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RESUMO

LIMA, K.M. Associacdo entre esquistossomose mansdnica e infec¢cbes microbianas:
estudo da translocacdo microbiana em camundongos na fase cronica, submetidos a
esplenectomia. 2012. Programa de Poés-Graduacdo em Medicina Tropical. Centro de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Pernambuco.

INTRODUGCAQ: Translocacdo bacteriana (TB) é a passagem de micro-organismos
vidveis ou endotoxinas através da mucosa e lamina prépria do trato digestério para 0s
linfonodos mesentéricos e outros érgdos. Para que TB ocorra ha necessidade da existéncia
isolada ou em conjunto de fatores como queda da imunidade, alteracdo da microbiota e
quebra da barreira defensiva da mucosa intestinal. Apesar dos indmeros relatos sobre
doencas bacterianas em esquistossomdticos, ndo foram encontrados trabalhos que
elucidem a presenca da TB, consequentemente, infeccdo e sepse na doenga cronica,
mesmo apoOs esplenectomia. A esquistossomose pode provocar, além de alteracBes no
sistema imunolégico, dano ao intestino, sistema porta e linfonodos mesentéricos. Sexo e
reducdo na evolucdo ponderal podem influenciar na resposta inflamatoria contra
Schistosoma mansoni e favorecer infeccbes secundarias. OBJETIVOS: Compreender as
causas das coinfec¢Oes, considerando a TB e a influéncia da doenca cronica na resisténcia
ou susceptibilidade as infeccdes secundarias por componentes da microbiota intestinal, em
camundongos esquistossomoticos machos e fémeas, submetidos ou ndo a esplenectomia.
MATERIAIS E METODOS: Camundongos Swiss webster (Mus musculus)
(40fémeas/40machos) com 35 dias de nascidos foram divididos em dois grupos:
esquistossomoticos (20machos/20fémeas) e controles (20machos/20fémeas). Noventa dias
ap6s a exposicdo cercariana, 20 camundongos esquistossométicos (10machos/10fémeas) e
20 controles (10machos/10fémeas) foram submetidos a esplenectomia total convencional.
Os animais foram pesados apos 35, 80 e de 125 a 132 dias de nascidos, quando foram
eutanasiados para estudo da translocacdo bacteriana, andlises da microbiota e morfometria
intestinal. Para estudo da TB, foram coletados sangue periférico e da wveia porta,
fragmentos de o&rgdos e linfonodos mesentéricos. Para a microbiota, as fezes foram
coletadas da regido média do intestino delgado. Segmentos desta regido foram seccionados
transversalmente e longitudinalmente para andlise morfométrica. RESULTADOS: Na
comparacdo entre camundongos esquistossomoticos e controles, as fémeas infectadas
apresentaram maior carga parasitaria e indice esplénico. Ocorreu diminuicdo da evolucao
ponderal nos esquistossomoticos (p<0,05), que apresentaram maior Vvariedade e
quantidade de coldnias bacterianas nas coproculturas. Houve reducdo na altura e area das
vilosidades e do perimetro da superficie da mucosa no grupo esquistossomose (p=0,004,
0,003 e <0,001, respectivamente). Nas culturas, o controle apresentou negatividade em
sangue, figado e baco, e 30% (20%fémeas/10%machos) positividade em linfonodos
mesentéricos. Todas as fémeas esquistossomdticas apresentaram bactérias em linfonodos
mesentéricos, 60% em sangue porta, 50% em figado/baco, e 30% em sangue periférico.
Os linfonodos mesentéricos de 70% dos machos esquistossomoticos apresentaram
positividade, sangue porta (30%), figado/baco (20%) e nenhuma em sangue periférico.
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Em relacdo aos camundongos esplenectomizados, machos e fémeas apresentaram
reducdo da evolucdo ponderal, do 125° ao 132° dia de nascidos (p<0,0001); apresentaram
maior prevaléncia de coproculturas positivas, tanto com relacdo a densidade bacteriana por
espécies, quanto ao numero de unidades formadoras de coldnias (UFC). A analise
morfométrica duodenal revelou reducdo na altura e area das vilosidades de machos e
fémeas esplenectomizados, quando comparado aos respectivos controles (p<0,0001). Os
machos esplenectomizados apresentaram maiores taxas de TB. Na comparagdo entre 0s
camundongos  esquistossomoticos  esplenectomizados e ndo-esplenectomizados,
ocorreu maior reducdo de peso nos esquistossomoticos esplenectomizados (p<0,0001). No
estudo da microbiota intestinal, foi observado aproximadamente as mesmas quantidades
de colbnias quando comparamos estes grupos, com diferenca apenas para Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae. Ndo houve reducdo na altura e
area das vilosidades e do perimetro da superficie da mucosa entre esquistossométicos
esplenectomizados e ndo-esplenectomizados. Os camundongos — esquistossomaticos
esplenectomizados apresentavam-se bastante debilitados, e com maiores taxas de TB e
sepse, inclusive por duas espécies bacterianas, gram-positivas e gram-negativas.
CONCLUSOES: Esquistossomose cronica modifica a evolugdo ponderal, morfometria e
microbiota intestinal de camundongos e podem favorecer translocacdo, migragéo e sepse,
principalmente em fémeas, podendo estar relacionada ao maior parasitismo e alteracdes
imunologicas. Além disso, a asplénia aumenta a suscetibilidade a TB, e
consequentemente, doencas de origem séptica. Peso, sexo, microbiota intestinal e
alteracdes da morfometria duodenal podem influenciar na ocorréncia deste fenémeno.

PALAVRAS-CHAVES: esquistossomose, esplenectomia, translocacdo bacteriana,
sepse, linfonodos mesentéricos.
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Postgraduate Program in Medicina Tropical. Centro de Ciéncias da Salde, Universidade
Federal de Pernambuco.

INTRODUCTION: Bacterial translocation (BT) is the passage of viable micro-organisms
or endotoxins through the mucosa and lamina propria of the gastrointestinal tract to the
mesenteric lymph nodes and other organs. For the occurrence of TB is necessary existence
of isolated or combined changes in immunity, microbes and the mucosal defensive barrier.
Despite numerous reports of bacterial diseases in schistosomiasis, there are no studies that
elucidate the presence of BT, therefore, infection and sepsis in chronic disease, even after
splenectomy. Schistosomiasis can cause, in addition to alterations in the immune system,
damage to the intestine, portal and mesenteric lymph nodes. Sex and weight can influence
the inflammatory response against Schistosoma mansoni and favor secondary infections.
OBJECTIVES: To understand the causes of co-infections, BT and considering the
influence of chronic iliness in resistance or susceptibility to secondary infections by
components of the intestinal tract, both mice male and female with Schistosoma, such as
those undergoing splenectomy or not. MATERIALS AND METHODS: Swiss webster
mice (Mus musculus) (40female/40male) with 35 days after birth were divided into two
groups: schistosomiasis (20female/20male) and controls (20female/20male). Ninety days
after cercarial exposure, 20 mice with schistosomiasis (10female/10male) and 20 controls
(10female/10male) underwent conventional splenectomy. The animals were weighed after
35, 80 and 125 to 132 days after birth, when they were euthanized for study of bacterial
translocation, analysis of the microbiota and intestinal morphology. For the study of TB,
had collected peripheral blood and from the portal vein, fragments of organs and lymph
nodes. For microbiology, feces were collected from middle region of the small intestine.
Segments of this region were sectioned transversely and longitudinally for morphometric
analysis. RESULTS: Comparison between schistosomiasis and control mice, the
infected females had a higher parasite burden and spleen index. There was a decrease in
weight during schistosomiasis (p<0.05), which showed greater variety and quantity of
bacteria in the stool. There was a reduction in height and villus area and perimeter of the
mucosal surface in the schistosomiasis group (p=0.004, 0.003 and <0.001, respectively).
In cultures, the control showed negativity in blood, liver and spleen, and 30%
(20%females/10%males) positivity in lymph nodes. All schistosomotic females showed
bacteria in mesenteric lymph nodes, 60% in portal blood, 50% in liver/spleen, and 30% in
peripheral blood. The mesenteric lymph nodes of 70% of males with schistosomiasis were
positive, portal blood (30%), liver/spleen (20%) and none in peripheral blood. In relation
to splenectomized mice, males and females had reduced weight gain, the 125th of the 132
days after birth (p<0.0001), had higher prevalence of positive fecal cultures, both with
respect to bacterial density by species, on the number of colony forming units (CFU).
Morphometric analysis revealed duodenal reduction in height and area of the villi of male
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and female splenectomized compared with  respective controls  (p<0.0001).
Splenectomized males had higher rates of BT. In comparing the mice with
schistosomiasis splenectomized and non-splenectomized, a greater weight reduction in
schistosomal (p<0.0001). In the study of intestinal microbiota, was observed
approximately the same amounts of colonies when comparing these groups, with
difference only for Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and Klebsiella
pneumoniae. There was no reduction in height and villu area and perimeter of the mucosal
surface  between splenectomy schistosomal and non-splenectomized  schistosomal.
Splenectomized mice with schistosomiasis were relatively weak and higher rates of BT
and sepsis, including two bacterial species, gram-positive and gram-negative.
CONCLUSIONS: Chronic schistosomiasis alters the weight, morphometry and intestinal
tract of mice and may promote translocation, migration and sepsis, especially in females,
which may relate to higher parasitism and immunological changes. In addition, asplenia
increases susceptibility to BT, and consequently, diseases of septic origin. The weight,
gender, intestinal microbiota and changes in duodenal morphometry may influence the
occurrence of this phenomenon.

KEYWORDS: schistosomiasis, splenectomy, bacterial translocation, sepsis,
mesenteric lymph nodes.
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“Seja a mudanca que vocé deseja ver no mundo.”

Mahatma Gandhi



1. INTRODUCAO

Translocagdo € a passagem de micro-organismos viaveis ou endotoxinas através da
mucosa e lamina propria do trato digestorio para os linfonodos mesentéricos e outros
orgdos (WIEST, RATH, 2003). Esse fendmeno tem sido associado a candidemias,
bacteremias e a sindrome da faléncia de mdltiplos 6rgdos e sistemas (NIKITENKO,
STADNIKOV, KOPYLOV, 2011). Os mecanismos que controlam a translocacdo
dependem de milltiplos fatores relacionados ao micro-organismo e ao hospedeiro.
Acredita-se que, para ocorrer a passagem de bactérias e endotoxinas da luz intestinal para
corrente sanguinea, haja necessidade da existéncia isolada ou em conjunto de uma queda
da imunidade do paciente, uma alteracdo da microbiota e também, uma quebra da barreira
defensiva da mucosa intestinal (MARCHETTI etal.,, 2011; NIEVES et al., 2011).

No caso das bactérias aerobias gram-negativas, a translocacdo pode ocorrer com
certa facilidade, até mesmo em individuos ndo injuriados, com enterdcitos intactos. As
anaerobias translocam apenas em situacfes em que o intestino se encontra estruturalmente
danificado. Além disso, bactéria intestinal pode causar doenca sisttmica em individuos
imunodeprimidos sem outras condigdes associadas. Levando a crer que disfungdo imune
promove primariamente translocacdo bacteriana (WIEST, RATH, 2003). Para fungos, o
processo de passagem de micro-organismos também pode ser porta de entrada para
candidemia e choque septico, principalmente em pacientes imunodeprimidos (COLOMBO
et al, 1996; NUCCI, ANAISSIE, 2001; SUZUKI et al., 2007). Contudo, a translocagao
de leveduras via trato digestorio ainda ndo esta totalmente estabelecida.

A esquistossomose, como agente facilitador de doencas bacterianas, encontra-se
bem documentada na associacido com gram-negativos (BOUREE, BOTTEREL,
ROMAND, 2002; MUNIZ-JUNQUEIRA, TOSTA, PRATA, 2009). Porém, alguns
estudos descrevem a interacdo da esquistossomose com bactérias gram-positivas
(TEXEIRA et al., 2001; SANCHEZ-OLMEDO et al., 2003) e com micobactérias (ELIAS
et al, 2005). Os esquistossomoticos podem apresentar drenagem prejudicada por acédo
mecanica, traumatica, irritativa e espoliativa dos parasitos adultos que se alimentam de
sangue e obstruem 0s vasos. A acdo traumatica dos vasos mesentéricos deve-se também
aos ovos espiculados que os atravessam pelo intestino e sdo expelidos nas fezes
(WILSON, 2009). Na literatura pesquisada, apesar dos inimeros relatos sobre doencas
bacterianas em esquistossomdticos, ndo foram encontrados trabalhos que esclarecam as
dividas a respeito da presenca da translocacdo microbiana, infeccdo e sepse na
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esquistossomose mansdnica. Mesmo sabendo que o Ultimo pode provocar, além de
alteracdes no sistema imunologico, dano ao intestino, sistema porta e linfonodos
mesentéricos. Em 2005, FERRAZ et al., evidenciaram a prevaléncia de bactérias aerobias
em linfonodos mesentéricos de pacientes com a doenca cronica; e concluem que presenca
bacteriana poderia ser consequéncia da translocacdo, processo crucial nas complicacdes
infecciosas poOs-operatoria.

Em camundongos infectados por Schistosoma mansoni foi demonstrado a secrecdo
de citocinas Thl pelas células hepaticas antes da postura dos ovos, com aumento da Th2
devido a presenca de antigenos dos ovos, com decréscimo na secre¢do de IFN-y e IL-2,
coincidindo com elevacdo de IL-4 e IL-5 (CALDAS et al, 2008; SCHRAMM, HASS,
2010). A IFN-y estimula a destruicdo intracelular de micro-organismos pelas células
fagociticas, assim, a resposta Thl constitui resposta normal as infeccdes bacterianas,
fingicas e virais conferindo resisténcia (CARVALHO et al, 2003; LEVINSON, 2010).
Ao contrério, a resposta Th2 associa-se com hipersensibilidade, pois a IL-4 estimula a
producdo de IgE pelas células B e a IL-5, a proliferacdo de eosindfilos (PEARCE,
MACDONALD, 2002). Desta forma, na esquistossomose crbnica ocorre predominio da
resposta imunolégica do perfil Th2, que se sobressai a resposta Thl, que poderia provocar
imunodeficiéncia relativa e facilitar a translocagdo bacteriana.

As evidéncias de imunodepressdo provocadas pela esquistossomose em modelo
experimental sempre foi objetivo em pesquisas (FERRAZ et al, 1993; ELIAS et al,
2005). Em contra partida, alguns trabalhos demonstram que o aumento dos niveis de IgM
e 1gG na forma hepatoesplénica, pode ser, pelo menos parcialmente, responsavel pela
maior resisténcia a sepse em esquistossométicos (KELLERMEYER et al, 1973;
CAPRON, DESSAINT, 1992). Mesmo ap0s a esplenectomia, 0s pacientes ndo
desenvolvem quadros sépticos graves, principalmente no periodo pos-operatdrio, assim
como ndo ha registro de tais complicacbes, de forma significativa, durante a histéria de
sua afeccdo (PETROIANU, PETROIANU, 2003). Na literatura, a Unica explicacdo para
esse fato é que mesmo na auséncia do baco, as defesas imunolégicas dos pacientes
parecem ser preservadas (PETROIANU, ANTUNES, 2003). Entretanto, para BRANDT et
al.  (2005), a esplenectomia parece remover uma fonte importante de
macrofagos/mondcitos do local de processamento de reacBes imunes. A producdo
reduzida de O, em esplenectomizados pode ser um dos fatores implicados na resposta
deficiente do hospedeiro as infeccbes. Desta forma, ndo se sabe ao certo se a

esquistossomose favorece a translocagdo microbiana e sepse ou se, em virtude de sua
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resposta imunoldgica caracteristica, protege o hospedeiro vertebrado contra esse processo
e suas consequéncias.

Sabe-se que o sistema endocrino pode influenciar o curso da infeccdo parasitaria
por modular o sistema imune, mas também pode ser explorado pelo parasito, para manter
sua sobrevivéncia (ESCOBEDO et al., 2005). Em virtude destes fatos, a habilidade dos
hormdnios em afetar o sistema imunoldgico dirigido contra agentes infecciosos tem
recebido maior atengdo. A infeccdo por S. mansoni diminui as concentracdes plasmaticas
de LH e testosterona, fazendo com que 0s homens apresentem elevada resposta pro-
inflamatoria, resposta humoral, perfil Thl e Th2. Consequentemente, estes individuos
apresentam maior resposta inflamatoria contra S. mansoni, desenvolvendo a forma mais
grave da doenca, com sintomas como hepatoesplenomegalia (REMOUE et al, 2001;
NAUS et al., 2003).

Diante do grande numero de pacientes esquistossomoticos na fase cronica; bem
como a existéncia das evidéncias sobre a associacdo com infec¢bes bacterianas, torna-se
clara a necessidade do desenvolvimento de estudos que visem auxiliar a elucidacdo das
alteracdes provocadas pelo S. mansoni no hospedeiro vertebrado. Faz-se indispensavel a
compreensdo a respeito das causas das coinfeccOes, considerando a translocacéo
bacteriana e a influéncia da doenga cronica na resisténcia ou susceptibilidade as infecgdes
secundarias por componentes da microbiota intestinal, tanto em esquistossométicos

machos ou fémeas, como naqueles submetidos ou ndo a esplenectomia.
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“Os pescadores sabem que o mar é perigoso e a tormenta, terrivel.

Mas este conhecimento ndo os impede de fazer-se ao mar.”

Vincent Van Gogh



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 ESQUISTOSSOMOSE
2.1.1 Aspectos epidemioldgicos

Dentre as esquistossomoses, a mansonica, helmintiase do sistema vascular
mesentérico, causada pelo Schistosoma mansoni, é considerada a mais importante por sua
grande disseminacdo. No Brasil, essa endemia se constitui em um dos mais Ssérios
problemas de salde pulblica (KATZ, ALMEIDA, 2003). A area endémica mais importante
esta localizada em uma faixa de terra continua ao longo do litoral, atingindo os estados de
Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe na regido Nordeste,
Espirito Santo e Minas Gerais na regido Sudeste (BRASIL, 2009). Estima-se que 25
milhdes de pessoas vivem em areas sob risco de contrair a doenca. Segundo a Portaria da
Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Salde (SVS/MS), acredita-se que o
numero de pessoas infectadas seja muito maior que 0 nimero de casos registrados, apesar
de ser uma doenca de notificacdo compulséria nas areas ndo endémicas (TELES, 2005;
BRASIL, 2009).

A mortalidade por esquistossomose mansbnica ocorre, principalmente, em
decorréncia das manifestagbes clinicas da fase cronica da doenca. FERREIRA, SILVA
(2007), que analisou os dados obtidos no Brasil entre os anos de 1980 e 2003, revelou
reducdo de 62,9% na mortalidade, porém essa reducdo ndo foi uniforme ao longo dos
anos, sendo a regido Nordeste aquela que concentrou a maior distribuicdo percentual dos
Obitos (62,3%). Estudo realizado por RESENDES et al. (2005) mostra reducdo da
gravidade da esquistossomose, confirmada pela diminuicio do ndmero de internacfes
hospitalares e Obitos pela doenca, 0 que ndo significa dizer que essa endemia esta sob
controle em Pernambuco. Inquérito realizado na Zona da Mata, em 2006, detectou preva-
Iencia média de 14,4% para esse Estado (BARBOSA et al, 2006). No periodo de 1998 a
2007, a presenca de parasitados foi observada em 19 unidades federadas, em todas as
regides do pais, com uma média de 1.059 internacdes e 491 dbitos (CARMO, 2009). Ja
em 2009, dos 496 casos de Obitos por esquistossomose no Brasil, 323 foram no Nordeste,
principalmente em Pernambuco (153 casos), significando prevaléncia média de 30,8%
(BRASIL, 2011) (FIGURA 1).

Apesar de algumas acBes de controle para esquistossomose serem realizadas no

Brasil, os danos fisicos gerados por essa doenca ainda incapacitam grande nimero de
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pessoas em todo o pais, principalmente no Nordeste (FERREIRA, SILVA, 2007).
ARAUJO et al, (2006) detectaram 12 casos de mielorradiculopatia esquistossomotica
atendidos no Instituto Materno Infantil Professor Fernando Figueira (IMIP) entre 2000 e
2004. Desde a década de 1990, tem-se observado a expansdo da esquistossomose para
areas urbanas litoraneas e Regido Metropolitana do Recife (RMR), com quatro casos
agudos da doenca registrados na Praia de Itamaraca (GONCALVES et al, 1992;
BARBOSA et al., 2000; BARBOSA et al. 2004), e um surto epidémico na Praia de Porto
de Galinhas, com 662 casos da forma aguda da doenca (BARBOSA et al., 2001), além dos
focos de moluscos vetores que vém surgindo no litoral e RMR (SAMICO, 1989).

Desta forma, fazem-se necessarios, associado as medidas de controle, novos estudos
no sentido de melhor se conhecer a infeccdo e a dindmica das interacbes hospedeiro-
parasito. Além disso, entender a associacdo com outros processos infecciosos, a fim de
obter estratégias que busquem novos instrumentos de controle da doenca e de suas agdes

no organismo humano; e assim, diminuir a morbidade e mortalidade pelo agente.
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*Mortalidade 2009 — dados suieitos & revisdo
** Internacdo hospitalar 2010  situagdo em 01/03/ 2011 (sujeita a novas atualizagdes)

FIGURA 1 - Taxa de mortalidade e internagdo por esquistossomose. Brasil 1990-2010

FONTE: MS/SIM, SIH/SUS
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2.1.2 Ciclo bioldgico

O ciclo evolutivo do S. mansoni é formado por duas fases, uma que ocorre no
hospedeiro intermediario, caramujo Biomphalaria, e outra que ocorre no hospedeiro
definitivo, homem ou outro vertebrado (FIGURA 2). Este helminto possui um complexo
ciclo de vida, no qual interage extremamente com seus respectivos hospedeiros e com o
meio ambiente em que vive. As fases evolutivas consistem em ovo, miracidio,
esporocistos, cercéria, esquistossdbmulo e verme adulto, sendo o miracidio e a cercéria as
duas formas larvarias de vida livre no meio aquatico (FIGURA 3). Os vermes adultos
habitam preferencialmente as vénulas do plexo hemorroidério inferior e as ramificagdes
das veias mesentéricas do hospedeiro vertebrado, especialmente a mesentérica inferior,

onde migram para submucosa intestinal, e a fémea faz a oviposicdo. Cada fémea pde, em

média, 300-400 ovos/dia, os quais levam cinco dias para amadurecer (NEVES et al.,
2005).

