenca da Comissdo de Etica em Uso de
Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA n° L-030-07). Os animais foram reproduzidos
sob a autorizagdo do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e de Recursos Naturais
Renovéveis (IBAMA) (n° da licenga 02022.002062/01-04).

2.6 Analise estatistica

Foram feitas comparagdes estatisticas entre os parametros bioquimicos dos trés grupos
de animais: animais nao infectados de campo, animais de campo infectados naturalmente com
S. mansoni e animais ndo infectados criados em biotério como controle. Os resultados obtidos
nas determinacdes bioquimicas foram expressos através de média + desvio-padrio e
submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnoff para verificar a normalidade dos dados e teste
de andlise de variancia (ANOVA one-way), e aos testes de Tukey-Kramer para comparacao
das médias (a=5%).

3 RESULTADOS

3.1 Analises bioquimicas

A atividade da AST ndo variou de forma significativa entre os diferentes grupos
analisados (Z=0,1625; P>0,10; F=0,3265; Q=3,382) (P>0,05), porém, o grupo em que a AST
apresentou maior atividade, em média, foi aquele dos roedores nio infectados de campo
(30,182+2,488) (Tabela 1). Um aumento significativo da atividade da ALT (Z=0,2719;
P>0,10; F=6,609; Q=3,385) plasmdtica foi observado nos roedores capturados infectados
naturalmente com S. mansoni (37,1674£5,706) (Tabela 1), apresentando um aumento de
aproximadamente 75,66% quando comparado com o controle (ndo infectado) de biotério
(17,02942,039) (q=5,132; P<0,01).

A infeccio de N. squamipes com S. mansoni ndo proporcionou alteragcdes
significativas nos contetidos das fracdes direta (Z=0,2686; P>0,10; F=28,337; Q=3,384) e
total (Z=0,2021; P>0,10; F=124,06; Q=3,389) de bilirrubina entre os grupos ndo infectados de
campo (0,2734+0,1060 e 0,4058+0,1255) e infectados naturalmente (0,2685+0,0604 e
0,2849+0,088) (Tabela 2), respectivamente (P>0,05). O grupo controle de biotério foi o que
apresentou maior média nos conteudos das fragdes direta e total de bilirrubina, diferindo
estatisticamente dos grupos anteriores (0,7303+0,3737 e 1,258+0,3319) (P<0,01) (Tabela 2).
A mesma ordem de variac@o foi observada para a fracdo indireta da bilirrubina, sendo o grupo
controle criado em biotério, igualmente apresentando a maior média (0,5277+0,3528)
(P<0,01).
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Tabela 1. Relacdo entre a atividade plasmatica das enzimas L-alanina: 2 oxoglutarato
aminotransferase (ALT) e L-aspartato: 2 oxoglutarato aminotransferase (AST), expresso em
URF/ml, de soro de Nectomys squamipes infectado com Schistosoma mansoni. CB=Controle
de Biotério, IN=Infectado Naturalmente e NI=Nao Infectado. X * SD=média * desvio-
padrio. ® = Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si.

Grupos AST ALT
(URF/ml) (URF/ml)
X + SD X + SD
CB 27,000+2,817 * 17,029+2,039*
IN 29,864+4,293 ° 37,167+5,706"
NI 30,182+2,488° 24,083+4,692 °

Tabela 2. Relacdo entre a concentragdo plasmatica de bilirrubina: contetidos das fracdes
direta e total expresso em mg/ml, de soro de Nectomys squamipes infectado com Schistosoma
mansoni. CB=Controle de Biotério, IN=Infectado Naturalmente e NI=Ndo Infectado. X *
SD=média + desvio-padrio. * ® = Médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si.

Grupos Fracao direta Fracao total
(mg/ml) (mg/ml)
X xSD X+ SD
CB 0,7303%0,3737* 1,258+0,3319 *
IN 0,2685+0,0604" 0,2849+0,088 °
NI 0,273440,1060" 0,4058+0,1255 °

3.2 Resultados histopatologicos

O exame histopatoldégico evidenciou no figado dos roedores (N. squamipes) infectados
naturalmente por S. mansoni, lesdes em diferentes fases de desenvolvimento, como hepatite
granulomatosa multifocal grave (Figura 1), onde se observaram numerosos exemplares do
parasito (Figura 2) (infeccdo alta) ocluindo os vasos dos espacos porta (flebite portal), na
maioria das vezes formando “pseudotubérculos”, caracterizados por infiltrados leucocitarios
(Figura 3), ricos em eosindfilos e células mononucleares, tais como linfécitos, macréfagos
(muitas vezes carregados de pigmento amarelo ouro), plasmdcitos (Figura 5) e fibrose. As
lesdes, na sua grande maioria sdo formadas por granulomas, que variam em aspecto, em
funcdo das diferentes fases evolutivas da migragao nas quais se observa desde microabscessos
até piogranulomas e granulomas mais cronicos, onde a fibrose € mais conspicua. Também sao
observados pequenos e raros focos de infiltrado inflamatério mononuclear,
predominantemente linfocitdrio, com poucos eosindfilos e raros macréfagos as vezes
contendo pigmento amarelo ouro, distribuidos aleatoriamente e discretos focos de infiltrado
inflamatorio linfocitdrio e raros polimorfonucleares.
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Foram observadas poucas dreas de fibrose evidente nas lesdes granulomatosas mais
cronica no exame histolégico coradas com tricrdmico de Masson, sendo encontrados
numerosos exemplares do parasito ocluindo os vasos dos espagos porta (Figura 2), com
infiltrado inflamatério constituido por eosinoéfilos, linfécitos, macréfagos (muitas vezes
contendo pigmento amarelo ouro), plasmocitos e fibrose (corada em azul) (Figura 4). Nao
foram encontradas lesdes de qualquer natureza nos animais controle de biotério e nao
infectados de campo (Figura 6).
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Figura 1. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Lesdes multifocais
(circulos pretos) em diferentes fases evolutivas na regido periportal.
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Figura 2. Fotomicrografia de corte transversal histologico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Numerosos

exemplares do parasito ocluindo os vasos dos espacos porta (sm), com infiltrado inflamatério
(i1). (coradas com tricromico de Masson)
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Figura 3. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Granuloma (g) com
presenca de infiltrado inflamatério e fragmentos do helminto (fh). (corados com hematoxilina
e eosina)
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Figura 4. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Areas de fibrose (af)

evidente nas lesdes granulomatosas mais cronica (corada em azul). (coradas com tricromico
de Masson)
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Figura 5. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes, naturalmente infectado com Schistosoma mansoni. Granuloma em fase
exsudativo-produtiva (gp), com numerosos eosinéfilos, fibroblastos, plasmdcitos, neutréfilos,
linfécitos, ao redor dos ovos recém depositados com miracideos (om) e macréfagos com
pigmentacao marrom-amarelado. (corados com hematoxilina e eosina)
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Figura 6. Fotomicrografia de corte transversal histolégico de fragmento hepdtico de
Nectomys squamipes. Auséncia de granuloma parasitario de Schistosoma mansoni no grupo
ndo infectado de campo. (corados com hematoxilina e eosina)
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4 DISCUSSAO