Host-derived mediators
(TGE-, IL-7, TNF 7)

Adult fermale

Portal veln

Intestine

Fresh water

@/@ 9%

(2800 im) 99 |

Snail (~180 pm)
Intermachate host

FIGURA 2 - Ciclo biolégico da Esquistossomose.

FONTE: Adaptado de PEARCE, MACDONALD, 2002.
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SCIENCEPhOtOLIBRA NCEphOtOLIBRARY
FIGURA 3 — Fases evolutivas do Schistosoma mansoni. A. Ovo de S. mansoni em tecido

hepéatico. B. Miracidio. C. Cercéria. D. Verme adulto.

FONTE: SCIENCE PHOTO LIBRARY.

Parte dos ovos atravessam a parede dos vasos, a lamina propria do epitélio
intestinal, chegando a luz do intestino, em um periodo de seis dias, e sdo eliminados junto
com as fezes. No momento em que as fezes entram em contato com cole¢fes de agua, sob
influéncia de luminosidade, temperatura e oxigenacdo, 0s ovos maduros eclodem,
liberando o miracidio, que nada ativamente ao encontro do hospedeiro invertebrado
(género Biomphalaria). Ao penetrar nas partes moles do caramujo, 0 miracidio sofre uma
reorganizacdo celular, dando origem aos esporocistos, que por poliembrionia, origina 0s
esporocistos-filhos, e estes tem a capacidade de originar cercarias e outros esporocistos-
filhos (CARVALHO, COELHO, LENZI, 2008). Um Unico miracidio pode formar de 100
a 300 mil cercérias, com sexo determinado (OLDS, DASARATHY, 2000).

Os moluscos iniciam a eliminagcdo das cercérias 4-6 semanas ap6s a infecgdo, pela
formacdo de vesiculas em seu epitélio. As cercérias penetram ativamente pela pele ou
mucosas integras do hospedeiro que esteja em contato com a agua, através da acdo litica

de enzimas e pela acdo mecénica dos seus movimentos. Apds atravessarem a pele, 0s
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corpos cercarianos passam por uma série de mudancas morfologicas, bioquimicas e
antigénicas, passando a ser chamado de esquistossomulos, Ultimo estdgio larvario do
parasito. Os esquistossomulos penetram nos vasos sanguineos e linfaticos e aqueles que
ndo forem eliminados pelo sistema imunolégico do hospedeiro migram para os pulmdes,
de onde sdo distribuidos para os outros Orgdos. A maioria deles alcanca o figado, onde
atinge a maturidade sexual no sistema venoso portal. Neste local, os vermes acasalam e
migram para as veias mesentéricas onde iniciam a oviposicdo, completando assim, o ciclo
evolutivo do S. mansoni (WILSON et al., 2007; CARVALHO, COELHO, LENZI, 2008).

No hospedeiro vertebrado, o verme adulto vive em média, 3-5 anos, mas pode
alcancar 30 anos. O ciclo sexuado ocorre em cerca de 45 dias, e vai desde a penetracdo das
cercarias até a eliminacdo de ovos nas fezes. O potencial tedrico de reprodugdo de um par
de vermes é de aproximadamente 600 bilndes de parasitos (GRYSSELS et al., 2006). No
hospedeiro intermediério, o ciclo € assexuado, e a duracdo é aproximadamente a mesma
da fase sexuada (KATZ, ALMEIDA, 2003).

2.1.3 Manifestac6es clinicas

Os sintomas apresentados pela esquistossomose dependem da cepa, carga
parasitaria, idade, estado nutricional e resposta imune do paciente (NEVES et al., 2005). A
esquistossomose se desenvolve em duas fases, aguda e crbnica. Esta Ultima pode
apresentar trés formas clinicas: intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica (REY, 2001).
Logo apdés o contato infectante, alguns individuos se queixam de manifestacdes
pruriginosas na pele, dermatite cercariana, decorrente da morte de até metade das cercérias
que penetraram na pele, com intensidade e duracdo de 24-72 horas pés-infec¢do, podendo
estender-se por 15 dias; muitas vezes ndo reconhecidas em &reas endémicas (BOTTIEAU
et al., 2006). O desaparecimento dos sinais cutaneos corresponde ao periodo de incubacéo,
que pode durar de 4 a 8 semanas, quando ha o desenvolvimento dos esquistossémulos
(DOMINGUES, DOMINGUES, 1994).

O paciente pode desenvolver a fase aguda da doenca, caracterizada por febre alta,
mal estar, astenia, urticaria, tosse, anorexia, nauseas, vomitos, mialgias, cefaléia e diarréia.
Em virtude desses sintomas também ocorrerem em varias outras doencas infecciosas e
parasitarias, o quadro clinico pode ndo sugerir o diagnostico. O exame fisico pode detectar
abdome distendido e doloroso, com figado e baco aumentados (LAMBERTUCCI, 2010).
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Essas manifestacdes da fase aguda ndo sdo evidenciadas em moradores de areas
endémicas, que apresentam a forma assintomatica da doenca, ela € mais comum em
turistas, viajantes e pessoas expostas acidentalmente a transmissdo (HATZ, 2005). A fase
aguda pode durar, em média, 30 a 60 dias, desaparecendo quando o paciente é submetido a
tratamento especifico ou podendo evoluir para a fase cronica, caso ndo haja tratamento
(LAMBERTUCCI, 2010).

A fase cronica ndo ocorre devido aos vermes adultos, mas sim aos ovos que se
prendem aos tecidos durante a migracdo peri-intestinal; ou apds embolizacdo do figado,
baco, pulmdes e sistema cérebro-espinhal, provocando inflamacdo eosinofilica e reacéo
granulomatosa, que gradativamente da lugar a depositos fibroticos (CHEEVER et al.,
2000). A doenca resulta de deposicdo macica de coldgeno nos espagos periportais,
induzindo a Fibrose de Symmers. Quando ha comprometimento das funcGes e aumento do
volume do figado e do bago, ocorre a forma hepatoesplénica da doenca, na qual sdo
observadas alteracbes anatdmicas, fisiopatoldgicas e clinicas, resultantes das lesbes
teciduais provocadas pelos ovos do parasito (MELO, COELHO, 2005). Nessa fase, ha
pacientes gque permanecem na sua forma clinica estacionaria ou compensada, conservando
um bom estado geral, com sintomatologia de pequena intensidade. Outros, porém,
evoluem para as formas mais graves ou descompensadas apresentando bloqueio intenso,
causados pelo grande ndmero de depositos fibréticos, que reduz o fluxo sanguineo do
territorio drenado pela veia porta. O baco aumenta de volume, em grande parte devido a
congestdo da veia esplénica do sistema porta, bem como devido a hiperplasia das células
do sistema macrofégico-linfocitario, com diferenciacdo plasmocitiria e producdo de
imunoglobulinas, em virtude da presenca de grande quantidade de substancias antigénicas
(REY, 2001). Em infecgdes por S. mansoni, 0 processo fibrotico pode levar de 5-15 anos
(DESSEIN et al., 1999) (FIGURA 4).

A doenga ainda pode acarretar lesdes cardiopulmonares e glomerulonefrite
(BARSOUM et al., 2004). LesGes no aparelho reprodutor de homens e de mulheres
também ocorrem em &reas endémicas, facilitando a transmissdo sexual de outras doencas e
podendo induzir infertiidade (POGGENSEE, FELDMEIER, 2001). Em revisdo
bibliografica, acerca das ocorréncias de casos agudos e crénicos da doenca no Brasil, de
1997 a 2006, evidenciou-se a escassez de pesquisas com enfoque nas formas clinicas da
esquistossomose mansénica, 0 que denota falta de interesse ou de estimulo a investigacdo

sobre o tema, por parte da comunidade cientifica. Como consequéncia, existe pouca

37



repercussdo sobre a gravidade da doenga esquistossomotica no Brasil e reduzidas politicas
de investimentos em saneamento basico e ambiental. Tais politicas teriam o poder de

minimizar a ocorréncia desse agravo, melhorando a qualidade de vida das populacBes
menos favorecidas (PORDEUS et al., 2008) (FIGURA 5).

FIGURA 4 - Mesentério na Esquistossomose. A. Presenca de varios nddulos observados
no mesentério e epiplon de paciente jovem com esquistossomose cronica durante

laparotomia exploratoria. B. Veia mesentérica de camundongo Swiss webster contendo
casal de vermes aduto.

FONTE: CARVALHO, COELHO, LENZI, 2008.

2.1.4 Imunomodulagédo

Os linfocitos, células da resposta imune adaptativa que reconhecem e respondem
especificamente a antigenos estranhos, sdo constituidos por subpopulacbes bem distintas
quanto as suas funcbes e produtos protéicos, ainda que todos parecam morfologicamente
semelhantes. Estas subpopulacbes correspondem aos linfocitos B, células produtoras de
anticorpos, e os linfécitos T, mediadores da imunidade celular. Os linfocitos T se
encontram subdivididos em populagBes distintas quanto & fungdo, das quais, as mais bem
definidas sdo as células T auxiliares (Th) ou CD4+ e as células T citotoxicas ou CD8+
(ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2008). O perfil Thl esta relacionado & secregdo das
citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y e IL-2), estando envolvida na
formacdo de infiltrado rico em neutrofilos polimorfonucleares (PMN), ativacdo de
macrofagos, protecdo contra bactérias intracelulares, eliminacdo de virus e fungos, além
da formacdo de granulomas. Por outro lado, no perfil Th2 sdo produzidas IL-4, IL-5, IL-6,
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IL-10 e IL-13, que estdo implicados, essencialmente, nas respostas imunoldgicas alérgicas,

protecdo contra infeccbes helminticas, e caracterizado por infiltrados ricos em eosinofilos,
mastdcitos e por aumento da sintese da IgE (STOCKINGER, BOURGEOIS, KASSIOTIS,

2006; ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2008).

Fforma cronica

Estado Forma aguda
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Neuroesquistossomose

Paraiba

Brito JFC & cols,, 2003 #

Pemambuco Barbosa €S e cols., 20014 ™ Brandt €T ¢ cols., 2003 ™
Barbosa C5 & cols,, 2001b " Mesquita GV e cols,, 2004
Brandt CT e cols., 2001 **
Brandt CT e cols., 2000 #
Mota LAA e cols,, 2003
Melo AAR e cols., 2003 **
Matos MAG, 2003 *
BrandtFT e cols,, 2003 2

Albuquerque CDC e cols., 2000 "7

Aradjo e cols., 2006 '°

Bahia - Andrade ZA « cols,, 19990
- Andrade ZA, 2004 M

- Andrade ZA, 1998 **
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Andrade Filho JS « cols,, 1998 2 -
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Figuelredo CM, 2003 *
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Peregrino AJP e cols., 20025 @
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FIGURA 5 - Distribuicdo dos artigos sobre esquistossomose
e formas clinicas (Lilacs, PubMed-MEDLINE e SciELO),
dezembro de 2006.

FONTE: PORDEUS et al., 2008.

segundo Estados brasileiros

entre janeiro de 1997 e

Na esquistossomose murina, a patologia é causada pelo perfil Th2, que aumenta

em virtude da resposta granulomatosa dirigida contra ovos do S. mansoni alojados no

figado. Citocinas da resposta Th2, como IL-4 e IL-13, induzem esta resposta, enguanto
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que a IL-10, IL-13Ralpha2, IFN-y e subconjunto de células T regulatorias (Tregs) limitam
a patologia causada pelo S. mansoni (PEARCE, MACDONALD, 2002) (FIGURAS 6).
Assim, a IL-10, produzida principalmente pelos clones Th2 foi associada a supressdo da
resposta Thl, sendo, portanto o perfil da resposta Th2 associado a protecdo e geracdo de
cronicidade das infeccGes esquistossomdticas por controlar a resposta granulomatosa ao
redor dos ovos (STADECKER, FLORES VILLANUEVA, 1994) (FIGURAS 7). Contudo,
carboidratos de glicoproteinas imunogénicas do ovo podem estimular a producdo de
imunoglobulinas das subclasses 1gG2 que caracteriza o perfil Thl (LANGLEY et al,
1994).

Segundo ARAUJO (1997), que avaliou o fendmeno de imunossupressdo especifica
em esquistossomaticos cronicos, células mononucleares de sangue periférico de 64% dos
pacientes apresentaram baixa resposta linfoproliferativa, e nenhum deles produziu IFN-y
para antigenos do Schistosoma “in vitro”. Por outro lado, estas células produziram IL-4,
IL-5 e IL-10 em resposta ao antigeno de verme adulto, demonstrando expansdo dos
linfocitos Th2. O mesmo padrdo de citocinas foi observado por GRZYCH et al. (1991)

estudando células esplénicas de camundongos infectados com S. mansoni.

Intensity of immune resporse

FIGURA 6 - Desenvolvimento da resposta imune durante a infeccdo pela

esquistossomose.

FONTE: PEARCE, MACDONALD, 2002.
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FIGURA 7 - Equilibrio entre o padrdo Thl/Th2 da resposta imune. APC = células
apresentadoras de antigenos; DTH = hipersensibilidade retardada.

FONTE: LAMBERTUCCI et al.,, 2001.

Dados da literatura indicam que a IL-10 é citocina amplamente regulatoria, pois se
opbe a sintese de IFN-y e IL-2, que sdo importantes para a proliferacdo de células T e a
ativacdo de macrofagos. A inibicdo da sintese dessas citocinas pela IL-10 parece ser
indireta, ou seja, ela agiria sobre as células apresentadoras de antigenos (APC),
especialmente mondcitos e macréfagos, inibindo a expressdo de moléculas do complexo
de histocompatibilidade principal do tipo 1l (MHC classe Il) e co-estimulatérias como B7-
2, 0 que resultaria na auséncia, ou diminuicdo, da apresentacdo dos antigenos e, por
conseguinte, falta de ativacdo celular e auséncia na producéo de IL-2 e IFN-y (MOORE et
al., 2001). O efeito da intensidade de infeccdo pelo S. mansoni sobre a producéo de IFN-vy,
IL-10 e IL-13 por PMN de individuos residentes em area endémica para este helminto foi
avaliado por SILVEIRA et al. (2004). Estes autores observaram que os niveis de IFN-y
diminuem gradualmente com o aumento da intensidade da infeccdo, que é decisiva para a
da sintese de IFN-y por IL-10 é que esta citocina é capaz de inibir a sintese de IFN-vy pelas
células Natural Killers (NK), mecanismo importante para a derivacdo da resposta
imunoldgica para o tipo Thl (KOS, ENGLEMAN, 1996).
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Estudos demonstraram que a inducdo de Thl e Th2 requerem envolvimento inicial
das células dendriticas, que sdo APC derivadas da medula 6ssea. As celulas dendriticas
sdo as Unicas capazes de capturar, transportar, processar € apresentar antigenos aos
linfocitos virgens para iniciar a resposta imune adaptativa (SHORTMAN, LIU, 2002).
Embora 0s mecanismos pelos quais 0s patdgenos virais, bacterianos ou protozoarios
interajam e ativem as células dendriticas estejam cada vez mais compreendidos, pouco se
sabe sobre como essas células reagem a organismos mais complexos, tais como
Schistosoma. Estudos tém investigado o impacto das células dendriticas sobre os antigenos
de diferentes fases da vida do ciclo do S. mansoni e revelaram um fendtipo de célula
dendritica bastante distinto ao de ativacdo convencional (WAKKACH et al, 2003;
STEINFELDER etal., 2009).

Outras células envolvidas na imunomodulacdo sdo as Tregs, categorizadas em dois
subtipos, as naturais e as adaptativas. As Tregs naturais se originam no timo, expressam 0
FoxP3 (“Forkhead Box P3” — fator de transcricdo que controla o desenvolvimento e a
funcdo das células Tregs), exibem um vasto repertorio de receptores (“T cell receptor” —
TCR) wvoltados para o reconhecimento de antigenos proprios e, pelo menos “in vitro”,
desempenham suas fungbes por mecanismos independentes de citocinas, envolvendo
interacdes diretas célula-célula (HSIEH et al, 2006). Por outro lado, as células Tregs
adaptativas (que incluem as Th3 e Trl) podem ou ndo expressar 0 FoxP3, sdo induzidas na
periferia e produzem citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-B, que podem
modular negativamente a resposta imune (TANG, BLUESTONE, 2006). Um perfil
caracteristico de células regulatérias do tipo Th3, produtora de IL-10/TGF-B foi
encontrado em resposta a injecdo de ovos de S. mansoni (MACGUIRK, MILLS, 2002;
SEWELL et al, 2003). MCKEE, PEARCE (2004) relataram que a supressdao de Thl em
camundongos esquistossomoticos estd relacionada com a producdo de células T CD4+,
que diferem entre si na expressdo da molécula CD25. As células CD4+CD25+, sdo as
Tregs naturais (FoxP3+) e produzem exclusivamente IL-10 que pode inibir a producdo de
IL-12 pelas células dendriticas e parecem ser necessarias para manutencdo da resposta
Th2.

E interessante notar que a essencial participacdo da IL-10, tendo como fonte a
producdo de células Tregs sob estimulo de antigenos de owvos, ndo foi evidenciada
(TAYLOR, MOHRS, PEARCE, 2006). Este dado sugere a participacdo de outros
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mecanismos para 0 controle da resposta Thl e Th2 pelas células Tregs no processo de

imunomodulacéo presente na esquistossomose.

2.1.5 Diagnéstico laboratorial

O diagndstico laboratorial da esquistossomose ocorre através da observacdo dos
ovos do parasito nas fezes (padrdao-ouro), ou pela detec¢do de anticorpos anti-Schistosoma
em testes imunologicos (FELDEMEIER, POGGENSEE, 1993). A observacdo dos ovos do
parasito € realizada com andlise qualitativa ou quantitativa. A analise qualitativa é feita
através da sedimentacdo espontanea dos ovos, método de Lutz ou método de Hoffman,
Pons e Janer (LUTZ, 1919; HOFFMANN, PONS, JANER, 1934). A avaliacdo
quantitativa da carga parasitaria, pelo método Kato-Katz, que se da com a clarificacdo da
amostra fecal por dlicerina e agua, facilitando a visualizacdo dos ovos (KATO,1960;
KATZ, CHAVES, PELLEGRINO, 1972). O método Kato-Katz é comumente utilizado na
pesquisa, pois permite a quantificacdo da infeccdo pela contagem dos ovos, usualmente

expressas por grama de fezes (ENGELS et al., 1996).

O oograma é utilizado para contagem de ovos de acordo com seu estadio evolutivo.
Quando as fémeas realizam a oviposicdo, estes ovos estdo imaturos (1° a 4° estadios), e
amadurecem ao longo de seis dias, quando sdo eliminados junto as fezes. Se 0s ovos ndo
chegam ao intestino para ser eliminados, morrem com 12 dias ap6s maturacdo, e tornam-
se invidveis. Desta forma, o oograma € muito utilizado para avaliagdo de novas drogas,
pois assim sua atividade pode ser observada em poucos dias pds-tratamento (SARVEL et
al., 2006).

Os métodos imunologicos sdo utilizados para demonstrar a resposta do organismo
hospedeiro & presenca de antigenos do parasito, devido a existéncia de anticorpos ou
reacOes alérgicas. Estes ensaios sdo sensiveis, porém ndo distinguem historia de exposicdo
de infeccdo ativa, além disso, pode haver reacdo cruzada contra helmintos, ndo sendo
facilmente utilizados na pesquisa (GRYSSELS et al., 2006). As técnicas mais empregadas
sdo: reacdo de fixacdo do complemento, reacdo periovular, reacdo cercariana,
imunofluorescéncia indireta, ELISA e reacdo intradérmica (teste alérgico) (REY et al.,
2001; NEVES et al., 2005).
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2.2 ESPLENECTOMIA

O baco é um 6rgdo de consisténcia mole, muito vascularizado, de coloragdo purpura
e com relativa mobilidade. Normalmente, apresenta grande variabilidade de tamanho,
forma e peso. Anatomicamente, localiza-se no hipocéndrio esquerdo, na regido sub-
frénica relacionada com as IX, X e Xl costelas. Entretanto, em 10% dos casos, 0 baco
pode ter localizacdo ectopica devido ao ndo desenvolvimento de seus ligamentos, podendo
estar presente em qualquer parte do abdome ou da pelve (MERRAN, KARILA-COHEN,
SERVOIS, 1984).

Varias funcbes de extrema importancia no organismo sdo desempenhadas pelo bago.
Dentre elas, a funcdo hematopoiética, presente normalmente na vida fetal, aparecendo no
adulto apenas em condicdes patoldgicas; a funcdo imunoldgica, produzindo tuftsina
(particula de alfaglobulina) e opsoninas relacionadas a ativacdo méxima dos leucocitos; a
funcdo de armazenamento de células sanguineas no seu parénquima, com posterior
liberacdo das mesmas na circulacdo, conforme as necessidades do organismo; a funcdo de
hemocaterese; a funcdo de regulacdo lipidica, através do sequestro de lipidios do interior
de macrofagos, além do metabolismo de bilirrubinas. O baco é o principal sitio que
responde contra antigenos presentes na circulacdo sanguinea, sendo, portanto considerado
um “filtro” do sangue (NICOLAS, 2004).

A esplenectomia é procedimento cirdrgico comum realizado principalmente em
casos de trauma, mas também usado para tratar varias doencas hematoldgicas,
imunologicas, metabdlicas e oncoldgicas. A literatura médica menciona outras indicacdes
para a esplenectomia como, por exemplo, hipertensdo portal, infeccbes parasitarias e
outras patologias esplénicas especificas, como hemangiomas, cistos e abscessos
(TRAETOW, FABRI, CAREY, 1980; PIMPL et al, 1989; LEWIS, SWIRSKY, 1996;
PHILLIPS, RADOSEVICH, LIPSETT, 1997).

A auséncia do baco ndo era considerada como fator de complicacdes graves, apesar
da morte por sepse apds esplenectomia ser conhecida desde o final do seculo XIX. Esse
procedimento era considerado benéfico e sem riscos para o doente. A medida que o bago
foi sendo estudado, percebeu-se a inutilidade de sua retirada na maioria dos casos e a
elevada morbimortalidade decorrente da asplenia a medio e longo prazo (PETROIANU,
2001; FERRAZ, 2003). Em revisdo feita por SINGER (1973) de 2.796 pacientes

esplenectomizados apontou para a incidéncia de 4,2% de sepse e mortalidade de 2,5%. O
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risco de sepse grave é sessenta vezes maior apos esplenectomia do que na populacdo em
geral. Essa situacdo é ainda pior em criangas, especialmente abaixo de dois anos de idade,
em idosos e em pacientes imunodeprimidos por diferentes doencas. Estima-se em 8% a
incidéncia de sepse fulminante nesses pacientes (SUMARAJU, SMITH, SMITH, 2001).
Segundo PIMPL et al, (1989), cerca de 6% a 9% dos esplenectomizados morrem de
complicacBes septicas, enquanto apenas 1% a 5% dos que possuem baco vao a Obito em
decorréncia de infecgdo. Alguns estudos demonstram a sepse fulminante em pessoas
jovens e previamente higidas (GUERRA et al, 1991; SAMURAJU, SMITH, SMITH,
2001; MARQUES, PETROIANU, 2003). A cirurgia nas criangas portadoras de
esquistossomose mansdnica inclui esplenectomia, ligadura da wveia gastrica esquerda e o
auto-implante de tecido esplénico no omento maior. A eficicia desse procedimento pode
ser responsavel pelo desaparecimento da sepse fulminante pos-esplenectomia neste tipo de
paciente (BRANDT et al., 2003).

A sepse poés-esplenectomia € causada principalmente por bactérias encapsuladas,
como pneumococos, meningococos e hemofilos influenza (COLE, FLAUM, 1992;
NORRIS, VERGIS, YU, 1996; TENNENBERG, SEPKOWITZ, 1996). Contudo, em
pacientes imunodeprimidos, incluindo os idosos, as infeccbes sdo provocadas, na grande
mioria, por bactérias gram-negativas, como Escherichia coli, Klebsiella e Pseudomonas
(PETROIANU, 2003). Estudos realizados por SPAETH et al. (1990), mostraram que a
esplenectomia ndo parece promover a translocacdo bacteriana no intestino de
camundongos. Também foi observado que este procedimento aumenta a resisténcia a
translocacdo bacteriana induzida por inoculagdo intraperitoneal de endotoxinas de
Escherichia coli. Devendo, entdo, a sepse pds-esplenectomia ser causada por inoculacéo
intranasal ou intravenosa (SCHWARTZ et al., 1982; LEEMANS et al., 1999).

A coagulacdo intravascular disseminada com puarpura fulminante (sindrome de
Waterhouse-Friderichsen) pode complicar as infeccbes de etiologia pneumocdcica ou por
outras bactérias, sendo mais grave nos pacientes esplenectomizados (COLE, FLAUM,
1992; NORRIS, VERGIS, YU, 1996). Viroses, herpes, micoses e doencas parasitarias, que
habitualmente sdo autolimitadas e de menor risco na populacdo em geral, nos pacientes
asplénicos podem assumir formas muito agressivas, com maior probabilidade de evolugéo
para Obito (LEWIS, SWIRSKY, 1996). Isso ocorre porque a esplenectomia implica em
deficiéncia da atividade das células monomacrofégicas, responsaveis pela aderéncia as

bactérias, seguida de fagocitose e destruicdo das mesmas, mediada pela geracdo de
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produtos microbicidas; além da diminuicdo dos niveis de IgM desde o primeiro més poés-
operatorio (TIMENS, LEEMANS, 1991)

Em estudos de ALBERTI et al. (2007) com sobrevivéncia relacionada ao sexo apds
esplenectomia em modelo animal, foi observado que o0s animais esplenectomizados
tiveram mortalidade subita elevada, mais frequente no primeiro més pds-operatério. Os
ratos morreram sem evidenciar prostracdo, inapeténcia ou adinamia, que pudessem sugerir
quadro infeccioso. A sepse também ndo pdde ser comprovada a necropsia. Na maioria dos
casos, 0s Obitos foram constatados no dia seguinte ou varias horas ap6s a morte dos
animais. Nessa situagdo, a necrobiose que se instalou dificultou a andlise microscépica ou
a validade da andlise bacteriologica. ALBERTI et al. (2007) observou, também, que as
fémeas murinas apresentaram maior resisténcia a asplenia e consequentemente menor

mortalidade que os machos.

Tendo em vista que o bacgo estimula e produz IgM, € esperada sua reducdo apos
esplenectomia. Contudo, estudo realizado por PETROIANU, ANTUNES (2003)
demonstraram que 0s niveis de IgM mantiveram-se elevados mesmo apés as
esplenectomias subtotal e total em humanos com esquistossomose. Esses achados também
foram descritos previamente (CURIEL et al.,, 1972; CAMUS et al., 1977; GUERRA et al.,
1991) e podem ser considerados como subsidio para explicar a reduzida taxa de infec¢do
encontrada nos pacientes esquistossomoticos esplenectomizados (PETROIANU, 2002;
PETROIANU, PETROIANU, 2003). Alguns estudos demonstram que mesmo na
esquistossomose associada a desnutricdo, ndo sdo observados nos pacientes, quadros
sépticos graves no periodo poOs-operatério, assim como ndo ha registro de tais
complicacBes, de forma significativa, durante a histéria de sua afeccdo (RESENDE et al.,
2002). Na doenca, essa opsonina media a acdo dos eosindfilos sobre os antigenos do
esquistossoma e seus ovos (BUTTERWORTH et al,, 1988). Portanto, pode-se considerar
que haja correlacdo direta entre os niveis dessa imunoglobulina e a gravidade da
esquistossomose (DUNNE et al., 1987). Por outro lado, no trauma, é bem conhecida a
queda dos niveis de IgM apds esplenectomia total (SCHUMACHER, 1970; GUERRA et
al, 1991). A diferenca entre os resultados das varias causas de esplenectomia sugere

respostas do sistema mononuclear fagocitario particulares a cada situacao.

Mesmo PETROIANU, ANTUNES (2003) concluirem que as esplenectomias
subtotal e total em pacientes esquistossomoticos sdo as responsaveis pelo aumento da IgM

e da IgA, e que mesmo na auséncia de baco, as defesas imunoldgicos dos pacientes
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parecem preservadas; em alguns estudos foram encontradas infeccbes bacterianas em
pacientes esquistossomoticos, causando sepse e bacteremias poOs-operatdrias ou nao
(NISHIOKA et a., 1992; FERRAZ et al., 1993; FERRAZ et al.; 2005). Desta forma, ha
necessidade de esclarecimento com estudos experimentais que possam evitar fatores de

confundimento.

2.3 DIFERENCAS IMUNOLOGICAS ENTRE OS SEXOS NAS RESPOSTAS AS
INFECCOES

Mulheres tm o timo mais desenvolvido, maiores niveis de imunoglobulinas e maior
proporcdo de linfocitos T CD4/CD8+ na circulagdo periférica (AMADORI et al., 1995).
Por outro lado, neste sexo, as células NK tém menor atividade citotoxica e menor citotoxi-
dade celular dependente de anticorpos (PELFREY, 2001). Os esteroides gonadais podem
regular 0 ndmero de mondcitos, sua producdo de citocinas e a diferenciacdo destes
mondcitos em macrofagos, exercendo suas funcGes sobre o sistema imunoldgico por
modificar a secre¢do das citocinas imunomoduladoras e regular a expressao de receptores
na superficie celular. Estes mecanismos influenciam tanto o nimero como a funcdo da
celula. O estrogénio ndo altera a atividade celular imunossupressora, mas concernente a
imunidade  humoral, em concentracbes fisiologicas, estimula a producdo de
imunoglobulinas, possivelmente pela inibicdo dos linfocitos T supressores (GROSSMAN,
ROSSELE, MENDENHALL, 1994). Ha fortes evidéncias de que o estrogénio causa
mudancas tanto no numero total de linfocitos como nos seus diferentes subtipos. “In
vitro", 0s estrogénios promovem a proliferacdo dos linfocitos T, diferenciagdo,
proliferacdo e sobrevivéncia dos linfocitos B e maior producdo de imunoglobulinas 1gG e
IgM (KANDA, TAMAKI, 1999). Nos mondcitos humanos, o estradiol diminui os niveis
de IL-6 e ndo altera os niveis de TNF-ao (JAIN etal., 2004).

Varios estudos demonstram que, durante a gravidez, ocorre supressdo do sistema
imunocelular para prevenir a rejeicdo materna fetal, pelo aumento nos niveis de estrogénio
e/ou progesterona (GROSSMAN, 1984). Apoio a este papel supressivo da progesterona é
dado pelo conhecimento de que muitas doengas auto-imunes, como a artrite reumatdide e
a esclerose maltipla, podem melhorar com a gravidez e piorar ap6s o parto. Nos mondcitos
humanos, a progesterona eleva a sintese das citocinas pro-inflamatérias TNF-o ¢ IL-6
(JAIN et al., 2004).



Os androgénios sdo principalmente supressores das imunidades celular e humoral,
tendo a capacidade de modificar tanto as ac¢fes dos linfocitos T como dos linfocitos B,
alem de regular as fungbes imunocompetentes do linfocito T (GROSSMAN, 1984). A
testosterona  ndo age nas células  imunossupressoras.  Receptores para @ a
dehidroepiandrosterona (DHEA) foram identificados nos linfocitos T humanos, mas é
possivel que androgénios fracos atuem apenas ap0Os conversdo em androgénios ativos ou
em estrogénios (estrona, estradiol). Enzimas capazes desta conversdo Sdo expressas nos
PMN e macrofagos. A DHEA parece capaz de aumentar a secrecdo de IL-2, ativar as
células NK e inibir a liberacdo de IL-6 “in vitro” (LUCHETTI et al., 2004). No entanto,
nenhum beneficio sobre a resposta imune foi mostrado com seu uso clinico (ARLT,
HEWISON, 2004). Androgénios, como 0s estrogénios, podem ainda suprimir a
linfopoiese B em consequéncia da presenca de receptor especifico antagonista
androgénico na medula dssea. Via conversdo metabdlica a estrogénios, os androgénios
podem também estimular a resposta imuno-humoral (GROSSMAN, 1984). Em mondcitos
humanos, a testosterona estimula a sintese da citocina pré-inflamatoria 1L-6 e ndo
modifica a producdo de TNF-a (JAIN et al., 2004).

AlteracBes nas fungdes reprodutoras de mamiferos esquistossomaéticos, provocadas
por diminuicdes nos niveis sorologicos de gonadotropinas (FSH e LH) e testosterona tém
despertado a atencdo da comunidade cientifica. Experimentos com ratos e hamsters
(LANSOUD-SOUKATE et al, 1991), e com coelhos (KASILIMA et al., 2004),
mostraram que a infec¢cdo por S. mansoni pode prejudicar a funcdo reprodutora por
diminuir as concentragdes plasmaticas de LH e testosterona. Em humanos, demonstrou-se
que a esquistossomose pode causar anomalias anatbmicas dos Orgdos genitais e efeitos
adversos no sistema enddcrino, podendo haver diminuico da contagem de
espermatozoides. Estes achados podem estar relacionados a aumento dos niveis
sorologicos de estradiol e diminuicdo na testosterona (SAAD etal., 1999).

Entre criancas e adultos, a intensidade e prevaléncia das infeccGes causadas por
Schistosoma em areas endémicas sdo maiores em homens do que em mulheres (DEGU et
al, 2002; FERREIRA, SILVA, 2007). Essas diferencas poderiam ser atribuidas a varios
fatores, incluindo o comportamento, habitat, maior contato com &gua contaminada, maior
exposicdo aos moluscos, e diferenca na pele que poderia facilitar a penetracdo da cercaria
(SHIFF et al., 1972). Entretanto, a infeccdo por S. mansoni diminui as concentraces
plasmaticas de LH e testosterona, fazendo com que 0s homens apresentem elevada

48



resposta pro-inflamatoria, humoral, perfil Thl e Th2 (REMOUE et al.,, 2001; NAUS et al.,
2003). Consequentemente, estes individuos apresentam maior resposta inflamatdria contra
S. mansoni, desenvolvendo a forma mais grave da doenga, com sintomas como
hepatoesplenomegalia (MWHAT et al, 1998). Em contraste, uma resposta regulatoria,
incluindo sintese de IL-10 e TGF-B, que limitam e regulam as respostas inflamatorias,
encontra-se maior em fémeas. A producdo de IgA, que protege contra re-infeccdo por

Schistosoma, também é maior em fémeas do que em machos (REMOUE et al., 2001).

Apesar dos machos serem mais susceptiveis do que as fémeas a muitos parasitas,
existem excecOes onde eles sio mais resistentes. E o caso dos camundongos Mus musculus
machos que sd@o menos susceptiveis do que as fémeas a infeccdo por S. mansoni. Estes
efeitos sdo mais bem observados quando a testosterona é administrada durante o
desenvolvimento das formas imaturas do parasita (NAKASAWA etal., 1997).

2.4 MICROBIOTA INDIGENA DO TRATO DIGESTORIO

O trato digestorio dos mamiferos abriga microbiota extremamente densa e diversa,
podendo ser colonizado por cerca de 10'* tipos de células procariotas e eucariotas
(KAPER, SPERANDIO, 2005). O conceito de intestino como o0 mais complexo
ecossistema bacteriano conhecido surge do fato de que mais de 75% do peso seco de
produtos fecais sdo compostos por células microbianas e que cada grama contém,
aproximadamente, 1 x 10! micro-organismos de aproximadamente, 50 a 200 géneros
(DUNNE, 2001).

Diversos tipos de micro-organismos estdo presentes no intestino. Bactérias sdo
predominantes, mas uma variedade de protozoarios € comumente encontrada. Fungos
anaerdbios sdo amplamente distribuidos no trato digestorio de herbivoros como também o
sdo leveduras e bacteriofagos. Tem se estimado que, o colon de alguns mamiferos, contém
aproximadamente de 700 a 1000 espécies diferentes de bactérias e sdo caracterizadas por
sua densidade, diversidade e complexidade de interacbes (GUARNER, MALAGELADA,
2003; KAPER, SPERANDIO, 2005), estudo indica que somente 30 a 40 destas espécies
chegam a atingir niveis dominantes, onde passam a ter funcGes para o hospedeiro que as
aloja (VAUGHAN et al., 2000). Toda esta comunidade microbiana pode se localizar no
limen, nas criptas de Lieberkuhn ou na superficie do epitélio intestinal. Seu

estabelecimento e manutencdo constitui processo complexo que pode ser influenciado por
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varios fatores, como: dieta, idade, utilizacdo de antibioticos, utilizacdo de probiéticos e
prebidticos, ambiente, microbiota materna, via do parto, interacbes microbianas e micro-
organismo/hospedeiro e a presenca de certos genes e receptores, além de sua sucessdo
ecolégica, demanda nutricional e tolerancia oral (VAN DER WAAILJ, 1989;
BOURLIOUX et al, 2003). Estes dados mostram que a microbiota € um ecossistema
imensamente complexo, que pode ser comparado a uma entidade funcional ou a um
“orgdo” dentro do hospedeiro (NICOLIL, 1995).

Os processos envolvidos na aquisicdo e subsequente estabelecimento de
comunidades microbianas intestinais envolvem a sucessdo de populages dentro de
regides especificas do intestino, além de interagdes micro-organismo/hospedeiro
(DUNNE, 2001). Os animais nascem sem qualquer tipo de micro-organismo associado,
mas esta situacdo € apenas transitdria. Por ocasido do nascimento, colonizacdo de
superficies internas e externas do corpo, incluindo a pele e as mucosas do trato respiratorio
superior, sistema urogenital inferior e trato digestorio ocorrem rapidamente apds o parto
com micro-organismos oriundos da mde, do alimento e do ambiente. Durante o parto, o
recém-nascido entra em contato com bactérias da vagina e genitalia externa da mée, das
fezes que sdo expelidas involuntariamente pela mée e, finalmente, com outras fontes
ambientais as quais é exposto (SAARELA etal., 2002; NICOLI, VIEIRA, 2004).

Muitos micro-organismos ndo sao capazes de colonizar ‘habitats” do trato de
neonatos e desaparecem logo apds o nascimento. Outros tipos sdo 0s pioneiros que criardo
condicBes para a colonizacdo de outros que eventualmente formardo a comunidade climax
no animal adulto. Quando os pioneiros colonizam os “habitats™ estéreis, uma sequéncia de
eventos comeca. Este processo pode ser interpretado como uma sucessdo ecoldgica nos
varios ‘“habitats” por micro-organismos indigenas. A sequéncia de colonizacdo é
relativamente constante e caracteristica em cada espécie animal com somente algumas
variagdes dependendo do tipo de parto (cesariana ou natural), o tipo de alimento recebido
(leite materno ou formula) e o grau de exposicdo ao ambiente (GUARNER,
MALAGELADA, 2003; NICOLI, VIEIRA, 2004). A partir do momento que 0 numero
bacteriano aumenta, esses dois fatores — disponibilidade de alimento e espaco — ficam
escassos, os ‘“habitats” ficam ocupados por micro-organismos mais especializados e a
complexidade da biota aumenta (FALK et al., 1998).

O periodo inicial da colonizagdo bacteriana no célon acontece por

aproximadamente duas semanas. As bactérias pioneiras predominantes variam de acordo
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com as espécies de hospedeiro, sugerindo que existem provavelmente alguns mecanismos
de controle desenvolvidos por cada espécie para sua propria colonizacdo (KLEESSEN et
al., 2000). Em suinos podemos constatar a presenga de Escherichia coli e Lactobacillus. A
microbiota relativamente simples de recém-nascidos que se alimentam do leite materno
permanece até que a suplementacdo da dieta se inicie. Existe, entdo, um periodo de
transicdo continuo no qual a microbiota intestinal evolui para parecer-se com a do adulto
(DUNNE, 2001; SAARELA et al, 2002; NICOLI, VIEIRA, 2004). Em suas descri¢Oes de
fatores que influenciam a microbiologia do ambiente alimentar, MACKIE et al., em 1999,
afirmaram que as bactérias indigenas ndo sdo distribuidas aleatoriamente por todo o trato
digestdrio, mas, ao contrario, sdao encontradas em niveis populacionais e em distribuicdes

de espécies que sao caracteristicos de regides especificas do trato digestorio.

A distribuicdo de micro-organismos no intestino delgado reflete os numeros de
bactérias que entram a partir do estbmago e o mecanismo de clareamento do intestino
delgado €é principalmente a motilidade apresentada pelo mesmo. O intestino delgado
mediano contém altas contagens de micro-organismos anaerdbios facultativos e baixas
contagens de anaerobios estritos (KLEESSEN et al., 2000; BARBOSA et al., 2010). O
peristaltismo intestinal € certamente fator essencial responsavel pela reducdo da
microbiota no inicio do intestino delgado. Se o transito do bolo alimentar ¢ normal, o
tempo de residéncia das bactérias no intestino € menor que 0 tempo necessario para sua
multiplicacdo e, portanto, elas ndo tém tempo suficiente para se proliferarem. Logo que a
taxa de transito decai, como na parte distal do intestino delgado, e nas regifes do ceco e do
cblon, os micro-organismos se dividem antes de serem eliminados e seu numero total
aumenta (DUCLUZEAU, 1989).

O intestino delgado distal (ileo) é considerado uma ‘zona de transicdo” entre a
microbiota de niveis relativamente baixos dos dois tercos proximais do intestino delgado e
uma microbiota abundante do intestino grosso. Comparada & parte proximal do intestino
delgado, a parte distal, com diminuicdo do peristaltismo e o baixo potencial de &xido-
reducdo, mantém a microbiota mais diversificada e com altos niveis populacionais (10°
UFC/g de conteldo intestinal) (BERG, 1996). No ileo distal, espécies gram-negativas
anaerobias facultativas, como Escherichia coli, aparecem em niveis proximos as espécies
gram-positivas, como Lactobacillus e Enterococcus. Algumas espécies anaerobias estritas,

como Bacteroides, Veillonella e Clostridium, estdo em equilibrio com as anaerdbias
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facultativas e sua populacdo chega a 10° UFC/g de conteido (TANNOCK, 1995
DUNNE, 2001).

O intestino grosso € o principal sitio de colonizagdo microbiana em animais,
provavelmente por causa da baixa motilidade intestinal encontrada e o baixo potencial de
Oxido-reducdo. A imunidade intestinal pode ter importante papel na modulagcdo das
interacbes bactéria-mucosa (KLEESSEN et al, 2000). Os niveis populacionais de
bactérias atingem cerca de 10%°-10' UFC/g de conteldo intestinal, com estimativa de 700-
1000 especies presentes, pertencentes a 50 a até 200 géneros. No intestino grosso 99,9%
da microbiota indigena sdo bactérias anaerdbias estritas e a maioria & extremamente
sensivel ao contato com oxigénio atmosférico (NICOLI, VIEIRA, 2004; KAPER,
SPERANDIO, 2005).

Diferencas drasticas podem ser observadas entre a microbiota do limen e da
mucosa. Enquanto que o ambiente do limen pode ser anaer6bico, na mucosa algum nivel
de oxigénio pode vir dos tecidos, criando ambiente microaerofilo. O Iimen s6 pode ser
colonizado em é&reas como o0 ileo e o intestino grosso, onde a velocidade do fluxo
digestério € inferior a velocidade de duplicacdo dos micro-organismos. A variagcdo na
composicdo da microbiota em diferentes sitios do trato digestério tem implicacbes nas
informacOes obtidas de amostras coletadas de diferentes sitios (ISOLAURI et al., 2004;
NICOLI, VIEIRA, 2004).