Este trabalho incidiu sobre os aspectos morfoldgicos das alteracdes hepéticas causadas
por S. mansoni em N. squamipes naturalmente infectados, que evidenciam sinais de infec¢do
ativa expressa por reacdes pré-granulomatosas, e reagdes granulomatosas em fase exsudativo-
produtiva que ndo foram suficientes para causar alteracdes metabdlicas no perfil hepatico
neste reservatorio silvestre. Estudos experimentais t€ém revelado alteracdes nos padrdes
metabodlicos de roedores durante o curso da infec¢dao por S. mansoni (COUTO et al., 2008).
Nestes, alteragdes hepdticas sdo demonstradas, caracterizadas principalmente por formacdes
granulomatosas, além de fibrose do tecido hepético como consequéncia da deposi¢do de ovos
pelo helminto (EL-AASAR et al.,, 1989; EL-BANHAWEY et al., 2007). Tais fatos sao
acompanhados por desordens bioquimicas, que passam a sinalizar diferentes niveis de
agressoes dos hepatdcitos, sendo por esta razdo, amplamente utilizadas para avaliar o estado
de saide do hospedeiro (BORSA et al, 2006). Mesmo fato ndo foi observado,
surpreendentemente, ndo houve diferengas significativas entre as aminostransferases AST e
ALT entre os grupos analisados infectados naturalmente e ndo infectados de campo, que
ocupavam o mesmo nicho e sofrendo as mesmas pressdes do ambiente. Apesar desses
estudos, nenhum perfil foi ainda estabelecido em roedores naturalmente infectados,
impossibilitando assim, generaliza¢des sobre a relagao entre este helminto e seu hospedeiro
vertebrado, quando o mesmo se encontra inserido no seu ecotopo natural.

As aminotransferases constituem um importante grupo enzimdtico que catalisa a
interconversdo de aminodcidos para o-cetodcidos mediante a transferéncia do grupamento
amino (BURTIS; ASHWOOD, 1998). Por esta razdo, desempenham um importante papel na
associacdo entre o metabolismo de aminodcidos e carboidratos, possibilitando desaminacao
dos aminodcidos e a utilizagdo do esqueleto carbdnico como substratos nao glicidicos para a
sintese de glicose. O aumento significativo da ALT observado em N. squamipes infectados
naturalmente por S. mansoni, quando comparado com o grupo controle, permite supor que a
infeccdo tenha induzido alteracdes no metabolismo energético desses animais. Tal idéia é
ratificada por alguns autores que relacionam os aumentos crescentes nas atividades de ambas
as aminotransferases a maior atividade da gliconeogénese; com o maior consumo de
estruturas de carbono dos aminodcidos, reducdo dos contetidos de proteinas totais, e
acumulacdo de produtos nitrogenados de excrecdo, estado fisioldgico caracterizado pelo
aumento da demanda energética no organismo hospedeiro (TUNHOLI et al., 2011; MASOLA
et al., 2008).

A auséncia de variagdo nos niveis plasmaticos da ALT entre os grupos de campo
(naturalmente infectados por S. mansoni e ndo infectados) provavelmente resultam de
infeccdes por outros helmintos intestinais presentes em ambos os grupos, que acabam
competindo com os mesmos substratos necessdrios ao seu desenvolvimento, induzindo,
portanto, um estado energético similar. Esta possibilidade tem sido validada por Wu et al.
(2010), que estudando alteragdes metabdlicas em hamsters co-infectados com S. japonicum e
Necator americanus, verificaram padrdo de variagdo para conteidos de glicose plasmatica
similar aquele obtido por Wang et al. (2009) trabalhando com hamsters infectados apenas por
N. americanus.

Estudos tém validado ainda a utilizagdo dessa enzima como importante indicador de
lesdes hepaticas (GARCIA et al., 2011; KANECO, 1989). Na infeccdo experimental de
camundongos por S. mansoni, El-Sisi et al. (2011) observaram um aumento significativo nos
niveis plasmaticos da ALT. Segundo os autores, esse aumento foi acompanhado pela ruptura
de hepatdcitos, resultando em necrose ou aumento da permeabilidade da membrana celular.
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Assim, eventos similares estam acontecendo na natureza na interface N. squamipes-S.
mansoni, confirmando a maior sensibilidade dessa enzima no diagndstico laboratorial de
patologias hepaticas (VASHIST et al., 2011), Neste trabalho, N. squamipes infectado
naturalmente por S. mansoni apresentou lesdes em diferentes fases de desenvolvimento, como
hepatite granulomatosa multifocal grave, onde se observaram numerosos exemplares do
parasito.