A distingdo entre microbiota dominante e subdominante de um lado e residual do
outro é muito importante do ponto de vista funcional. Tem-se estabelecido
experimentalmente que uma populacdo microbiana no trato digestorio s6 tem efeito no
hospedeiro quando ela estd presente em niveis maiores que 10°—10% UFC/g de contetdo.
Abaixo destes valores, a quantidade de metabdlitos produzidos € insuficiente para agir no
hospedeiro. Assim, todo micro-organismo que tem papel na fisiologia do hospedeiro
pertence a microbiota dominante e subdominante (NICOLI, VIEIRA, 2004). Apesar de
alguma variacdo individual em nivel de espécies, a microbiota digestiva dominante e
subdominante permanecem relativamente estaveis em nivel de género em espécie animal
determinada. Por isso, existe um perfil especifico da microbiota intestinal dominante para
cada espécie animal. Por outro lado, a microbiota residual difere consideravelmente de um

individuo para outro em uma mesma espécie animal (NICOLI, 1995).
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Algumas das funcBes da microbiota intestinal tém consideravel importancia para o
hospedeiro. Elas incluem a resisténcia a colonizacdo, a modulagdo do sistema imune e
participacdo na nutricdo do hospedeiro (MCFARLAND, 2000). De forma geral, os micro-
organismos da biota residente sdo indcuos e benéficos na sua localizagdo normal no
hospedeiro e na auséncia de anormalidades concomitantes. Por outro lado, 0s proprios
membros da microbiota podem provocar doenca em certas circunstancias. Estes micro-
organismos estdo adaptados ao modo de vida ndo-invasivo, definido pelas limitagcbes do
meio ambiente. Se forem retirados das restricdes desse ambiente e introduzidos na
corrente  sanguinea ou em tecidos, esses agentes podem tornar-se patogénicos
(GORBACH, SIMON, 1987; BARBOSA et al., 2010).

2.5 TRANSLOCACAO MICROBIANA VIA TRATO DIGESTORIO

A alta incidéncia de infecces sistémicas em diversas situaces de injuria organica,
aliada a presenca de microbiota especifica para cada tipo de infeccéo, levou a formacédo do
conceito de translocagdo microbiana. O intestino foi considerado o local mais importante
na origem destas infec¢bes, pelo fato de ser um grande reservatorio de micro-organismos.
Estes permanecem no lumen intestinal, pois sdo contidos por eficiente barreira mucosa
(SCHLEGEL et al., 2000; WIEST, RATH, 2003).

Inicialmente, a translocacdo foi definida como sendo a passagem de bactérias
vidveis através do revestimento mucoso e da Ildmina propria para os linfonodos e,
possivelmente, para outros tecidos estéreis (BERG, 1995). Entretanto, este conceito foi
reavaliado e ampliado, definindo-se como a passagem de microbios vidveis e ndo viaveis,
assim como de seus produtos, a exemplo das endotoxinas, atraves de barreira mucosa
intestinal. A fisiologia da translocacdo depende do papel de barreira exercido pela mucosa
intestinal, sendo auxiliada pelos componentes do sistema imune celular (enterdcitos,
macrofagos e linfocitos T) e humoral (IgG, IgM e IgA secretdria) (WIEST, RATH, 2003).
Varios estudos em animais tém demonstrado que translocacdo é fendmeno multifatorial,
que pode ser resultado do rompimento do equilibrio normal da microbiota indigena, o que
contribui para excessivo crescimento de determinadas bactérias. O sistema imunologico
do hospedeiro debiltado ou a ruptura fisica da barreira intestinal também podem,
isoladamente ou em associacdo, facilitar a passagem de bactéria via intestino (GENCAY
et al., 2008; ZANONI et al., 2009; NIKITENKO, STADNIKOV, KOPYLOV, 2011).
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O eficiente funcionamento imunologico do trato digestorio dos mamiferos €
resultante de processo evolutivo ocorrido em milhdes de anos até culminar em sua atual
carga genética. Esse sistema aprimorou-se pelo contato com microbios e com dietas
diversificadas. Durante sua evolu¢do, o sistema imune da mucosa intestinal aparentemente
desenvolveu duas armas de defesas adaptativas: a) exclusdo imunitaria, realizada por
anticorpos secretados, particularmente IgA, que inibe colonizagdo de micro-organismos
patogénicos e penetracdo de antigenos Iluminais; b) mecanismos auto-regulatérios que
visam evitar hipersensibilidade local e periférica aos inimeros microbios e substancias
que bombardeiam constantemente a superficie da mucosa intestinal, mecanismo conhecido
como tolerancia oral (JANEWAY et al., 2002).

O trato intestinal possui grande atividade imunologica, contendo muitos tipos de
leucdceitos. Seu sistema imunitario antigénico local (GALT - Gut Associated Lymphatic
Tissue) atua como maior Orgdo imunitario do organismo, ocupando 25% da massa celular
da mucosa, compreende metade das células linfaticas do corpo, contém numerosas células
plasméticas, macrofagos, neutrofilos, células de Paneth e células especializadas de
membrana que tém papel chave no controle da translocacdo (JANEWAY et al., 2002;
WIEST, RATH, 2003). As bactérias mais comumente encontradas em processos de
translocagdo sdo bactérias presentes na microbiota intestinal normal, principalmente
bacilos gram-negativos aerdbios e facultativos, bactérias que normalmente colonizam em
grande nimero o intestino. Segundo WIEST, RATH (2003), bactérias aerobias gram-
negativas podem translocar com certa facilidade, até mesmo em individuos ndo injuriados,
com enterdcitos intactos. Bactérias anaerobias, translocam apenas em situagdes em que o
intestino se encontra estruturalmente danificado. Além disto, estas bactérias formariam um
“tapete”, revestindo a superficie mucosa, impedindo assim a colonizagdo por microbios
potencialmente invasores (JANEWAY et al, 2002). A capacidade de translocacdo é maior
em linhagens especificas de bactérias, principalmente as que possuem maior capacidade
de aderéncia e fixacdo ao epitélio produtor de muco. Esta capacidade geralmente esta
associada aos bacilos entéricos portadores de fimbrias, por exemplo, alguns tipos de
Escherichia coli (WIEST, RATH, 2003) (FIGURA 8).

A barreira celular epitelial intestinal, composta pelas células epiteliais com suas
juncdes intercelulares previne ou limita a entrada de antigenos alimentares e microbios.
Existem outros fatores locais que atuam em conjunto com a barreira na defesa contra

invasores: IgA, muco, acido gastrico, enzimas pancreéticas, bile, peptideos antibacterianos
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e antifungicos, motilidade intestinal, criptidinas e defensinas, sintetizadas pelas células de
Paneth (JANEWAY et al, 2002; DWINELL et al, 2003; WIEST, RATH, 2003). A
secrecdo e transporte ao limen intestinal de IgA é mediado por um tipo especial de célula
T de memoria com capacidade proliferativa reduzida, que ativa células B auxiliares. Estes
linfocitos T, diferentemente dos linfocitos T sanguineos periféricos, sdo desenvolvidos
com relativa independéncia do timo e possuem fungdo diversa. Estudos sugerem que a
mucosa normal regula a atividade destas células T, e que sua ativacdo produz resposta
inflamatoria (JANEWAY etal., 2002; DWINELL et al., 2003).
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FIGURA 8 — Trato digestorio. (a) Saudavel com vilosidades, criptas, macrofagos, células
dendriticas, manutencdo da barreira epitelial, células T, células B, e peptideos defensina
luminal. (b) Na imunodepressdo (1) vilosidades danificadas, (2) hiperplasia das criptas, (3)
danos a barreira epitelial com apoptose dos enterdcitos, (4) diminuicdo da defensina
luminal, (5) deplecdo de células CD4, (6) Células CD4 infectadas, (7) translocacédo
microbiana e (8) aumento da permeabilidade.

FONTE: BRENCHLEY, DOUEK, 2008.
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Estudos mostram que bactéria intestinal pode causar doenca sistémica em
individuos  imunossuprimidos, sem outras condicdes associadas. Isto leva a crer que
disfuncdo imune promove primariamente translocacdo (JANEWAY et al, 2002; WIEST,
RATH, 2003; MACFIE, 2004). Entretanto, a ocorréncia de translocacdo bacteriana para
os linfonodos mesentéricos em animais saudaveis foi observada por pesquisadores e tem
sido considerada como parte de estimulacio normal antigénica do tecido linfoide
associado ao intestino, mesmo na auséncia de injuria (SCHLEGEL et al, 2000;
STEINBERG, 2003). Para BERG (1995), a traslocacdo ocorreria em 3 estagios; no
primeiro estagio, a bactéria transporia a mucosa intestinal, alcancando os linfonodos
mesentéricos; no segundo estagio, a bactéria migraria dos linfonodos mesentéricos para
outros 6rgdos como figado, baco, pulmBes e rins; e no terceiro e Ultimo estagio, a bactéria

se disseminaria pela cavidade peritoneal e sangue, provocando quadro septicémico.

Existem varias rotas possiveis por meio das quais micro-organismos poderiam
translocar do intestino para outros locais. Estudos de translocacdo, usando particulas
inertes, sugerem que estas particulas poderiam translocar através do epitélio intestinal,
possivelmente como passageiros passivos dentro de fagdcitos mdveis (ALEXANDER et
al, 1990; WIEST, RATH, 2003). Tem sido sugerido que o mecanismo pelo qual as
bactérias atravessariam a barreira mucosa seria principalmente através do préprio
enterocito. ALEXANDER et al. (1990) demonstraram que a taxa de translocacdo
bacteriana é maior através dos enterdcitos do que entre eles e que isto ocorreria por
processo diferente da fagocitose ou exocitose classicos, sendo observado em enterdcitos
morfologicamente intactos. Acreditava-se que a capacidade de internalizacdo através
destes enterocitos estaria ligada ao grau de diferenciacdo destes e a sua producdo de
integrinas. Posteriormente, foi observado que nem a maturidade do enterdcitos e
tampouco, sua producdo de integrinas, aumentariam a capacidade de penetracdo de micro-
organismos. Entretanto, mostrou-se que 0S micro-organismos internalizam-se mais
facilmente quando sdo expostos as membranas laterais dos enterocitos (HESS et al.,
2001).

Existem evidéncias que sugerem papel chave do macrofago intestinal no processo
de traslocacdo. Bactérias E. coli marcadas mostraram translocar através de trénsito direto
pelos enterocitos, alcancando a lamina propria onde sdo fagocitadas por macréfagos que
transportam a bactéria até os linfonodos mesentéricos, assim as bactérias sobreviventes

sdo liberadas (WIEST, RATH, 2003). Transporte direto de Salmonella do trato digestorio
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até a corrente sanguinea também se daria através de macrofagos, presentes na lamina
propria. A partir dai, viajariam até nodulos linfaticos, figado, baco e medula Ossea,
alcancando assim a corrente sanguinea. O macrdéfago, muitas vezes, se mostra incapaz de
matar o0 micro-organismo, servindo entdo como seu meio de transporte (RUNDLES, LIN,
1998).

Outra porta de entrada microbiana sugerida seria através das células de membrana,
encontradas em porcentagens Vvaridveis no intestino de diferentes espécies e facilmente
identificadas pela microscopia eletronica, devido a sua borda em escova incomum.
Pesquisas mostram que elas transportam antigenos através da mucosa até o tecido linfoide,
onde ocorrem as respostas imunitarias (BRANDTZAEG, 1998). Estudos com espécies de
Yersinia concluiram que células de membrana de murinos sdo alvos preferenciais para
invasdo, podendo também ocorrer colonizacdo e lesdo das placas de Peyer. O mesmo tem
sido relatado com a Shigella flexneri, que também invade células de membrana de coelho,
com subsequente dano as placas de Peyer (JANEWAY et al., 2002). Existem outras
evidéncias em animais que bactérias patogénicas invadem células de membrana e
danificam placas de Peyer, podendo ser esta uma das provaveis rotas que levariam a
internalizacdo de componentes da microbiota. No entanto, na opinido de JEPSON,
CLARK (1998), as celulas de membrana constituem pequena proporcdo da superficie da
mucosa e, portanto, os autores acreditam na existéncia de outras rotas de igual importancia
(FIGURA 9).
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FIGURA 9 — Principais rotas de translocacdo bacteriana.

FONTE: MICHAEL, SHERMAN, 2010
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Em humanos, translocagdo além de nddulos linfaticos, raramente tem sido
estudada. O principal impacto fisiologico da migragdo das bactérias alem dos nodulos
linfaticos até o ducto toracico seria a passagem através do sistema reticuloendotelial do
figado, que atuaria como fitro de toxinas e bactérias. Alguns autores tém relatado
translocacdo de toxina através do ducto toracico em pacientes com faléncia sistémica de
orgdos (DEITH, BERG, 1987; DEITH, 1992). Em modelos experimentais com grande
injdria, tem sido observada predomindncia de translocacdo via veia porta, demonstrando-
se bactérias na circulagdo porta ap0s sua deteccdo em grande quantidade nos linfonodos
mesentéricos. O codlon possui caracteristicas de permeabilidade diferentes do intestino
delgado, apresenta maior resisténcia elétrica e menor permeabilidade ao movimento
passivo de ions. Estas caracteristicas explicariam a maior susceptibilidade do intestino
delgado a translocacdo bacteriana (WIEST, RATH, 2003) (FIGURA 10).

No trato digestorio, as leveduras sdo encontradas como parte da microbiota normal,
entretanto, sabe-se que alguns fatores, como imunossupressdo do sistema imunologico e
uso prolongando de antibioticos, favorecem o aumento das leveduras presentes no
intestino. Assim, a colonizacdo fungica abundante associada a lesdes da mucosa intestinal
pode contribuir para translocacdo de leveduras provenientes do intestino. Outros fatores
que facilitam a translocacdo destes micro-organismos sdo terapia com antibioticos,
obstrucdo intestinal, medicacBes citotdxicas, hiperpirexia e alimentacdo parenteral
(ALEXANDER et al, 1990). O principal mecanismo de defesa contra fungos é
desenvolvido pelos fagdcitos, que os destroem por meio da producdo de 6xido nitrico e de
outros componentes secretados por essas células. Adicionalmente, hd participagdo de IFN-
v, aumentando a funcdo de neutrdfilos e macrofagos, ndo havendo evidéncias de atividade
citotdxica por células T CD8+. Portanto, pacientes que apresentam neutropenia (menos de
500 neutr6filos/mm®) ou que tenham deficiéncia da imunidade celular cursam com
frequéncia com micoses recorrentes e ocasionalmente desenvolvem formas graves e
profundas (ROMANI, 2004).

Apesar da infeccdo por Candida albicans causar habitualmente infeccdes leves e
sem maiores consequéncias, pacientes imunossuprimidos ndo apresenta apenas alta
prevaléncia da infeccdo por C. albicans, mas também envolvimento de esbfago, estbmago
e intestino, sendo comuns infeccBes recorrentes. E consenso que a maior parte das
candidemias é precedida pelo evento de colonizacdo do préprio paciente pela mesma

espécie de levedura responsavel pela infeccdo. Em criancas que apresentam alteracdo na
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resposta imune celular e distlrbios enddcrinos mdltiplos, o quadro raro de candidiase
mucocutanea cronica e descrito. Nessas criangas observam-se diminuicdo da resposta Thl

e lesbes cutaneas, mucosas e ungueais graves (LILIC, 2002).

Para algumas espécies fungicas que acometem o aparelho respiratdrio, geralmente
a infeccdo é controlada, e o individuo fica completamente assintomatico. Quando ndo se
desenvolve resposta Thl, ha disseminacdo do fungo com envolvimento de Orgdos do
sistema reticuloendotelial e do pulméo; nesse contexto o papel da IL-4 parece importante,
ja que em modelo experimental a auséncia desta citocina protege contra doenca pulmonar
grave (PINA et al, 2004). Para alguns autores, o aumento da microbiota fungica
digestdria, em virtude de alteracbes imunoldgicas ou outros processos, pode favorecer a
translocacdo destes micro-organismos pelo intestino (NUCCI, ANAISSIE, 2001).
SUZUKI et al. (2007) relataram caso de paciente com sindrome de choque por dengue e
falha no figado, desenvolvendo infeccdo disseminada por Candida tropicalis. Esta
infeccdo pode ter sido devida a translocacdo do fungo através do intestino danificado pelo

virus do dengue.
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FIGURA 10 — Principais rotas de translocacdo bacteriana.

FONTE: Adaptada por Kedma de Magalhdes Lima
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GIANOTTI et al. (1993) avaliaram a translocacdo de C. albicans através da parede
intestinal em grupo de Vvilosidades com diferentes niveis de perfusdo sanguinea e
concluiram que quanto maior o fluxo sanguineo para as vilosidades, menor lesdo ocorre na
mucosa e menor € o indice encontrado de translocacdo de C. albicans. COLOMBO et al.
(1996) relataram caso de paciente ndo-neutropénico HIV-positivo que apresentava
candidemia cuja origem pareceu ter sido via translocacdo pelo trato digestorio. AlEm
destes, estudos com ratos demonstram que a hipoxia é fator para dissemina¢do extra-
intestinal de C. albicans (KIM et al., 2003) (FIGURA 11).

Diante do observado, é de extrema importdncia estudar a associagdo entre a
translocacdo microbiana e a esquistossomose mansdnica em camundongos na fase cronica
da infeccdo, através da analise microbioldgica de fragmentos dos linfonodos mesentéricos,
Orgdos, sangue porta e periférico; correlacionando com o0s micro-organismos da
microbiota do trato digestdrio, procurando observar se a esplenectomia preserva as defesas
imunologicas dos camundongos  esquistossomoticos,  protegendo-os da  translocacédo

bacteriana.
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FIGURA 11 - Translocacdo de leveduras no trato digestorio.
FONTE: Adaptada por Kedma de Magalhdes Lima
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3. HIPOTESES

Camundongos esquistossométicos machos e fémeas sdo mais susceptiveis a

translocacdo microbiana que camundongos de ambos 0s sexos ndo parasitados;

Camundongos esplenectomizados machos e fémeas sdo mais susceptiveis a
translocacdo  microbiana que camundongos de ambos 0SS sexos ndo

esplenectomizados;

A translocacdo microbiana em camundongos esquistossométicos machos e fémeas
ocorre na auséncia ou presenca de esplenectomia. Entretanto, a sepse é mais

frequente em camundongos esquistossomoticos esplenectomizados;

Na esquistossomose mansdnica, a microbiota do trato digestério tem padrdes
diferentes que os observados na microbiota de camundongos sem a doenca cronica,

nao existindo diferencas em relagdo ao sexo;

Na esplenectomia, a microbiota do trato digestorio tem os mesmos padrdes que 0s
observados na  microbiota de camundongos ndo  esplenectomizados,

indiferentemente do sexo;

As bactérias que causam infeccBes no figado de camundongos esquistossométicos

sdo as mesmas que compem a microbiota normal,

As bactérias que causam sepse em camundongos esplenectomizados ndo sdo as

mesmas que compdem a microbiota normal;
Ocorrem alteracdes na mucosa intestinal de camundongos esquistossométicos;

Nao ocorrem alteragdes na mucosa intestinal de camundongos esplenectomizados.
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4. OBJETIVOS

S~ -

“Eu ndo sou nem especialmente inteligente, nem especialmente dotado.
Sou apenas curioso, muito curioso... A coisa importante € ndo parar de
questionar. Nunca perca a sagrada curiosidade. A curiosidade tem suas

proprias razbes para existir.”
Albert Einstein



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar a associacdo da esquistossomose mansonica na fase cronica e as infeccbes
microbianas como consequéncia da translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos,
baco, figado, sangue porta e sangue periférico; observando se existe interferéncia do sexo
e da esplenectomia.

4.2 Objetivos Especificos
% Comparar camundongos esquistossomaticos na fase crénica e camundongos ndo
parasitados, machos e fémeas, quanto:
» Alteracdo da evolucdo ponderal;
Alteracdes na microbiota intestinal;
Alteracdes na mucosa intestinal;

Positividade de cultura de sangue porta e periférico;

YV V V V

Culturas de amostras dos linfonodos mesentéricos, figado e bago.
s Comparar camundongos esplenectomizados com  camundongos n&o-
esplenectomizados, machos e fémeas, quanto:
» Alteracdo da evolugdo ponderal,
Alteracdes na microbiota intestinal;
Alteragdes na mucosa intestinal;

Positividade de cultura de sangue porta e periférico;

YV V V V

Culturas de amostras dos linfonodos mesentéricos e figado.

s Comparar camundongos esquistossomoticos esplenectomizados e
esquistossomoticos ndo esplenectomizados, quanto:
» Alteracdo da evolucdo ponderal;
Alteracdes na microbiota intestinal;
Alteracdes na mucosa intestinal;

Positividade de cultura de sangue porta e periférico;

YV V VYV V

Culturas de amostras dos linfonodos mesentéricos e figado.
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5. ANIMAIS, MATERIAIS E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado estudo experimental, com caracteristicas de estudo de intervengdo.
No presente trabalho, o camundongo foi utilizado como modelo de hospedeiro vertebrado
para esquistossomose mansénica na fase cronica. O grupo experimental foi especialmente
criado. Neste caso, este foi composto por camundongos infectados anteriormente pela
penetracdo ativa das cercarias para ser comparado ao grupo privado da infeccdo com o S.
mansoni. Além disso, trata-se de estudo fatorial, onde duas ou mais intervencdes
experimentais foram avaliadas separadamente e em combinacdo e contra 0 controle. No
presente estudo, o desfecho foi a translocacdo bacteriana, infeccdo e sepse, e 0s
participantes, camundongos machos e fémes com esquistossomose e sadios, submetidos
Ou ndo a esplenectomia.

Os animais ndo foram randomizados, pois todos foram criados nas mesmas
condicdes ambientais e alimentares. Desta forma, qualquer diferenca existente entre 0s
grupos foi atribuida a intervencdo avaliada. Na investigacdo estritamente experimental,
pode-se operar com definicdo bastante limitada das causas como nexos obrigatorios e
univocos entre fatores (Esquistossomose mansonica na fase cronica e suas alteragcbes no
hospedeiro) e efeitos (Translocagdo, infeccdo microbiana e sepse). A experimentacdo em
condicdes laboratoriais, com alto grau de controle, pode estabelecer, com certa margem de
seguranca, O carater etiologico da esquistossomose mansdnica para a producdo da
translocacdo microbiana (ROUQUAYROL, ALMEIDA FILHO, 2003).

O modelo de estudo experimental € o Unico que pode fazer controle eficaz das
confusbes provocadas pelas varidveis de confundimento, que sdo desconhecidas,
revelando, assim, relacbes de causalidade. Isso porque, além das condicBes controladas de
observacdo, existe a facilidade de realizacdo, uma vez que o mesmo foi desenvolvido em
animais experimentais que apresentam respostas semelhantes aos humanos em relacdo a

€sq uistossomose.

A linhagem de camundongos Swiss (Mus musculus), frequentemente utilizada em
estudos experimentais, apresenta variabilidade genética (ndo isogénicos), o que facilita
extrapolar os resultados; e neste animal as dificuldades de realizacdo por questdes éticas

S80 menores.
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5.2 ANIMAIS

Iniciou-se 0 estudo apds aprovagdo pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Pernambuco. Foram
utilizados como modelo experimental, camundongos machos e fémeas da linhagem Swiss
webster (Mus musculus) fornecidos pelo Biotério do Laboratério de Imunologia Keizo
Asami (LIKA/UFPE) com 21 dias de nascidos (recém-desmamados), entretanto, 0S
camundongos foram submetidos a infecgdo com S. mansoni com 35 dias de nascidos. Os
animais foram mantidos na mesma sala e em condicdes ambientais similares, alojados em
gaiolas especiais (machos separados das fémeas), camas de maravalha (anteriormente
autoclavada), com livre acesso para racdo especial para camundongos (Labina®/Purina,
S&o Paulo-SP) e 4gua estéril ad labitum (FIGURA 12).

FIGURA 12 - A. Camundongo Swiss webster. B. Gaiola de camundongos, com cama de

maravalha, racdo Labina® e bebedouro, alojada no Biotério do LIKA/UFPE.

5.3 FORMAGCAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Foram utilizados 80 camundongos, 40 machos e 40 fémeas, com 35 dias de nascidos.
Destes, 40 camundongos (20 machos e 20 fémeas) foram infectados com S. mansoni e 40
camundongos (20 machos e 20 fémeas) constituiram 0 grupo dos ndo esquistossomaticos.
Noventa dias apds a exposicdo cercariana, 20 camundongos parasitados (10 machos e 10
fémeas) e 20 camundongos ndo parasitados (10 machos e 10 fémeas) foram submetidos a
esplenectomia. Os animais foram mantidos vivos apds cirurgia e sete dias depois,
eutanasiados para estudo. Os animais ndo esplenectomizados também foram sacrificados
(QUADRO 1):
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|

35 dias
(n=20)
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! Esquistossométicos ! Esquistossomo6ticos | Peso ponderal
| machos (n=10) ! machos (n=10) !

L e e e e e e e e e e - ——

Esquistossomoéticos
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— — - —— o

132 dias

Eutanésia
Kato-Katz

f

Esplenectomizados fémeas
FEstudo da TB

- - — —— o ————— - = - == -]

Peso ponderal e

Esquistossométicos Esquistos. Esplenectomizados Esplénico
machos (n=10) machos (n=10)
Lmmmcccmmmmmm e ] e ————— Microbiota e
Tt m Vo T r e r i Morfometria
. Esquistossomoticos o Esquistos. Esplenectomiza | intestinal
| fémeas (n=10) ! | fémeas (n=10) |
____________ L ___.”” _____Y Perfusido hepdtica

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos de camundongos submetidos a estudo.
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5.4 CATEGORIZACOES DAS VARIAVEIS

5.4.1 Variaveis independentes

Nome
Susceptibilidade
dos camundongos

a infeccao pelo S.
mansoni.

Esplenectomia

Sexo

Defini¢do conceitual

Capacidade dos
camundongos serem
infectados pelo S.
mansoni.

Retirada do bago

5.4.2 Variaveis dependentes

Nome

Translocagéo
microbiana

Peso

Analise
morfométrica
da mucosa
intestinal

Awaliacdo da
microbiota
intestinal

Definicao
conceitual

Passagemde
micro-organismos
via trato digestorio
para 6rgdos e/ou
sistema
circulatério.

Bidpsia intestino
delgado colhido
em laminas
contendo cortes
corados pela
Hematoxilina-
Eosina

Definicdo operacional
Presenca de ovos de S.
mansoni eliminados nas fezes
através de exame
parasitolégico e visualizacdo
do verme adulto durante
perfusdo do sistema porta-
hepatico.

Incisdo subcostal esquerda
com auxlio de tesoura
cirdrgica para retirada do
baco ap6s 90 dias da
exposicao cercariana.

Definicdo operacional

Presenca de micro-organismos em
cultura de sangue e/ou
homogeneizados de érgdos.
Translocagdo microbiana local:
Presenca de micro-organismos em
culturas de linfonodos
mesentéricos, sangue porta, bago e
figado. Translocacdo microbiana
sistémica: Presenca de micro-
organismos em culturas de sangue
periférico.

Peso dos camundongos antes da
infeccdo cercariana (35 dias), apds
Kato-Katz (80 dias), antes da
esplenectomia (125 dias) até a
eutanasia (132 dias).

Medidas da altura e area das
vilosidades, bem como area total
(perimetro)

Analise qualitativa e quantitativa
de bactérias no contetido intestinal
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Categorizacao

Parasitados
Né&o parasitados

Esplenectomizados
Né&o esplenectomizados

Machos
Fémeas

Categorizagao

Translocagéo
microbiana local
Translocagéo
microbiana sistémica
Sem translocacdo
microbiana

Média+DP

Média+DP

UFC (log 10)/g de fezes



5.5 OBTENCAO DAS CERCARIAS E INFECCAO DOS CAMUNDONGOS

Para infeccdo dos camundongos, foram utilizadas cercarias, da cepa Séo Lourenco
da Mata (SLM), obtidas de caramujos infectados da espécie Biomphalaria glabrata,
mantidos no Moluscéario do Departamento de Parasitologia (UFPE) pela equipe do Setor
do Laboratério de Imunologia e Esquistossomose experimetal (LIKA/UFPE). Os
miracidios foram colocados em contato com caramujos individualmente, segundo
STANDEN (1952), permanecendo exposto a luz e ao calor por aproximadamente duas
horas. Apds infeccdo, os moluscos foram postos em aquarios com agua desclorada e livres
de exposicdo luminosa. De acordo com OLIVIER, STIREWALT (1952), ap6s 30 dias de
infeccdo os moluscos da espécie B. glabrata em meio aquatico e sob exposicdo a luz
artificial, jA tém a capacidade de eliminar cercérias através de seus tecidos moles
(FIGURA 13).

FIGURA 13 - Moluscos da espécie B. glabrata infectados, em meio aquatico e sob

exposicdo a luz artificial.

Apbés a obtencdo da suspensdo cercariana, cada camundongo, agora imobilizado
com anestesia intramuscular - Solucdo cloridrato de xilazina 2% (10 mg/Kg) e cloridrato
de cetamina 10% (115 mg/Kg) - foi infectado por via percutdnea em uma fracdo desta
suspensao, que continha, em média, 50 cercérias (FIGURA 14A e 14B). Os camundongos
parasitados foram colocados em gaiolas separadas daqueles ndo parasitados (FIGURA
15).
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FIGURA 14 — A. Obtencdo da suspensdo cercariana. B. Cercéria liberada pelo molusco e

observada com auxilio da microscopia Optica (Ampliacdo x200).

FIGURA 15 - Camundongos anestesiados e expostos a suspensdo de cercarias, por via

percutanea, e luz artificial.

5.6 OVOS ELIMINADOS JUNTO AS FEZES

Amostras individuais de fezes dos animais foram utilizadas para realizacdo do exame
parasitoldgico segundo método de Kato-Katz (FIGURAS 16A, 16B, 16C e 16D). Uma
primeira amostra foi coletada ao 45° dia pds-exposicdo as cercérias para confirmacdo da
infeccdo e quantificacdo de ovos por grama de fezes antes da esplenectomia. Uma segunda
amostra foi coletada ao 97° dia apds infeccdo (antes da eutanasia) para avaliar o padrdo de

ovoposicdo depois da esplenectomia (FIGURA 16E).
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FIGURA 16 — Método de Kato-Katz. A. Helm-test®, B. Recolhimento das fezes que
atravessam a malha, C. Papel celofane emergido em solugdo verde malaquita 3%, D.
Laminas preparadas. E. Observacdo dos ovos de S. mansoni.

5.7 ESPLENECTOMIA

Noventa dias da infeccdo cercariana, parte dos camundongos esquistossomoticos e
controles foram submetidos & laparotomia mediana, com esplenectomia total
convencional. Para isso foi realizada cirurgia aberta. Apds anestesia geral com solucédo
cloridrato de xilazina 2% (10 mg/Kg) e cloridrato de cetamina 10% (115 mg/Kg), cada
camundongo foi colocado em decubito dorsal semilateral direito e utilizada incisdo
subcostal esquerda. Posteriormente ao acesso da cavidade abdominal, realizou-se a
inspecdo a procura de baco acessorio e palpacdo para detectar aderéncia deste 6rgao, o que
poderiam causar laceragbes e sangramentos. Procedeu-se, entdo, com disseccdo do
ligamento gastroesplénico e ligadura dos vasos gastricos curtos. Localizou-se a artéria
esplénica, com posterior reparo e ligadura, fazendo-se compressdo do baco
(autotransfusdo), que possibilitou o retorno de grande parte do sangue a circulagdo
sisttmica. O baco foi mobilizado medialmente, fazendo-se sec¢do dos ligamentos.
Realizou-se a dissecgdo da veia esplénica, seguida de reparo e ligadura. Finalizou-se a
cirurgia com a disseccdo do pediculo vascular, cuidadosamente para evitar lesGes no
pancreas e exérese do Orgdo, seguida de nova inspecdo da cavidade e sintese da parede
abdominal (FIGURAS 17A, 17B, 17C, 17D, 17E e 17F). Este procedimento foi realizado

da mesma forma que o observado em SIQUEIRA etal., 2010.
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A fase crbnica da infecgdo esquistossomotica murina é considerada completamente
estabelecida a partir da 12% semana da exposicdo cercariana (FALLON, 2000; PEARCE,
MCDONALD, 2002). Por essa razdo, os camundongos foram esplenectomizados apds 13

semanas da infeccdo por S. mansoni.

FIGURA 17 - Esplenectomia em camundongos. A. Incisdo subcostal esquerda, B.
Identificacdo do baco, C. Disseccdo, ligadura, seccdo do hilo e vasos acessorios, D.

Exérese do 6rgdo, E. Sintese, F. Baco.

5.8 EUTANASIA E ESTUDO DA TRANSLOCACAO MICROBIANA

Uma semana pos-esplenectomia, todos o0s camundongos foram submetidos a

overdose anestésica para coleta de amostras biologicas. O tempo de sete dias pos-
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esplenectomia foi estabelecido para eutanasia devido a debilidade dos camundongos,

principalmente os esquistossomoticos (ALBERTI et al., 2007).

Antes da coleta foi realizada rigorosa assepsia da cauda e de todo o corpo do
animal, com lodopovidona 1% para evitar contaminacdo das amostras e/ou tubo com a
microbiota do camundongo. Além disso, para laparotomia, realizou-se jogos separados de
pincas e tesouras. O estudo da translocacdo bacteriana estd de acordo com o realizado por
TORRES et al. (1999), CELIK et al. (2005) e GENCAY et al. (2008). Primeiramente foi
retirado sangue periférico (0,5mL) por puncdo caudal e, posteriormente, realizada inciséo

mediana xifo pubiana com auxilio de tesoura cirlrgica.

Foram coletados na seguinte ordem, fragmentos do bagco (grupos nao
esplenectomizados), fragmentos do figado, sangue porta, linfonodos mesentéricos na
regido média do intestino delgado, fragmentos da porcdo distal do intestino e as fezes
nesta regido. Para aspiracdo do sangue da veia porta utilizou-se agulha 13 x 4,5 acoplada a

seringa descartavel de 1 mL.

Todo material coletado foi submetido ao cultivo para verificacdo do crescimento de
micro-organismos. Fragmentos do baco, figado e linfonodos mesentéricos foram
macerados e homogeneizados separadamente em placas de Petri estéreis. As amostras
foram acrescendidas de BHI (Infusdo de cérebro e coragdo - 15), incubados em estufa
bacterioldgica a 37°C/24 horas e semeadas em placas de Petri contendo meios de cultivo
especificos para cada grupo bacteriano. A observacdo das placas foi realizada apos 24-72
horas de incubacdo. Com o crescimento nas placas de cultura, as espécies bacterianas
foram identificadas por testes bioguimicos convencionais e confirmadas em equipamentos
automatizados (VITEK 2, Biomerieux® e/ou Microscan® Autoscan-4®).

5.9 AVALIACAO DA EVOLUCAO DO PESO PONDERAL E PESO ESPLENICO

A ewolugdo do peso corporal dos animais foi registrado no antes da infeccdo
cercariana (35 dias de nascidos), ap6s Kato-Katz (80 dias de nascidos), antes da
esplenectomia (125 dias de nascidos) até a eutandsia (132 dias de nascidos). O peso foi
medido em balanca eletronica (Marte, Mod. 1001, com capacidade para 1610g e
sensibilidade até 0,1g). O registro dos pesos de cada animal foi realizado em protocolo

individual.
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Os bacos dos animais foram retirados na eutanasia e pesados, os resultados foram
expressos em gramas (g). Apenas nos camundongos ndo esplenectomizados, fragmentos do

baco foram retirados, posteriormente a pesagem, para estudo da translocagdo microbiana.

5.10 RECUPERACAO DOS VERMES ADULTOS

ApoOs a coleta das amostras biologicas realizou-se a perfusdo do sistema venoso
portal e veias mesentéricas para recuperacdo dos vermes adultos, de acordo com a técnica
PELLEGRINO, SIQUEIRA (1956) e DUVALL, DE WITT (1967). Ao final foi obtida a
quantificacdo dos vermes adultos classificados em machos e fémeas.

5.11 AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL

Para determinacdo do numero de unidades de coldnias bacterianas por grama de
fezes (UFC/g) utilizou-se 0 mesmo método adotado por NAABER et al. (1998) e BISSO
(2008). Nos tubos contendo amostras fecais foi acrescentada solucdo salina estéril/NaCl
0,9% (1:10). Apds homogeneizacdo mecanica, obteve-se diluicdo inicial 10, sequida de
diluicbes seriadas, até diluicdo de 10°. A partir das cinco diluicbes preparadas, foram
inoculados 0,1 ml de cada diluicdo na superficie de placas contendo meios cromogénicos
(Agar CPS ID®, Biomerieux). Espalhou-se o indculo com auxilio da alca de Drigalsky e,
posteriormente, as placas foram incubadas invertidas a 37°C/24 horas. As bactérias foram
identificadas de acordo com a morfologia colonial, microscopica e caracteristicas
bioquimicas (KONEMAN et al.,, 2008). O calculo UFC foi dado pelo nimero de colénias
detectado no meio de cultura x fator decimal de diluicdo x 10 (fator para expressar o

resultado por grama de fezes, visto que o volume semeado em cada meio foi 0,1mL).

5.12 ANALISE MORFOMETRICA DA MUCOSA INTESTINAL

Segmentos da regido distal do intestino delgado foram seccionados transversalmente
e longitudinalmente. As laminas contendo o0s cortes sagitais foram coradas pela
Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliagdo morfoldgica. As variaveis consideradas foram
as medidas da altura e area das vilosidades, bem como, a superficie total da area da
mucosa (perimetro) (SIQUEIRA et al., 2010). As analises morfométricas foram feitas em

microscépio éptico acoplado a videocamara por observador que desconhecia qualquer
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dado sobre o grupo dos animais. As imagens capturadas foram armazenadas em
computador e analisadas pelo software Image J. As medicdes foram feitas em pixels
(unidade de resolucdo de imagem) e obtidas pela media aritmética de cinco medidas do
segmento intestinal examinado, escolhendo-se sempre as glandulas melhor orientadas em

cada corte.
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RESUMO: Em regifes endémicas, a esquistossomose mansdnica é responsavel por alta
taxa de morbimortalidade. Estas taxas aumentam ainda mais devido a infestagdo do
sistema hepatico e coinfecgbes por bactérias e outros micro-organismos. No presente
trabalho, estudos sobre a associacdo entre esquistossomose mansonica e doencgas
bacterianas sdo apresentados e 0s autores avaliam e discutem o0s principais tipos de
bactérias envolvidas, as causas do desenvolvimento da infeccdo secundaria, alkm da

prevaléncia das manifestacbes clinicas.

UNITERMOS: Esquistossomose, coinfeccdes, bacteremia, translocacdo, infeccbes

bacterianas.

78


http://www.verticce.com/web/user.php?lang=pt&redirectTo=conteudo&acao=palestralogin&redirectId=896
http://www.verticce.com/web/user.php?lang=pt&redirectTo=conteudo&acao=palestralogin&redirectId=896

INTRODUCAO

No Brasil, em virtude da grande diversidade geografica, climatica, econbmica e
social que se reflete na imensa variedade de parasitas encontrados no pais, a
esquistossomose € uma das mais significativas endemias parasitarias; representando grave
problema sanitario, com estimativas de que existam cerca de seis milhGes de pessoas

infectadas, principalmente no Nordeste e em Minas Gerais!.

A mortalidade por esquistossomose mansonica ocorre principalmente na fase cronica
da doenca. Na forma hepatoesplénica, as manifestacGes clinicas sdo decorrentes da
hipertensdo portal e as principais complicagdes sdo ascite e formacdo de varizes
gastresofagicas que, quando rompem, resultam em hemorragias graves e, muitas vezes,
fatais. Além disso, ocorre predominio da resposta imunoldgica Th2, que se sobressai a
resposta Thl, podendo provocar imunodeficiéncia relativa2. A IFN-y estimula a destruicdo
intracelular de micro-organismos pelas células fagociticas, assim, o perfil Thl constitui
resposta normal as infeccGes bacterianas, flingicas e virais conferindo resisténcia3. Ao
contrario, a resposta Th2 associa-se com hipersensibilidade, pois IL-4 estimula producdo
de IgE pelas células B e IL-5 proliferacdo de eosindfilos’. Desta forma, o
comprometimento das defesas do hospedeiro aumenta a susceptibilidade as infec¢fes. Os
patbgenos que conseguem escapar dos mecanismos microbicidas dentro do organismo
humano encontram situacdo privilegiada, podendo sobreviver, multiplicar-se e levar a

coinfecgbes, com alteracBes patoldgicas cronicas.

O objetivo desse estudo foi levantar dados da literatura que evidenciam presenca de
infeccOes bacterianas na esquistossomose, bem como analisar os principais tipos de
bactérias encontradas, as causas do desenvolvimento da infeccdo secundaria, além da
prevaléncia das manifestacBes clinicas. E assim, contribuir para decisGes frente aos

processos de coinfeccdes em pacientes com doenca cronica.

METODOS

N&s conduzimos revisdo sistematica de estudos que avaliaram associacdo da
esquistossomose mansdnica e infeccdes bacterianas. O objetivo primario foi verificar as
principais espécies envolvidas nos processos infecciosos. A revisdo sistematica tem como
uma das finalidades identificar temas que necessitam de evidéncia, auxiliando na
orientacdo para investigacdes futuras®.
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Busca na literatura

Para identificacdo de estudos relevantes, realizamos busca nos Ultimos sessenta
anos (1950 para 2011) nas bases de dados: MEDLINE, LILACS e EMBASE analisando a
relacdo entre esquistossomose e infec¢bes bacterianas. Os estudos foram selecionados em
todos os idiomas e o0s seguintes termos (em inglés) foram utilizados para busca,
isoladamente ou em associacdo: schistosomiasis mansoni, association, coinfection,
bacterial infection. Também pesquisamos e selecionamos publicagdes listadas nas

referéncias bibliografias dos artigos elegidos para complementar a investigacéo.

Critérios de inclusdo e exclusao

O critério de inclusdo para as referéncias ocorreu da seguinte maneira: (1) estudos
epidemioldgicos (série de casos, transversal, caso-controle ou coorte) sobre infeccdes
microbianas na esquistossomose mansbnica cronica (2) publicados em inglés, portugués
ou espanhol entre 1950 e 2011. Os artigos foram estudados quanto ao tipo de bactéria
infecciosa, tipo de patologia causada pela coinfeccdo e quando informado, as formas de
aquisicdes da doenca secundaria. Trabalhos experimentais, inclusive com inoculacdo
bacteriana para inducdo de infeccdo, e as revisdes bibliograficas encontradas foram

utilizados apenas na discussdo dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossa estratégia de busca gerou 29 artigos cientificos, sendo todos de estudos
descritivos que preencheram completamente os critérios de inclusdo, e foram selecionados
para revisdo (Quadro 1). Alguns estudos descreviam mais de um caso de paciente
coinfectado, assim com base nos 29 artigos, somamos 227 casos que apresentavam
infeccbes bacterianas na esquistossomose mansbnica. N&do foi possivel analisar 0s
resultados de acordo com idade, sexo e gravidade da doenca cronica, pois alguns estudos

ndo relatavam estes dados.

Dos 227 casos observados nos 29 artigos cientificos, em 55% houve coinfec¢do por
esquistossomose e enterobactérias, principalmente Salmonella sp, sendo que em um
paciente ocorreu associacdo com dois tipos de bactérias, Salmonella e Micobactéria
(Gréfico 1).
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AS

principais

manifestacoes

clinicas

observadas

nestes 227 casos

foram

enterobacteriose septicémica prolongada (28%), gastrite (28%) e doenca renal (19%).

Alguns estudos relataram uma mesma manisfestagdo clinica causada por diferentes

géneros bacterianos (Grafico 2).

QUADRO 1: Estudos que relatam infeccdo bacteriana na esquistossomose mansonica,
entre 1950 e 2011.