Para alguns autores, o aumento sérico da atividade da AST seria apenas observado
durante a fase aguda da infeccao (LUMEI] e WESTERHOF, 1987). Fudge (2000) ainda relata
que, casos de doengas hepdticas cronicas, caracterizadas por lise de hepatdcitos, nao
alterariam com os niveis da AST. Adicionalmente, Elsheikha et al. (2008) concluem que, esta
desordem fisiolégica seria proporcional a parasitemia no hospedeiro. Desse modo, por se
tratar de um estudo observacional, onde nem o tempo de infec¢cdo nem a carga parasitdria
foram experimentalmente manipulados, a auséncia de variacdo significativa na atividade da
AST entre os grupos de animais estudados pode ser, em parte, explicada como consequéncia
da cronicidade da infec¢do, bem como, em decorréncia do estabelecimento de uma resposta
imunolégica em N. squamipes, que acaba garantindo um mecanismo eficiente de regulagem
da carga parasitdria minimizando assim os efeitos deletérios causados por S. mansoni. Ainda,
a auséncia de variagdo significativa na atividade dessa enzima entre o grupo infectado
naturalmente por S. mansoni, ndo infectado de campo e controle de biotério, pode ser devido a
sua natureza nio especifica como indicador de injurias hepéticas (ADRIOLO e BORGES,
1989), pois 80% da AST sao encontradas nas mitocondrias, esta diferenca tem auxiliado no
diagndstico e progndstico de doencas hepdticas (BURTIS; ASHWOQOD, 1998). As
aminotransferases ALT e AST normalmente estdo presentes no soro em baixa concentracao
(KAPLAN, 1987), e embora sejam enzimas sugestivas de hepatopatias ndo sdo produzidas
unicamente no tecido hepatico apresentando distribui¢do em diferentes 6rgaos (ADRIOLO;
BORGES, 1989). O aumento das aminotransferases pode ser ocasionado por diversos fatores,
devido a grande sensibilidade destas enzimas a uma ampla gama de fatores que possam
promover alteracdo hepdtica ou extra-hepdtica. O aumento das aminotransferases pode
também decorrer da liberagdo de produtos de excrecdo-secrecdo que levariam ao aumento da
permeabilidade da membrana dos hepatdcitos causando o extravasamento destas enzimas na
circulacdo sanguinea (BERGMEYER et al., 1983).

Carvalho (1982) e Silva e Andrade (1989), apresentaram um estudo interessante no
modelo animal (N. squamipes), que participava da manutencdo do ciclo silvestre de S.
mansoni em uma area endémica. Os mesmos estudaram as alteracdes histopatoldgicas em
roedores naturalmente infectados por S. mansoni e nao relatam a formacdo de uma patologia
grave; estes autores comentaram que as lesdes hepaticas decorrentes da infec¢do no roedor
silvestres eram discretas, e sugeriram uma boa compatibilidade na relacdo Schistosoma-
Nectomys. No presente estudo, os resultados mostraram que N. squamipes naturalmente
infectados apresentaram uma efetiva resposta imunoldgica as alteragdes histopatolégicas
provocas por S. mansoni com pequenas variagdes, caracterizada pela presenca macica de
infiltrados leucocitdrios e células mononucleares macréfagos (muitas vezes carregados de
pigmento amarelo ouro), na formagdo de diferentes estigios de desenvolvimento dos
granulomas hepéticos.

Costa-Silva et al. (2002) trabalharam com N. squamipes infectados naturalmente e
experimentalmente por S. mansoni. Segundo os autores, os granulomas hepdticos, com
pequenas variagdes, mostravam uma tendéncia genética a criagdo de forte resposta de
macréfagos a pequenos granulomas. No presente estudo, as alteragdes histopatoldgicas tanto
qualitativas quanto quantitativas foram menores nos animais infectados naturalmente quando
comparados aos seus grupos experimentais. Isto sugere que a intensidade de resposta da
infeccdo depende da espécie de animal utilizada, da cepa de S. mansoni, bem como a
quantidade de cercarias, pois a variabilidade dos indculos interfere mais com a quantidade do
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que com a qualidade das alteracdes patoldgicas. Adicionalmente, o estado nutricional e a
forma de manejo dos hospedeiros vertebrados utilizados como modelo de estudo influenciam
sobremaneira a resposta a infeccdo por S. mansoni. Os resultados aqui apresentados nos
levam a uma reflexao acerca dos reais efeitos da infecc@o por S. mansoni sobre a fisiologia de
seu hospedeiro vertebrado no ambiente natural, evidenciando padrdes de respostas
completamente diferentes entre animais mantidos em condi¢cdes de laboratério e aqueles
mantidos em condic¢des naturais.