Ano Autores Pais Casos Bactérias associadas Manifestacdes clinicas
1950 GRQEQX & Inglaterra 1 Staphylococcus aureus Abscesso hepatico
1954 FERREIRA’ Brasil 29 salmonella typhi Salmonelose septicémica
prolongada
NEVES & . Salmonelose septicémica
1967 MART INS'® Brasil 12 Salmonella sp prolongada
ROCHA, KIRK & . Salmonelose septicémica
1971 HEAREY™ Brasil 11 Salmonella sp prolongada
1975 HIGASHI et al® Egito 13 Salmonella sp Sindrome Nefrética
TEIXEIRA, BINA . L . . .
1976 & BARRET O™ Brasil 1 Escherichia coli Septicemia prolongada
FERREIRA, Salmonelose septicémica
1976 BASSOl & Brasil 7 Salmonella sp rolon ;)da
SHIROMA®! prolong
STRAUSBAUGH . . Amiloidose renal e sindrome
1978 ot al®? Egito 2 Salmonella paratyphi A nefrotica
FARID,
1984 TRABOLSI & Egito 1 Escherichia coli Bacteremia
HAFEZ'®
1985 YASUDA et al’ Brasil 5 Salmonella sp Salmonelose septicemica
prolongada
1987 LAMZE:ILUCCI Brasil 20 Salmonella sp Envolvimento Renal
1988 LAMEE;;I;UCCI Brasil 3 Salmonella sp Glomeruloneftite
LAMBERT UCCI . PUstulas na pele e maltiplos
1990 30 Brasil 2 Staphyloccocus aureus N
et al abscessos piogénicos
HENNEQUIN,
1991 BOUREE & Francga 1 Salmonella paratyphi A Infeccdo urinaria
HALFON?®
LAMBERT UCCI, Sinais e sintomas
1991 RAYES& Brasil 2 Salmonella sp inespecificos
CERSPACHER- (Esquistossomose/Aids)
LARA®® q
NISHIOKA,
1992 FERREIRA & Brasil 1 Serratia marcescens Sudorese, calafriose diarréias
BURGARELLI™
LAMBERT UCCI . . Necrose hepética e
1993 & NEVES Brasil 1 Salmonella e Mycobacterium Tuberculose disseminada
LIMA & . L . Abscessos hepéticos
1995 MALUF® Brasil 1 Escherichia coli piogénicos mltiplos
1996 TEIXEIRA® Brasil 3 Staphylococcus aureus A_bscAes_sos hepatnlcos
piogénicos multiplos
2001 TEIXEIRAet al** Brasil 17 Stahylococcus aureus Abscessos hepaticos
LAMBERT UCCI,
2001 RICHARD-LIMA Brasil 1 * Abscesso piogénico hepatico
& SERUFO*
2002 BRANDT “°et al Brasil 9 Helicobacter pylori Gastrite
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SANCHEZ-
2003 OLMEDO et al®
2004 ELSHAL et al®*’ Egito 34 Helicobacter pylori Gastrite
Escherichia coli (6)
Acinetobacter calcoaceticus (5)
Enterobacter cloacae (3)
Proteus mirabilis (2)
2005 FERRAZ et al*° Brasil 23 Citrobacter freundii (2)
Pseudomonas aeruginosa (2)
Salmonella sp (1)
Klebsiella pneumonia (1)
Streptococcus faecalis (1)

Espanha 1 Staphylococcus aureus Bacteremia

Bactérias em linfonodos
mesentéricos

Abscessos piogénicos no

2005 GOLDANI et a?? Brasil 1 Pseudomonas aeruginosa figado

2007 BASILE et al*® Franca 1 Mycobacterium tuberculosis N6dulos epigastricos
2008 ABOU et al** Egito 20 Helicobacter pylori Gastrite

2010 RODRE:I%UES et Brasil 4 * Glomerulonefrite

*N&o houve identificagdo bacteriana

GRAFICO 1: Numero de bactérias envolvidas em coinfeccbes com Esquistossomose
mansonica cronica, segundo dados da literatura de 1950 a 2011.
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GRAFICO 2: Manifestagbes clinicas das infeccOes bacterianas na Esguistossomose
mansonica cronica, segundo dados da literatura de 1950 a 2011.
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Bactérias envolvidas em coinfec¢cdes com Esquistossomose
Enterobactérias

Enterobacteriose  septicémica  prolongada é decorrente de infeccdo  por
enterobactérias, facilitada pela presenca do verme e pela disfuncdo hepética, podendo
ocorrer febre de longa duracdo, diarréia, emagrecimento, dores abdominais, palidez,
edemas e petéquias nos membros inferiores®. No Brasil, o primeiro caso de bacteremia
prolongada na esquistossomose hepatoesplénica foi observado por FERREIRA’, e
definitivamente demonstrado por NEVES®, que detectou, através de hemoculturas

seriadas, presenca persistente da bactéria na corrente sanguinea por até 113 dias.

Pelos estudos clinicos realizados em Sdo Paulo, Bahia e Minas Gerais ficou
caracterizado que individuos coinfectados com Salmonella typhi e S. mansoni, além de

apresentarem, na grande maioria, forma hepatoesplénica, demostravam quadro clinico de
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febre com calafrios que podia durar meses, com perda de peso e hepatoesplenomegalia
acentuadas, e até casos de envolvimento renal® 1°. Esse quadro apresentava-se diferente do
classico da febre tifoide e da septicemia por bacilos gram-negativos, assemelhando-se
mais as infeccbes que acometem o sistema de fagocitos mononucleares, tal como o
calazar''. MUNIZ-JUNQUEIRA, TOSTA, PRATA!, relatam os estudos que reportam
associacdo da salmonelose septicémica prolongada e esquistossomose, além de mencionar

mecanismos de imunopatogenicidade e discutir a aquisicdo da Salmonella.

Alguns fatores de coinfeccdo S. mansoni e Salmonella sp no organismo humano,
também sdo validos para associagdo com outras espécies, como carga bacteriana, sorotipo,
viruléncia, capacidade invasiva e fatores relacionados a resisténcia do hospedeiro,
particularmente os de natureza imunoldgical?. Entre os fatores relacionados ao hospedeiro
humano, identificados como importantes na maior ou menor resisténcia a infeccdo por
salmonelas, incluem-se idade, presenca de flora intestinal equilibrada e concomitancia de

certas doengas®®.

NISHIOKA, FERREIRA, BURGARELLI', descreveram o primeiro caso de
associacdo de bacteremia por Serratia marcescens e esquistossomose mansonica. O
paciente, sexo masculino, possuia 21 anos, queixas de febre, sudorese, calafrios e diarréia
por quatro dias consecutivos. Segundo estes autores, 0 caso ndo se enquadra na definicéo
classica de bacteremia prolongada associada a esquistossomose, entretanto, os autores

consideraram forma leve da associacéo.

Desde 1976, associacdo S. mansoni e Escherichia coli tem sido descrita®®. No Egito,
foram observados casos de esquistossomose e febre prolongada devido bacteremia por E.
coli, que também pode ser detectada no trato urindrio*®. Posteriormente, pesquisas
experimentais, foram realizadas por outros autores, que demonstraram aumento das

infecgBes por gram-negativas nesta helmintiase!” 18 12

FERRAZ?® et al. sugeritam a presenca de bactérias aerébias em linfonodos
mesentéricos como consequéncia da translocacdo bacteriana, fato que pode desempenhar
papel no desenvolvimento de complicagdes infecciosas em esquistossométicos. A
incidéncia global de infeccbes pos-operatorias apresentou associacdo significativa com
culturas positivas, demonstrando importancia da pesquisa de gram-negativos em amostras

bioldgicas de pacientes com doenca cronica, além do uso profilatico de antibioticos.
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Bacilos gram-negativos ndo-fermentadores (BGN-NF)

Estudos demonstrando associacdo entre esquistossomose e bactérias ndo-
fermentadoras sdo raros. Pseudomonas aeruginosa € bactéria gram-negativa aerobica,
nao-fermentadora, que se apresenta sob forma de bastonetes isolados ou aos pares,
movidos por flagelos polares. Esta espécie comumente habita solo, agua e vegetais, e faz
parte da microbiota normal, podendo ser encontrada na pele, garganta e nas fezes de
individuos sadios?!. GOLDANI?? et al. descreveram relato de paciente brasileiro com
esquistossomose mansonica cronica que desenvolveu recorrentes abscessos piogénicos no
figado por Pseudomonas aeruginosa. FERRAZ?® et al, analisando linfonodos
mesentéricos de pacientes esquistossomdticos, observou presenca, hdo apenas de
Pseudomonas aeruginosa, mas Acinetobacter calcoaceticus, esta Ultima envolvida em

processo infeccioso pds-cirdrgico.

Microaerofilicas

Vérias pesquisas sobre modo de transmissdo de Helicobcter pylori estdo sendo
desenvolvidas, e pode-se dizer que esta é uma das areas mais estudadas, discutidas e
controvertidas desse micro-organismo. As vias de infeccdo mais aceitas atualmente

incluem fecal-oral e oral-oralP*

N&o ha possibilidade de transmissdo através do ato sexual
comum, e infeccdo por insetos vetores é praticamente nula®*. Em  esquistossométicos
hepatoesplénicos, pesquisa de H. pylori em bidpsia gastrica € positiva em cerca de 40%
dos casos e, essa infeccdo modifica o infiltrado inflamatorio da gastrite em todos o0s casos
em que a bactéria estd presente®®> No Egito, ABOU?® et al,, estudou o impacto da
coinfeccdo S. mansoni na gastrite induzida por H. Pylori, e observou que gastrite grave foi

significativamente mais comum em pacientes infectados exclusivamente com H. pylori.

Considerando que paciente esquistossomotico é suscetivel a infeccdo pelo H. pylori,
BRANDT? et al., observaram que a prevaléncia aumenta, no seguimento, em longo prazo,
em pacientes submetidos a esplenectomia e ligadura da veia gastrica esquerda com
autoimplante de tecido esplénico no omento maior. Concluindo que esses pacientes
poderiam ter sido curados da infeccdo por H. pylori no pds-operatdrio imediato, e que o
aumento de prevaléncia da infeccdo gastrica poderia ter representado historia natural de

re-infeccao.



Cocos gram-positivas

Em pacientes com doenca cronica, frequéncia de infeccbes secundarias por
Staphylococcus aureus ndo é incomum. GRAHAM, ORR?® descreveram primeiro caso de
oficial inglés que desenvolveu abscesso hepatico por S. aureus associado a
esquistossomose, e sugeriram que lesdo hepética pode ter facilitado instalacdo de
infeccbes  secundarias.  Posteriormente, alguns estudos concluiram que granulomas
hepéticos favorece colonizagcdo por S. aureus e bacteremia pode dar origem aos abscessos
hepaticos 2° 3° 3! 32 Da mesma forma, SANCHEZ-OLMEDO?? et al. relataram coinfeccéo
com S. aureus, responsavel por bacteremia secundaria a abscesso hepatico. De acordo com
estudos clinicos e relatos de casos observados, esquistossomose mansonica é fator
predisponente para formacdo do abscesso piogénico do figado, sendo bacteremia processo
primario ou secundario ao abscesso. Em estudos experimentais a esquistossomose
associada a bacteremia por S. aureus favorece colonizacdo do figado pela bactéria, com
posterior formacdo de abscesso piogénico, e hemoculturas nem sempre positivas®* 3° O
tratamento para esquistossomose, antes do tratamento da bacteremia, ndo impedem
formagdo do abscesso®?,

Geralmente, abscessos hepaticos sdo causados principalmente por bactérias gram-
negativas, em especial Escherichia coli, seguido por gram-positivos, principalmente
Streptococcus viridans, e anaerdbios, com predominancia de Fusobacterium®. E
interessante observar que na literatura atual, em pacientes esquistossomdticos ndao ha
relatos de casos por anaerdbios e geralmente evidenciam-se gram-positivos®® 2° 30,
Mecanismo de adesdo local explicaria a maior incidéncia do S. aureus na patogénese do

abscesso hepético na hepatoesplenomegalia®?

Micobactérias

Quase ndo existem relatos a respeito da coinfeccdo com S. mansoni e
Mycobacterium tuberculosis, apesar da alta incidéncia das duas infec¢cdes, principalmente
no continente Africano. No Brasil, LAMBERTUCCI, NEVES®', relataram caso de
paciente com associacdo de Schistosoma, Salmonella e Mycobacterium. O paciente foi a
6bito, e a coinfeccdo com tuberculose diagnosticada apenas durante autopsia. BASILE® et
al., relataram caso de homem, 32 anos, com dor abdominal isolada e bidpsia retal

apresentando granuloma em torno dos ovos do S. mansoni. Além disso, foram

86



diagnosticados quatro nodulos epigastricos representativos de linfadenite granulomatosa
com necrose. Na pesquisa microbiologica foram encontrados bacilos alcool-acidos

resistentes com cultura positiva para M. tuberculosis.

Revendo a literatura sobre associacdo Shistosoma e M. tuberculosis, ndo se sabe ao
certo a relacdo potencial na coinfeccdo, especialmente a imunofisiopatologia. A incidéncia
de doencas por micobactérias é alta e a eficacia do Bacilo Calmette Guérin (BCG) é baixa
nas regibes onde as infeccGes cronicas por esta bactéria € comum. No entanto, se as
infeccbes por helmintos podem afetar a imunidade do paciente, ndo esta elucidado a

associagdo do Schistosoma com as respostas imunes para combater as micobactérias.

Em estudo experimental, ELIAS®® et al., investigaram se infeccdo esquistossomética
pode afetar a habilidade dos camundongos em controlar infeccdo por Mycobacterium
bovis inoculados via intravenosa e estimular resposta imune a antigenos micobacterianos.
Os  resultados  mostraram que camundongos  coinfectados  possuiam  niveis
significativamente mais elevados de bacilos em seus Orgdos e apresentavam maior
patologia pulmonar quando comparado aos controles apenas com Schistosoma. A infeccao
cronica pode afetar a resisténcia/suscetibilidade a doenca por micobactérias, prejudicando
respostas do tipo Thl. Esta descoberta é potencialmente importante no controle da

tuberculose em paises onde a esquistossomose é endémica.

Apesar dos relatos envolvendo a associacdo Schistosoma e bactérias, o enfoque é
mais central em determinadas espécies microbianas, como Salmonella e Helicobacter
pylori, o que pode ser devido a maior frequéncia dos casos. Entretanto, é importante
ressaltar que um dos fatores que favorecem esta associacdo € a imunodepressao provocada
pela S. mansoni2. Esse fenbmeno pode influenciar coinfeccdo por outros agentes
oportunistas, como anaerobios e fungos. N&o observamos trabalhos na literatura que

demonstrassem essa associa¢do, devendo muitas vezes passar despercebida.

Fatores facilitadores das infeccGes bacterianas na esquistossomose

Apesar das infeccBes por bactérias serem influenciadas pela carga bacteriana, sorotipo,
viruléncia e capacidade invasiva, para pacientes esquistossomético, outros fatores

relacionados ao hospedeiro devem ser levados em consideracéo.



Imunodepressdo causada pela esquistossomose

Os macrofagos sdo fagocitos estimulados pela IFN-y, que na doenga cronica
apresenta producdo diminuida. O efeito da intensidade da infeccdo sobre producdo de
IFN-y, IL-10 e IL-13 por polimorfonucleares de individuos residentes em &rea endémica
foi avaliado por SILVEIRA* et al, que observaram que niveis de IFN-y diminuem
gradualmente com aumento da intensidade da infeccdo, decisivo para producdo de IL-10 e
domindncia de resposta imunologica Th2. Outro mecanismo relacionado a inibicdo da
sintese de IFN-y por IL-10 é que esta citocina é capaz de inibir sintese de IFN-y pelas
celulas Natural Killers, mecanismo essencial para derivacdo da resposta imunolégica para
o tipo Th1*’. Como descrito anteriormente, na esquistossomose cronica ocorre diminuicao

de IFN-y, provocando maior susceptibilidade as infeccbes microbianas.

Estudos in vivo e in vitro sugerem que na doenca crbnica aproximadamente 40%
dos macrofagos ndo conseguem fagocitar e entre os que fagocitam, ocorre deficiéncia
acentuada da capacidade de destruicdo bacteriana, indicando possibilidade de algumas
sobreviverem e multiplicarem-se no citoplasma dos macréfagos, levando a ativagdo
cronica do sistema fagocitico*?. As funcBes fagocitarias e microbicidas dos macréfagos
sdo fundamentais para defesa do organismo. Estas células possuem varios mecanismos
alternativos que se completam e funcionam concomitantemente, como enzimas
proteoliticas, acidificacdo do fagolisossoma, peptideos catidnicos, proteinas que ligam
ferro, e radicais de oxigénio e nitrogénio para destruir 0s micro-organismos fagocitados*®.
Os pat6genos que conseguem escapar a €sses mecanismos microbicidas se encontram em

situacdo privilegiada para condugdo de alteracbes patologicas cronicas.

Formacéo de granulomas e disfuncéo de 6rgéos pelo S. mansoni

Em revisdo bibliografica, acerca das ocorréncias de casos agudos e crbnicos da
doenca no Brasil, de 1997 a 2006, evidenciam-se poucas pesquisas com enfoque nas
formas clinicas da esquistossomose, 0 que denota falta de interesse ou de estimulo a
investigacdo sobre o tema. Como consequéncia, existe caréncia na repercussao sobre
gravidade da doenca no Brasil e inadequadas ou escassas sdo as politicas de investimentos
em saneamento bésico e ambiental. Tais politicas teriam poder em minimizar a ocorréncia

desse agravo, melhorando qualidade de vida das populagdes menos favorecidas**.
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Na fase crbnica, formacdo de granulomas ao redor dos ovos no figado dificulta
progressivamente  drenagem sanguinea da veia porta, aumentando pressdao venosa
retrégrada e desencadeando surgimento de circulacdo colateral®. Com isso, parte do
sangue venoso proveniente dos mesentéricos passa diretamente para circulagcdo sistémica
sem sofrer processo de filtracdo pelas células de Kupffer nos sinusoides hepéticos.
Simultaneamente, pode ocorrer aumento progressivo do baco devido a congestdo venosa e
a hipercelularidade®. Portanto, figado e baco, 6rgdos ricos em células do sistema
fagocitario mononuclear e fundamentais na defesa do hospedeiro contra infecgdes
bacterianas, ficam comprometidos por alteracbes anatdbmicas e funcionais importantes?
(Figura 1).

FIGURA 1: Aparéncia do peritbnio em camundongo ndo parasitado (A) e em

camundongo com esquistossomose cronica (B).

Granulomas provocados pelo S. mansoni no figado sdo focos de colonizacdo para
bactérias como S. aureus e E. coli, e na presenca de bacteremia facilita a formacéo de
abscessos hepéaticos®?. Alguns mecanismos tém sido propostos como provavel explicacdo
para a associacdo da esquistossomose e abscessos piogénicos do figado: (1) figado
necrosado causada por vermes mortos ou ovos poderia ser colonizado por bactérias; (2)
presenca de imunidade transitoria mediada por célula na fase aguda em modelos
animais*’; (3) a literatura contém varios casos de infeccBes recorrentes por S. aureus com

altos niveis séricos de IgE, que também podem ser relatados na esquistossomose aguda®®
49

Ascite, na doenca hepatica cronica, sinaliza que a doenca estd avancada e relaciona-
se ao aparecimento de outras complicagbes da cirrose, como hemorragia por varizes
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esofagicas e encefalopatia hepatica (Figura 2). Além de outras complicacdes, ascite pode
levar a infeccdo do liquido ascitico, causando peritonite bacteriana espontanea, que pode

ser severa e com alta mortalidade se ndo tratada adequadamente®®.

FIGURA 2: Ascite em camundongo com esquistossomose mansonica cronica.

Interacéo entre esquistossomose e outros patdgenos nao-bacterianos

Em artigo de revisdo sobre associacdo de esquistossomose e virus da hepatite B, C e
D, SERUFO, LABERTUCCI®! apresentam e discutem estudos relacionados com o tema,
alem de demonstrar limitagdes de cada um. Individuos com formas graves da
esquistossomose e que necessitam hospitalizacdo, tratamento cirirgico e terapia
parenteral, incluindo transfusGes de sangue ou hemoderivados, sdo expostos a virus. Estes
mesmos fatores podem expd-los a bactérias agentes de infeccGes hospitalares, como P.
aeruginosa, E. coli, S. aureus e S. marcercens multirresitentes a antibioticos de amplo

espectro®?.

Em artigo de revisio a respeito da coinfeccdo esquistossomose e HIV-1, SECOR®
observou que ambas infeccbes exercem efeitos bi-direcional e justifica a especial énfase
no tratamento ou prevencdo da esquistossomose em infectados com HIV-1, ou alto risco
de infeccdo. Varios estudos tém discutido os efeitos da Aids na esquistossomose, assim

como os efeitos da esquistossomose na Aids®> >4

e até mesmo com outras infecgdes
associadas™. Esses trabalhos mostram que h& diminuicio da excrecdo de ovos nas fezes e
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aumento da retencdo dos mesmos em tecidos na presenca dos niveis diminuidos de
linfocitos TCD4+, o que de fato, poderia aumentar formacdo de granulomas, disfuncdo de

6rgdo e bacteremia por E. coli e S. aureus.

No colo uterino, hd hipdteses de que alteracdes causadas pela resposta inflamatéria
e imune aos ovos de Schistosoma possam facilitar transmissdo e progressdo de outras
doencas sexualmente transmissiveis. Associacdo de HPV e ovos de Schistosoma em HIV-
positivo pode alterar a histéria natural dessas doencas®®. Assim como no colo uterino, é
possivel encontrar a interacdo na regido anal’’. E sabido que intestino e regido anal sdo
repletos de varias espécies bacterianas que compdem a microbiota normal, e estas

poderiam atuar de forma patogénica nesta interacéo.

Em estudo a respeito das consequéncias clinicas e imunologicas do virus T-
linfotropicos humanos tipo | (HTLV-1) na coinfeccdo com S. mansoni, SANTOS®? et al.,
indicam que HTLV-1 diminui resposta Th2 e sintese de IgE, além disso, € inversamente
associado com desenvolvimento da fibrose hepatica. Helmintos podem proteger pacientes
com HTLV-1, evitando producdo de grandes quantidades de citocinas pro-inflamatdrias
como IFN-y, que estimula destruicdo intracelular de micro-organismos pelas células

fagociticas, facilitanto outros tipos de infecgdes.

Interacdo entre Schistosoma e incapacidade de animais infectados de se livrarem de
protozoarios € outro ponto que merece ser mencionado. Modelos experimentais mostram
maior susceptibilidade de esquistossomoticos a Plasmodium berghei, Plasmodium

falciparum, Leishmania mexicana, Trypanosoma cruzi e Entamoeba histolytica °8 > 6061 62

%3 Dados foram obtidos de escolares simultaneamente infectados por S. mansoni e
geohelmintos (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e ancilostomideos). Os resultados
ressaltaram importancia na implementacdo das politicas de saude que contemplem reducéo
a determinantes das infeccbes parasitarias, mesmo em intensidade leve e moderada,
principalmente entre escolares®®. TZANETOU®® et al., relataram caso de esquistossomose
hepatoesplénica com hipertensdo portal e sangramento de varizes em paciente imigrante
do Egito com Strongyloides stercoralis. J& ALVES®® et al. relataram coinfeccdo por
Echinococcus e S. mansoni em paciente procedente de area rural da amazbnia oriental
brasileira. Além disso, 0s autores reiteraram a importancia diagnéstica e do entendimento
da ecoepidemiologia regional na abordagem clinica e terapéutica em hepatopatas na

Amazonia.
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Translocagdo microbiana via trato digestério

Segundo MACFIE®’, os fatores que influenciam prevaléncia da translocacéo
bacteriana sdo alteracbes na permeabilidade da mucosa intestinal, microbiota digestoria,
estado imune, e uma miscelanea de fatores que incluem stress, injuria, variagdo na
motilidade intestinal, radiacdo e determinados tipo de drogas. Vérios estudos em animais
tém demonstrado que translocacdo é fendmeno multifatorial, que pode ser resultado do
rompimento do equilibrio normal da microbiota indigena, que contribui para excessivo

crescimento de determinados micro-organismos®® ©°

Os micro-organismos mais comumente encontrados em processos de translocacéo
sdo bacilos entéricos gram-negativos aerobios e facultativos, que normalmente colonizam
0 intestino em grande quantidade. Segundo WIEST & RATH’, bactérias aerébias gram-
negativas podem translocar com certa facilidade, até mesmo em individuos ndo injuriados,
com enterdcitos intactos. Anaerdbicos, translocam apenas em situacfes que o intestino se
encontra estruturalmente danificado. Além disto, estas bactérias formariam um tapete,
revestindo a superficie mucosa, impedindo colonizagdo por micrébios potencialmente
invasores’!. Estudos mostram que microbiota intestinal pode causar doenca sistémica em
individuos  imunossuprimidos, sem outras condicbes associadas. Isto leva a crer que

disfuncdo imune promove primariamente translocagdo’’.

A ocorréncia de translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos em animais
saudaveis foi observada por pesquisadores e tem sido considerada como parte da
estimulacdo antigénica normal do tecido linféide associado ao intestino, mesmo na
auséncia de injaria’?. Para BERG'®, a translocacdo ocorreria em 3 estagios; no primeiro,
bactéria transporia a mucosa intestinal, alcancando linfonodos mesentéricos; no segundo,
esta migraria dos linfonodos mesentéricos para outros orgaos, como figado, baco, pulmdes
e rins; e no terceiro, a bactéria se disseminaria pela cavidade peritoneal e sangue,

provocando quadro septicémico.

Na presente revisdo sistematica, os trabalhos cientificos pouco relatam a forma de
aquisicdo da infeccdo secundaria. Para Salmonella, estas alojar-se-iam no tegumento e nos
intestinos do S. mansoni e, intermitentemente, esses micro-organismos seriam lancados na
circulagdo, provocando bacteremia recorrente. No caso do H. pylori, 0 estrato
socioecondmico baixo € o maior fator de risco para aquisicdo natural em paises em

desenvolvimento”, o mesmo ocorrido para S. mansoni. Entretanto, para coinfeccdes por
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agentes da microbiota intestinal, a obtencdo poderia ser atraves da translocagdo

bacteriana®®

Em humanos, translocagdo alem de nodulos linfiticos, raramente tem sido
estudada. O principal impacto fisiologico seria a passagem através do sistema
reticuloendotelial do figado, que atuaria como filtro de toxinas e bactérias. Contudo, na
esquistossomose, a formacdo de granulomas no figado dificulta progressivamente a sua
fisiologia® e facilita a disseminacdo de bactérias.

Condigdes socio-econdmico-culturais

Esquistossomose associada a desnutricdo € problema significativo para salde publica,
vitimando, sobretudo, jovens e adultos de grande area geografica do Nordeste e Sudeste
brasileiros’®. A importancia da doenca ndo se restringe a persisténcia da prevaléncia e
larga distribuicdo geogréfica no mundo. Ela diz respeito, também, ao mecanismo de
escape do molusco frente ao moluscocida, precarias condices de moradia e saneamento
bésico, atividades econ6micas ligadas ao uso da agua, principalmente em zonas rurais,
educacdo sanitaria e adesdo aos programas de controle. Além disso, hd de se considerar a
inexisténcia de mecanismos naturais de defesa imunologica, bem como de vacina
efetiva’®. Da mesma forma, condicBes sdcio-econdmico-culturais em regides onde
prevalece esquistossomose sdo também altamente propicias & salmonelose, facilitando,

assim, infeccBes secundérias’’.

As doencas oriundas da falta de saneamento béasico sdo decorrentes da quantidade e
qualidade das &guas de abastecimento, afastamento e destinacdo adequada dos esgotos
sanitarios e residuos soélidos, auséncia de drenagem apropriada para agua pluviais e
principalmente, falta de educacdo sanitaria. As pessoas que ndo dispGem de saneamento
basico, também estdo em maior contato com Shigella, Salmonella e algumas bactérias

consideradas oportunistas, como a P. aeruginosa e Aeromonas sp.

CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil, as parasitoses intestinais ainda se encontram bastante disseminadas e com
alta prevaléncia. Apesar de OTTENS & DICKERSON®® demonstrarem que a maioria das

bactérias gram-negativas ndo causam doencas frequentes em esquistossomaticos, ja que

93



estas parasitam e matam o Schistosoma; essa revisdo sugere que Vvarios outros fatores
podem favorecer a associacdo da esquistossomose com bactérias gram-positivas e gram-

negativas.

E importante ressaltar que muitos dos micro-organismos observados nas
coinfeccbes compdem a microbiota normal do paciente esquistossomdtico. Desta forma,
fazem-se necessarios, associado as medidas de controle, novos estudos no sentido de
melhor se conhecer a infeccdo e a dindmica das interagdes hospedeiro-parasita. Da mesma
forma, entender a associagdo com processos infecciosos, a fim de obter estratégias que
busquem novos instrumentos de controle e de agdes deste helminto no organismo humano;

e com isso, diminuir a morbidade e mortalidade causadas pelo S. mansoni.

Os fatores determinantes da infeccdo bacteriana, e por outros micro-organismos,
dependem da interacdo peculiar entre agente e hospedeiro. Da mesma forma, o sistema
imunitario do hospedeiro, agBes mecanicas provocadas pelo verme adulto, ovo espiculado
e o favorecimento da translocacdo bacteriana podem influenciar a instalacdo e persisténcia
da bactéria, como também, evolucdo para quadros de sepse. Ainda sdo poucos os trabalhos
que discutam a respeito das doencas secundarias na esquistossomose. A maioria das
pesquisas sdo séries de casos e ndo investiga a forma da aquisicdo da coinfeccdo. Portanto,
torna-se importante a realizacdo de estudos com metodologia correta, publicacdo de dados
estatisticos sobre a analise das amostras clinicas de pacientes esquistossomoticos; com a
identificacdo dos micro-organismos envolvidos e as respectivas respostas as drogas
utilizadas na rotina médica, principalmente nos casos de infeccBes secundarias recorrentes.
Também, faz-se necessério pesquisas experimentais demonstrando associacdo entre
translocacdo  microbiana e esquistossomose evitando, deste modo, fatores de

confundimento.

SUMMARY: In endemic areas, schistosomiasis mansoni is responsible for high mortality
rate. These rates are further increased due to infestation of the hepatic system and co-
infections by bacteria and other micro-organisms. In this paper, studies on the association
between schistosomiasis and bacterial diseases are presented and the authors evaluate and
discuss the main types of bacteria involved, the causes of the development of secondary

infection, and the prevalence of clinical manifestations.

UNITERMS: Schistosomiasis co-infection, bacteremia, translocation, bacterial infections.
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RESUMO

Introducdo: Esquistossomoticos apresentam alteracdo da mucosa intestinal e baixa
resposta imune celular na fase cronica. Sexo pode influenciar a resposta inflamatoria
contra Schistosoma mansoni. Objetivamos investigar associagdo entre infeccdes
secundarias e esquistossomose através do estudo da translocacdo bacteriana nesta fase.
Métodos: Camundongos Swiss webster (Mus musculus) com 35 dias foram divididos em
dois grupos: controles (10machos/10fémeas) e esquistossométicos (10machos/10fémeas),
infectados com 50 cercarias via percutinea. Amostras de fezes foram examinadas pelo
método de Kato-Katz com 45 e 97 dias da infeccdo. Realizou-se perfusdo hepética para
quantificacdo de vermes. Os animais foram pesados ap6s 35, 80, 125 e 132 dias de
nascidos, quando foram eutanasiados para estudo da translocacdo, microbiota e
morfometria intestinal. Para microbiota, fezes foram coletadas da regido média do
intestino  delgado. Segmentos desta regido foram seccionadas para diagnostico
morfométrico e histopatologico. Resultados: Fémeas esquistossomoticas apresentaram
maior quantidade de vermes adultos recuperados e ndmero de ovos em fezes (p=0,0001).
Ambos sexos apresentaram maior quantidade de ovos no 45° dia da infeccdo (p=0,005),
diminuicdo da evolugdo ponderal com 80, 125 e 132 dias de nascidos (p=0,0001) e
aumento do peso esplénico na eutandsia (p=0,0001). Os esquistossomdticos apresentam
maior prevaléncia de coproculturas positivas, tanto em relacdo a densidade bacteriana por
espécies, quanto ao nimero de UFC. A andlise morfométrica duodenal revelou reducéo
significativa na altura e area das vilosidades e do perimetro da superficie da mucosa de
ambos os grupos infectados com S. mansoni (p=0,0001). Ocorreu maior translocacao
bacteriana nos grupos esquistossomdticos quando comparados aos respectivos controles,
sendo maior prevalente nas fémeas. Conclusdes: Esquistossomose cronica modifica 0
peso ponderal e esplénico, mucosa e microbiota duodenal de camundongos e favorece
translocagdo, migracdo e sepse, principalmente em fémeas, podendo estar relacionada a
intensidade do parasitismo.

PALAVRAS-CHAVES: Esquistossomose, translocacdo bacteriana, sexo, microbiota
intestinal, linfonodos mesentéricos.

ABSTRACT

Introduction: Schistosomiasis have alterations of the intestinal mucosa and low cellular
immune response in chronic phase. Gender may influence the inflammatory response
against Schistosoma mansoni. We investigate the association between secondary
infections and schistosomiasis through the study of bacterial translocation in this phase.
Methods: Swiss Webster mice (Mus musculus) with 35 days were divided into two
groups: control (10males/10females) and schistosomiasis (10males/10females), infected
with 50 cercariae percutaneously. Stools were examinated by the Kato-Katz method with
45 and 97 days of infection. Held quantification of liver perfusion worms. The animals
were weighed after 35, 80, 125 and 132 days old when they were euthanized for study of
translocation, microbiota and morphology intestinal. For microbiota, feces were collected
from the middle of the small intestine. Segments of this region were sectioned for
morphometric and  histopathological — diagnosis.  Results:  Females had  higher
schistosomotic number of adult worms recovered and number of eggs in faeces (p =
0.0001). Both genders had a higheter number of eggs on the 45" day of infection
(p=0.005), decreased weight gain with 80, 125 and 132 days old (p=0.0001) and increased
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spleen weight at euthanasia (p=0.0001). The higher prevalence of schistosomiasis have
positive stool cultures, both in relation to bacterial density by species, on the number of
CFU. The morphometric analysis revealed significant reduction in duodenal height and
villus area and perimeter of the mucosal surface of both groups infected with S. mansoni
(p=0.0001). Bacterial translocation was higher in groups with schistosomiasis when
compared to respective controls, with higher prevalence in females. Conclusions: In mice,
chronic  schistosomiasis alters the weight and spleen weight, duodenal mucosa and
microbiota and favours translocation, migration and sepsis, especially in females, probably
due to the intensity of parasitism.

KEY-WORDS:  Schistosomiasis, bacterial translocation, gender, intestinal
microbiota, mesenteric lymph nodes.

INTRODUCAO

Translocagdo é a passagem de micro-organismos vidveis ou endotoxinas através da
mucosa e lamina propria do trato digestério para os linfonodos mesentéricos e outros
6rgdos’. Esse fendmeno tem sido associado & candidemias, bacteremias e a sindrome da
faléncia de mdltiplos 6rgdos e sistemas®™®. Os mecanismos que controlam a translocagéo
dependem de malkiplos fatores relacionados ao micro-organismo e ao hospedeiro.
Acredita-se que, para ocorrer a passagem de bactérias e endotoxinas da luz intestinal para
corrente sanguinea, haja necessidade da existéncia isolada ou conjunto da queda da
imunidade do paciente, alteracdo da microbiota e quebra da barreira defensiva da mucosa
intestinal>®.
Pacientes infectados com Schistosoma mansoni podem apresentar circulacéo
mesentérica prejudicada por acdo traumatica, irritativa e espoliativa dos parasitos adultos
que se alimentam de sangue e obstruem o0s vasos. A acdo traumatica dos vasos
mesentéricos deve-se também aos ovos espiculados que precisam atravessar a mucosa
intestinal para serem expelidos nas fezes. Entretanto, parte destes ovos fica retido na
mucosa resultando em reacdo inflamatéria granulomatosa cronica’. Em 2005, FERRAZ et
al., evidenciaram prevaléncia de bactérias aerobias em linfonodos mesentéricos de
pacientes com esquistossomose mansbnica crbnica; e concluiram que a presenca
bacteriana poderia ser consequéncia da translocacdo e favorecer o desenvolvimento de
complicagdes infecciosas pos-operatéria®. Em camundongos infectados por Schistosoma
mansoni foi demonstrado a secrecdo de citocinas Thl pelas células hepaticas antes da
postura dos ovos, com aumento da Th2 devido a presenca de antigenos dos ovos, com

decréscimo na secrecdo de IFN-y e IL-2, coincidindo com elevacdo de IL-4 e IL-5;
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processo que parece promover imunodepressio na fase cronica da doenca®!!. Este
fenbmeno poderia facilitar a translocacdo e permitir sepse.

Além disso, sabe-se que em algumas infeccOes parasitarias, 0 sistema endocrino
pode modular a resposta imunoldgica do hospedeiro vertebrado mostrando existir
diferencas em relacdo ao sexo; como também, o sistema enddcrino pode ser explorado
pelo parasito, para manter sua sobrevivencia®?.

Diante destes fatores e frente ao grande nimero de pacientes esquistossométicos na
fase cronica; bem como existéncia de indmeras evidéncias sobre associacdo com infecgdes
bacterianas, torna-se clara a necessidade de estudos sobre alteragdes provocadas pelo
Schistosoma mansoni no hospedeiro vertebrado. Faz-se indispensavel a compreensdo a
respeito das causas das coinfecgdes, considerando translocacdo bacteriana e influéncia da
doenca crbnica na susceptibilidade as infeccbes secundarias por componentes da
microbiota intestinal, tanto em esquistossométicos machos, quanto fémeas. Desta forma,
objetivamos investigar a influéncia da infeccdo pelo S. mansoni na translocacdo bacteriana
e avaliar se 0 sexo e 0 peso dos camundongos, bem como a microbiota intestinal e a

mucosa duodenal encontram-se alterados na fase cronica da doenca.

METODOS
Animais e formacdo dos grupos experimentais

Apos aprovacio pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Pernambuco, foi realizado estudo
experimental de intervencdo utilizado camundongos Swiss webster (Mus musculus) com
35 dias de nascidos obtidos e mantidos no biotério do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami — LIKA/UFPE. Os camundongos foram divididos em dois grupos:
Esquistossomoticos (E) e Controle (C). Cada grupo foi formado por dois subgrupos com
10 camundongos machos (M) e 10 camundongos fémeas (F).

A infeccdo foi realizada via percutanea com 50 cercérias de S. mansoni (linhagem —
Sdo Lourenco da Mata) mantida pelo Laboratério de Imunologia e Esquistossomose
Experimental — LIKA/UFPE, através da passagem sucessiva em caramujos Biomphalaria
glabrata.

Para o presente estudo foi estabelecido que o tempo de experimento fosse apds 14
semanas da infeccdo. Uma vez que a fase cronica da doenca esquistossomética murina é

estabelecida a partir da 122 semana do contato com as cercérias*>*°.
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Avaliacdo da evolugdo ponderal e parasitologica

Os animais foram pesados individualmente com 35 dias de nascidos (inicio dos
experimentos), 80 dias (apos Kato-Katz), 125 e 132 dias (antes da eutanasia).

Com 45 dias da exposicdo cercariana, 0s animais foram avaliados individualmente
pelo método Kato-Katz'®, para confirmar a infeccdo e quantificar o nimero de ovos
eliminados junto as fezes. Ao 97° dia da infeccdo, 0 mesmo método foi realizado. Apds a
retirada das amostras bioldgicas para estudo da translocagdo, os vermes foram recuperados
através da técnica de perfusdo do sistema venoso porta e veias mesentéricas de acordo
com a técnica de YOLLES et al. (1947). Ao final da perfusdo foi realizada contagem e

classificacdo do sexo dos vermes adultos.

Peso esplénico
Os bagos dos animais eutanasiados foram pesados e os resultados foram expressos

em gramas (Q).

Avaliacdo da translocacdo bacteriana emamostras teciduais

Os camundongos foram submetidos a eutandsia por overdose de anestésico. Foi
realizada tricotomia da regido peritoneal, seguindo-se de antissepsia com iodopovidona no
peritoneo e cauda do camundongo para evitar contaminagdo das amostras e/ou tubo com a
microbiota residente e transitoria externa.

Coletou-se sangue periférico (0,5mL) em tubos de ensaio estéreis apds puncdo
caudal. Em seguida, realizou-se incisdo mediana xifo pubiana para coleta de sangue porta
(0,5mL) utilizando agulha 13x4,5 acoplada a seringa descartavel de 1mL. Posteriormente,
fragmentos de aproximadamente 0,03g (x0,01g) de linfonodos mesentéricos, baco e
figado foram coletados, macerados e homogeneizados individualmente em placas de Petri
estéreis.

Todas as amostras foram acrescendidas de BHI (Infusdo de cérebro e coracdo - 1.5)
e incubados em estufa bacteriologica a 37°C/24horas. Depois, semeadas em placas de
Petri contendo meios de cultivo especificos para cada grupo bacteriano, gram-positivos e
gram-negativos. A leitura das placas foi realizada apds 24-72 horas de incubacdo (37°C).
Com o crescimento nas placas de cultura, as espécies bacterianas foram identificadas por
testes bioquimicos convencionais e confirmadas em equipamento automatizado (VITEK 2
System® BioMerieux, Durham, NC).
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Avaliacdo da microbiota intestinal

Amostra de material entérico foi coletada diretamente da regido media do intestino
delgado de cada animal.

Para a determinacdo do numero de unidades de colbnias por grama de fezes (UFC/Q)
utilizou-se método adotado por BISSO (2008)!. Nos tubos contendo amostras fecais foi

acrescentado solucdo salina estéri/NaCl 0,9% (1:10). Apds homogeneizagdo mecanica,

obteve-se diluicdo inicial 10_1, seguida de diluicbes seriadas, até diluicdo de 10-6. A partir
das cinco diluicdes preparadas, foram inoculados 0,1 ml de cada na superficie de placas
contendo meios cromogénicos (Agar CPS ID®, BioMerieux, Marcy [I'Etoile, France).
Espalhou-se o indculo com auxilio da alca de Drigalsky. As placas foram incubadas
invertidas a 37°C durante 24-48 horas. As bactérias foram identificadas de acordo com a
morfologia colonial, microscopica e caracteristicas bioquimicas'®. O célculo do UFC foi
dado pelo nimero de colénias detectado no meio de cultura x fator decimal de diluicdo das
fezes x 10 (fator para expressar o resultado por grama de fezes, visto que o volume

semeado em cada meio foi 0,1mL).

Anélise morfométrica da mucosa duodenal

Fragmentos da porcdo média do intestino delgado de cada animal foram coletados
em cortes sagitais, fixados em formaldeido a 10% tamponado em PBS (tampdo fosfato
tamponado a pH 7,2) e processados para inclusdo em parafina. Posteriormente, realizado
cortes histologicos de 5um de espessura e corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina.
As varidveis consideradas no estudo morfométrico foram medidas da altura e area das
vilosidades, bem como superficie total de area da mucosa (perimetro). Para esta analise,
examinador cego aos grupos, capturou imagens em cinco campos aleatdrios (area total de
campo = 12.234 um2, area total visualizada = 61.170um2) das amostras histologicas de
cada animal e analisou as mesmas com auxilio do software Image J. Os valores obtidos

foram expressos em pixel (unidade de resolugéo de imagem).

Apresentacdo e analise dos dados

As variaveis quantitativas foram expressas por média e desvio padrdo, ja as variaveis
qualitativas em frequéncias absolutas e relativas. Para comparagdo entre os pesos utilizou-
se teste de Friedman. Teste de Wilcoxon foi realizado para comparar numero de ovos.

Também se utilizou teste de Mann-Witney para comparar numero de ovos, a recuperagdo
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de vermes machos e fémeas, altura e area das vilosididades, bem como &rea total. Sendo

estipulado o nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS
Anélise parasitoldgica

Nos esquistossomadticos, a media de vermes adultos recuperados dos camundongos
fémeas foi maior quando comparados aos machos (p=0,0001), sendo a quantidade de
vermes machos maior que a quantidade de vermes fémeas (p=0,0001). Em ambos sexos, 0
numero de ovos por g/fezes foi maior no 45° dia que no 97° dia da infecgdo (p=0,005).
Entretanto, nas duas amostras coletadas, as fémeas eliminaram aproximadamente 3,5
vezes mais ovos por grama de fezes (g/fezes) que os machos (p=0001, para ambas)
(Tabela 1).

TABELA 1 - Numero médio de vermes recuperados e de ovos eliminados por g/fezes em

camundongos infectados por S. mansoni de acordo com o sexo.

Média de vermes adultos Media de ovos por g/fezes

Subgrupos recupe rados
esquistossomoticos

Machos Fémeas Total 45° dia de 97° dia de

infecgéo infecgdo
Machos (n=10) 5,0£0,7 37+05 87408 57,5430 39,1436
Fémeas (n=10) 10816  80+09  188+15  192,3+55 149,0+8,2

Nota: valores expressos em média * desvio padrao.

Analise da evolucdo ponderal e peso esplénico

O peso corporeo dos camundongos no inicio dos experimentos (35 dias) foi

semelhante entre controles e esquistossomdticos, de ambos os sexos (p>0,05).

Na analise da evolugcdo do peso corporeo dos camundongos com 80, 125 e 132 dias
de nascidos, houve diminuicdo da evolucdo ponderal das fémeas parasitadas quando
comparadas com as controles (p=0,0001). O mesmo ocorreu com 0S machos

esquistossomdticos quando comparado aos controles (p=0,0001) (Grafico 1).

Os animais parasitados, ao 132° dia, apresentavam-se apaticos e com discreta

alteracdo na cor da pelagem.