Em conclusdo, mesmo com as alteragdes histoldgicas observadas, estas ndo foram
suficientes para induzir mudancas significativas na atividade da aminotransferase AST dos
animais infectados naturalmente por S. mansoni, os quais exibiram a mesma variacao
metabdlica quando comparados com o grupo nao infectado de campo. Um aumento na
atividade da ALT plasmatica foi observado entre os roedores infectados naturalmente em
relacdo ao controle de laboratério. Os resultados aqui observados, permitem a sugerir o
desenvolvimento de uma adaptagdo fisiologica na natureza na relacdo parasito-hospedeiro
entre o roedor silvestre N. squamipes e o parasito S. mansoni. Um dos aspectos mais
importantes do presente estudo foi avaliar pela primeira vez a influéncia da infeccdo de S.
mansoni em N. squamipes infectados naturalmente, sob o ponto de vista bioquimico em nivel
hepdtico. Além disso, atualmente, a esquistossomose mansonica pode ocorrer na natureza em
ciclos bioldgicos independentes da presenca do homem, sendo o roedor N. squamipes um dos
principais hospedeiros nao-humano para este parasito, permitindo a sua manuten¢do na
natureza, com um ciclo silvestre e enfatiza sua importancia como reservatério de S. mansoni
potencializando sua transmissdo, constituindo um ponto de entrave nos programas de
controle, uma vez que os roedores podem se tornar fonte de infeccdo para hospedeiros
humanos, apds o tratamento destes pacientes, levando a sua reinfec¢do, o que torna
importante a utilizacdo destes hospedeiros como indicadores biolégicos da infec¢do nos
programas de controle eco-epidemioldgico.
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6 CONCLUSOES

Considerando os principais resultados obtidos, foi possivel concluir que:

A infeccdo natural de S. mansoni em N. squamipes induziu altera¢des histopatoldgicas
caracterizadas por reacdes granulomatosas em diferentes fases de desenvolvimento com
poucas dreas de fibrose evidente nas lesdes granulomatosas mais cronicas.

Mesmo com as alteracdes causadas por S. mansoni no parénquima hepético de N.
squamipes, estas ndo foram suficientes para induzir mudancas significativas no perfil
glicémico (glicogénio hepdtico e glicose plasmaticos), na atividade das aminotransferases
(AST e ALT) e nos contetidos de bilirrubina (fragdes direta e total) dos animais infectados
naturalmente por S. mansoni, que exibiram variacdes metabdlicas semelhantes quando
comparados com o grupo nao infectado de campo.

Os resultados aqui observados sugerem que no municipio de Sumidouro ocorreu um
desenvolvimento de uma adaptacdo fisioldgica na natureza na relagdo parasito-hospedeiro

entre o roedor silvestre N. squamipes e o parasito S. mansoni.

RECOMENDACAO DE PESQUISA

Schistosoma mansoni pode ocorrer na natureza em ciclos bioldgicos silvestres
independentes da presenca do homem. Sendo o roedor N. squamipes um dos principais
hospedeiros ndo-humanos para este parasito, e por isso utilizado como modelo alternativo em
estudos de esquistossomose, enfatizando a importancia ecolégica do roedor silvestre N.
squamipes como reservatorio de S. mansoni potencializando sua transmissao e, dessa forma,
constituindo um ponto de entrave nos programas de controle, uma vez que os roedores podem
se tornar fonte de infeccdo para hospedeiros humanos, apds o tratamento destes pacientes,
levando a sua reinfeccdo. Comprovando a importancia destes hospedeiros como indicadores

bioldgicos da infec¢do em programas de controle eco-epidemiolégico.
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