106



o | g
Lo
= ] ==l =i ]
84 el =
| = o
o | |
™ T T T T & T T T T
35 ] 125 132 35 a0 1258 132
Ehd EF
o _| - == o |
] =_— © o=
o] =57 sy
= = = = %
] - 4 -
— T, R
(] [}
| o —
™ T T T T T T T T
ia in} 125 132 35 g0 125 132
Ch CF

GRAFICO 1 - Evolugio do peso ponderal dos camundongos com 35, 80, 125 e 132 dias de
nascidos. EM: machos esquistossomoticos; EF: fémeas esquistossomoticas; CM: machos
controles; CF: fémeas controles.

De acordo com o gréafico 2, os camundongos esquistossomoticos de ambos sexos
apresentaram maior peso esplénico que o0s seus respectivos controles (p=0,0001).
Entretanto, entre machos e fémeas infectados ndo houve diferenca nas médias dos pesos

esplénicos (p=0,427).

Estudo da microbiota entérica

A tabela 2 demonstra a andlise qualitativa e quantitativa das amostras entéricas

quanto a presenca de bactérias nos grupos parasitados e controle.

Observamos aproximadamente as mesmas quantidades de coldnias quando
comparamos subgrupos machos e fémeas, de ambos grupos controle e esquistossomaticos.
Entretanto, camundongos parasatitados apresentaram maior prevaléncia de coproculturas

positivas, tanto com relacdo a densidade bacteriana por espécies quanto ao nldmero de
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UFC. Na tabela 2, para melhor

compreenséo

das

diferencas

entre  grupos

esquistossomatico e controle, unimos os resultados dos subgrupos machos e fémeas.

k=

Feso esplénico
0E

04

Zupos

GRAFICO 2 - Peso esplénico dos camundongos apés eutansia (132 dias de nascidos). EM:
EF: fémeas esquistossomoticas; CM: machos controles; CF:

machos  esquistossomoticos;
fémeas controles.

TABELA 2 - Distribuicdo da frequéncia de bactérias por UFC (logio/g de fezes) isoladas
de amostras entéricas de camundongos esquistossomoticos e controle.

Grupos experimentais

Esquistossométicos Controle
ba:c?tcc)alf\i:??os n % UFC n % UFC
(log 10)/9 (log 10)/9

Proteus mirabilis 9 50 10° 25 10°
Staphylococcus coag 20 10* 10 10°
neg
pneumoniae
Enterococcus 18 20 10° 18 ) 107
faecalis
aureus
Escherichia coli 10 50 10° 4 20 10°

Nota: Os resultados da contagem foram expressos em logaritmo decimal do nimero de unidades
formadoras de col6nias por grama de fezes.
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Andlise histomorfométrica do duodeno

Em camundongos esquistossomdticos, 0 aspecto macroscopico do intestino foi
indicativo de quadro de hipertrofia, fibrose nas algas intestinais e aumento no calibre e de
intensa rigidez tecidual, sem diferenca entre os sexos. Da mesma forma, com relagdo aos
achados histopatologicos do duodeno, estes animais também ndo exibiram diferencas em
relacio ao sexo. Além disso, na histopatologia da lamina propria e submucosa, foram
visualizados granulomas esquistossométicos, predominantemente do tipo produtivos com
evolucdo para cicatrizagdo fibrotica. Os granulomas estavam distribuidos isoladamentes
ou em coalescéncia, compostos por macrofagos e linfocitos dispostos em proximidade ao
ovo ou vestigio de ovo central, além de escassos eosindfilos, resultando em deslocamento
das vilosidades no espaco intraluminal. Estes achados histopatologicos foram escolhidos
como critério de exclusdo nas andlises morfométricas, pois poderiam resultar em aumento
aparente da altura e area das vilosidades (Figura 2). Aspectos dentro dos padrdes de
normalidades anatdmicas e histologicas foram visualizados no grupo controle em ambos

0S SEXO0s.

A analise morfométrica duodenal revelou reducdo significativa na altura e area das
vilosidades, bem como perimetro da superficie da mucosa (area total) de ambos grupos
esquistossomiticos quando comparados aos controles (p=0,0001). A mesma analise
morfométrica intragrupo (machos e fémeas) esquistossomoticos (p>0,05, 0,05 e 0,05,

respectivamente) (Tabela 3).

FIGURA 1 - Laminas histopatologicas da regido media do intestino delgado de

camundongos  esquistossomoticos coradas com Hematoxilina-Eosina.  A.  Vilosidade
normal. (Ampliacdo x400). B. Hipotrofia da vilosidade (Ampliacdo x400). B. Granulomas
na lamina propria compostos principalmente por neutrofilos e linfocitos (Ampliagao
x200).
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TABELA 3 - Comparagdo da morfometria da mucosa duodenal entre 0s grupos
esquistossomadticos e controle.

Grupos experimentais Parametros morfométricos
Altura da Areada Area
vilosidade vilosidade total
Esquistossomaéticos
Subgrupos
Machos (n=10) 101,98+8,2 2,60+0,3 301,997+183,0
Fémeas (n=10) 98,83+9,15 2,49+0,28 298,812+133,43
Controle
Subgrupos
Machos (n=10) 119,48+10,2 3,74+0,64 542,119+194,01
Femeas (n=10) 117,43+13,09 3,34+0,7 530,879+226,67
p 0,0001 0,0001 0,0001

Nota: valores expressos em média das medidas em pixels + desvio padrao.

Estudo da translocacédo bacteriana

Houve translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos nos dois grupos
experimentais, sendo mais prevalente em esquistossomdticos. Com relagdo a translocacao
para sangue porta, figado, bagco e sangue periférico, apenas animais parsitados apresentaram
bactérias teciduais, sendo mais assinalado nas fémeas (Tabela 4).

No grupo controle observou-se micro-organismos em fragmentos dos linfonodos
mesentéricos em trés casos (duas fémeas e um macho). Foram isoladas bactérias gram-
negativas, E. coli, em todas as amostras.

Em fémeas esquistossomoticas, as culturas de linfondos mesentéricos apresentaram
positividade bacteriana em todas as amostras (S. aureus em 6 camundongos, S. aureus
associado a Enterococcus faecalis em 1, E. coli em 2 e E. faecalis em 1); em sangue porta
foram isolados bactérias em 60% destes animais (S. aureus em 4 amostras e E. coli em 2).
Em fragmentos do figado e baco, 50% das fémeas esquistossomoéticas apresentaram S.
aureus (100%). Esta mesma bactéria foi isolada em 30% das amostras de sangue periférico.

Em machos esquistossomoticos, cultura de fragmentos dos linfonodos mesentéricos
apresentaram positividade em 70% dos animais (S. aureus em 4 e E. coli em 3); em sangue
porta foram isolados bactérias em 30% destes animais, em todos os casos, E. coli. Esta
mesma bactéria foi isolada em 20% das culturas dos fragmentos de figado e baco destes
animais. N&o observamos bactérias nas amostras de sangue periférico dos machos
esquistossomaticos.

Para todas as amostras, ndo houve crescimento bacteriano nos meios especificos

para micro-organismos anaerdbios e fungos.
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TABELA 4 - Incidéncia e locais da translocacdo bacteriana de grupos esquistossomoticos e
controle, machos e fémeas.

Trasnlocacao bacteriana de acordo com as amostras teciduais Translocagédo
Linfonodos Sangue Fi Sangue bacteriana total
A igado Baco e
mesentéricos porta periférico
Grupos ) N % N % N % N % N % N %
experimentais
Esquistossomoticos
Subgrupos
Machos 7 70 3 30 2 20 2 20 - - 7 70
(n=10)
Fémeas 10 100 6 60 5 50 5 50 3 30 10 100
(n=10)
Controle
Subgrupos
Machos
(n=10) 1 10 - - - - - - - - 1 10
Fémeas
(n=10) 2 20 - - - - - - - - 2 20
DISCUSSAO

O camundongo, embora apresente infeccdo por Schistosoma mansoni mais grave do
que as habitualmente observadas em seres humanos, € considerado bom modelo
experimental para esta helmintose’®. A linhagem de camundongos Swiss apresenta
respostas fisiologicas e anatomopatologicas semelhantes aos humanos. Além disso,
oferece variabilidade genética (ndo isogénicos), o que facilita extrapolar os resultados?°.

Entre criancas e adultos, a intensidade e prevaléncia das infeccGes causadas por
Schistosoma em &reas endémicas s&0 maiores no sexo masculino?:?3. Apesar dos machos
serem mais susceptiveis a muitos parasitas, na presente analise, os machos, infectados com
a mesma carga parasitaria das fémeas, apresentaram menor grau de parasitismo. Da
mesma forma, Nakasawa et al. (1997)** concluiram que os camundongos machos Mus
musculus sdo menos susceptiveis a infecgdo por S. mansoni.

Embora a penetracdo percutanea das cercarias em camundongos seja altamente
eficiente, na melhor das hipo6teses, apenas 35 a 40% delas sdo recuperadas posteriormente
como vermes adultos®™. A origem da desproporcdo entre os vermes adultos machos e
fémeas tem sido estudada desde a década de 40 e, ao que parece, cada sexo apresenta
distinta estratégia de transmissdo?®?®. As cercarias machos possuem maior infectividade,
enquanto que as fémeas exibem maior longevidade em condicBes experimentais®®.
Admite-se que, em situacdo de equilibrio, haja interacdo entre 0s sexos e a presenca do

macho poderia estimular a infectividade das fémeas®.
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Neste estudo, observou-se maior quantidade de vermes machos em relagéo ao

nimero de vermes obtidos. Esses dados sdo discordantes de Martinez et al. (2003)%!, que

observaram propor¢cdo semelhante entre vermes machos e fémeas recuperados apos

)% relataram

infecgdo pelas diferentes cepas brasileiras. No entanto, Boissier et al. (2001
que em hospedeiros permissivos, distintos genotipos do parasito poderiam se desenvolver
induzindo acentuada competicdo entre fémeas e como consequéncia, aumento na
quantidade de machos.

Nas fémeas, devido a maior quantidade de vermes adultos, observamos também
maior nimero de ovos em laminas realizadas com 45 e 97 dias da infeccdo, ocorrendo

diminuicdo na dltima contagem. Segundo Martinez et al. (2003)%*

, 0 padrdo de eliminacdo
dos ovos se inicia com baixa oviposicdo, havendo aumento progressivo entre 45 e 72 dias.
Estudos in vitro evidenciaram que oviposicdo € caracterizada por trés etapas: fase inicial,
em que fémeas produzem poucos ovos; periodo de méaxima oviposicdo e, finalmente,
reducdo progressiva no numero de ovos eliminados, cerca de trés semanas apos periodo
pré-patente3233,

Existem trabalhos que estudam experimentalmente associacdo da esquistossomose e

desnutricdo, a ultima induzida com dieta hipoprotéica®*3°,

Entretanto, sdo escassos 0s
resultados sobre reducdo da evolugdo do peso ponderal como consequéncia da
esquistossomose, sobretudo em relacdo a diferenca entre os sexos. O peso corporal dos
camundongos constitui  parametro importante na esquistossomose, Vvisto que a doenca
grave favorece a redugdo do peso e baixa estatura®. Segundo Carvalho et al. (2008)%’, em
qualquer relacdo hospedeiro/parasito, 0 parasitismo, para assegurar seu desenvolvimento e
sobrevivéncia, em alguma fase retirara sua energia e nutrientes, direta ou indiretamente,
do alimento, metabdlitos e tecido do hospedeiro. Ainda segundo estes autores, infecgdo
pelo S. mansoni se relaciona com vérias formas de méa-nutricdo, embora ainda ndo esteja
completamente esclarecido com que intensidade ela agrava ou provoca estado de ma-
nutricdo no homem. Nos resultados do presente estudo e de acordo com as doencas
cronicas, camundongos esquistossomoticos apresentaram reducdo da evolugdo do peso
quando comparados ao controle, concordando com outras pesquisas envolvendo

esquistossomose  experimental®*8.

A esquistossomose reduziu a massa corporal em
machos e fémeas, sem diferencas significativas entre oS Sexos.

Na fase cronica, o aumento do bago tem como origem a congestdo passiva
decorrente da hipertensio portal®®>. O peso do baco nos camundongos infectados foi

significativamente diferente quando comparada com controles, entretanto, ndo observamos
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diferenca em relacdo ao sexo, mesmo as fémeas estando mais parasitadas. O peso deste
Orgdo nos animais infectados apresenta tendéncia a aumentar com evolucdo da doenca,
entre 90% a 100% dos casos®***°. O baco é parte importante do sistema imunolégico, onde
linfocitos e macréfagos ali presentes tém a oportunidade de entrar em contato com
antigenos estranhos e micro-organismos que eventualmente ganhem acesso a corrente
sanguinea®’.

Na fase crbnica da doenga ocorre predominio da resposta imunoldgica do perfil Th2,
que se sobressai & resposta Thl, que poderia provocar imunodeficiéncia relativa*?. A IFN-
y estimula destruicdo intracelular de micro-organismos pelas células fagociticas, assim,
resposta Thl constitui resposta normal as infeccbes bacterianas, fungicas e virais
conferindo resisténcia**. Ao contrario, resposta Th2 associa-se com hipersensibilidade,
pois IL-4 estimula producdo de IgE pelas células B e IL-5, proliferacdo de eosin6filost®.
Desta forma, o comprometimento das defesas do organismo aumenta a susceptibilidade as
infeccbes e determina evolugcBes mais rapidas e severas a quadros infecciosos que venham
a se instalar.

A modulacdo do sistema imune é uma das fungbes da microbiota intestinal, que tém
consideravel importancia na resisténcia a colonizacdo e, também, participa da nutricdo do
hospedeiro®®. O trato digestério dos mamiferos abriga comunidade microbiana que é
extremamente densa e diversa. Cada grama de fezes contém, aproximadamente, 10%!
micro-organismos, sendo que, 0s processos de aquisicdo e estabelecimento da microbiota
sdo complexos, envolvendo sucessdo de populagdes microbianas dentro de regides
especfficas do intestino, além de interacdes micro-organismo/hospedeiro**4°. A
microbiota residente de certas areas desempenha papel bem definido na manutencdo da
salide’. A resisténcia 4 colonizagio pode ser definida como a “agdo limitante” da
microbiota normal na colonizagdo do intestino por micro-organismos potencialmente
patogénicos exogenos e indigenas, tais como Escherichia coli, Enterococcus, e
leveduras***®. Estudos mostram que bactéria intestinal pode causar doenca sistémica em
individuos imunocomprometidos, sem outras condicBes associadas. Isto leva a crer que
disfuncdo imune promove primariamente alteracbes na microbiota intestinal e
translocacio de bactérias' 9.

O intestino delgado mediano, de homens e animais, contém elevadas contagens de
micro-organismos anaerébios facultativos e baixas contagens de anaerdbios estritos®®. O
cblon possui caracteristicas de permeabilidade diferentes do intestino delgado, apresenta

maior resisténcia elétrica e menor permeabilidade ao movimento passivo de ions. Estas
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caracteristicas explicariam a maior susceptibilidade do intestino delgado & translocacéo
bacteriana’.

Nos nossos resultados, a esquistossomose cronica modificou a microbiota dos
camundongos. O grupo esquistossomdtico, independente do sexo, apresentou maior
variedade e quantidade de coldnias bacterianas nas coproculturas quando comparados ao
controle. O que poderia ser explicado, em parte, por ineficiente funcionamento
imunolégico do trato digestério, em virtude da imunomodulagdo, hipotrofia das
vilosidades ou estado nutricional. Entretanto, sabe-se que o rompimento do equilibrio da
microbiota indigena contribui para excessivo crescimento de determinadas bactérias,
tornando fator para processo de translocacdo® 2. Alm disso, na presente investigacio,
observamos hipotrofia das vilosidades nos animais esquistossomoticos, de forma igual
para ambos sexos. E sabido que a forma hepatoesplénica da esquistossomose é
caracterizada por fibrose hepatica e hipertensdo portal, que favorecem reducdo da altura
das vilosidades intestinal®®>3. A hipotrofia das vilosidades, com mesma intensidade em
ambos 0s sexos, pode explicar, de certa forma, reducdo da massa corporal em machos e
fémeas, também sem diferencas significativas entre 0s sexos.

Devido as alteracbes organicas provocadas pela esquistossomose no hospedeiro
vertebrado, alguns autores sugerem presenca da translocacdo bacteriana'®3. Para BERG
(1995)°, a translocagdo ocorreria em trés estagios; no primeiro estagio, bactéria transporia
a mucosa intestinal, alcancando linfonodos mesentéricos; no segundo estagio, bactéria
migraria dos linfonodos mesentéricos para outros 6rgdos como figado, baco, pulmbes e
rins; e no terceiro e Ultimo estagio, bactéria se disseminaria pela cavidade peritoneal e
sangue, provocando quadro septicémico.

No presente trabalho, o estudo da translocacdo bacteriana foi realizado de acordo

com a literatura®>’.

Observamos translocacdo para os linfonodos mesentéricos nos
esquistossomoticos e controle; e para sangue porta, figado, baco e sangue periférico,
apenas nos esquistossomoticos, principalmente fémeas. A fisiologia da translocacéo
depende do papel de barreira exercido pela mucosa intestinal, sendo auxiliada pelos

componentes do sistema imune celular e humoral*=.

Nos dados aqui expostos, a
explicacdo para migracdo de bactérias para linfonodos mesentéricos, sangue porta, 6rgaos
e finalmente, sangue periférico poderia ser devido alteracbes na permeabilidade da
barreira da mucosa intestinal, microbiota intestinal e estado imunolégico do hospedeiro. Ja
que, segundo a literatura, algumas destas alteracdes sdo comuns durante a fase crénica da

doenca®!38.

114



A translocagdo bacteriana para os linfonodos mesentéricos em animais saudaveis
foi observada por pesquisadores e tem sido considerada como parte de estimulagdo normal
antigénica do tecido linfoide associado ao intestino, mesmo na auséncia de injdria®®>°.
Segundo Wiest & Rath (2003)*, bactérias aerdbias gram-negativas podem translocar com
certa facilidade, até mesmo em individuos ndo injuriados, com enterdcitos intactos. Em
humanos, esse fendbmeno além de nddulos linfaticos, raramente tem sido observado. O
principal impacto fisiologico da translocagdo bacteriana além dos nodulos linfaticos até o
ducto toracico seria a passagem atraves do sistema reticuloendotelial do figado, que
atuaria como filtro de toxinas e bactérias. Alguns autores tém relatado translocacdo de
toxina através do ducto tordcico em pacientes com faléncia sistémica de 6rgdos®®%l. E
claro que as fungdes hepaticas na esquistossomose cronica estdo debilitadas, e isso poderia
explicar o porqué da disseminacdo das bactérias que translocam via trato digestorio para
outros 6rgdos e/ou corrente circulatéria. A prevaléncia de bactérias aerdbias em linfonodos
mesentéricos de pacientes com esquistossomose hepatoesplénica pode desempenhar papel
no desenvolvimento de complicagdes infecciosas pos-operatdria. Tornando-se, assim, um
dos motivos para 0 aumento da prevaléncia das infeccdes bacterianas em pacientes com
esquistossomose submetidos a cirurgia®.

A capacidade de translocagdo é maior em linhagens especificas de bactérias, como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa,
que possuem maior capacidade de aderéncia e fixacdo ao epitélio produtor de muco®°.
Desta forma, o trato digestorio funciona como reservatérios de disseminacdo de infeccdo
potencial’®>. No presente estudo, as bactérias que mais frequentemente translocaram foram
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.

A maioria dos estudos experimentais tem demonstrado que esquistossomose
associada a bacteremia por Staphylococcus aureus, como também Escherichia coli,
favorece colonizacdo do figado pela bactéria, com posterior formacdo de abscesso

piogénico, e hemoculturas nem sempre positivas®?®’.

No Egito, 6 pacientes com
esquistossomose, apresentavam, também, febre prolongada, sendo que bacteremia por
Escherichia coli foi encontrada em 5 casos, e em 1 caso foi observado infeccdo do trato
urinario pela mesma bactéria®®. E provavel que estas bactérias sejam originarias da
microbiota intestinal dos hospedeiros, e tenham chegado ao figado por translocacéo.
Alguns autores concluiram que anaerobios translocam em situagdes em que o intestino se
encontra estruturalmente danificado e, por isso, causam menor indice de complicacdes

69,70

sépticas Estas bactérias formariam um tapete, revestindo a superficie mucosa,
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impedindo colonizacdo por micrébios potencialmente invasores*®:"

. Apesar das bactérias
anaerobias existir em maior nimero em relacdo as bactérias aerobias e facultativas, ndo
observamos translocacdo por anaerobios, o que poderiam ser explicado por um dano
estrutural mais leve na esquistossomose que 0s observados pelos autores acima citados.

Embora os machos sejam mais susceptiveis que as fémeas a muitos processos
infecciosos, no presente estudo, ocorreu maior translocacdo bacteriana nas fémeas
esquistossomaticas, mesmo estas possuindo peso corporal, peso esplénico, alteracdo da
microbiota e morfologia semelhantes aos machos. Esse fato pode ser determinado pelo
maior grau de parasitismo observado nas fémeas, pela questdo hormonal ou pela resposta
imunologica frente & doenca crbnica. Foram observados apenas trés casos de sepse nas
fémeas esquistossomoticas. Alguns estudos demonstram que o aumento dos niveis de IgM
e 1gG na forma hepatoesplénica, pode ser, pelo menos parcialmente, responsavel pela
maior resisténcia & sepse em esquistossomoticos’> 3. Mesmo apés a esplenectomia, 0s
doentes ndo desenvolvem quadros sépticos graves no periodo poés-operatério, assim como
ndo ha registro de tais complicacbes, de forma significativa, durante a histéria de sua
afeccdo’.

Em conclusdo, comprovamos que a esquistossomose favorece a alteracdo da
microbiota intestinal e consequentemente, a incidéncia de translocacdo bacteriana. Este
fato pode esta relacionado as alteracGes organicas provocados pelo S. mansoni no
hospedeiro vertebrado, como reducdo da evolugdo do peso corporal, esplenomegalia e
alteracbes na barreira da mucosa intestinal. Entretanto, neste estudo, as fémeas
esquistossomaticas apresentaram maior suscetibilidade a sepse, 0 que poderia ser
explicado pelo maior grau de parasitsmo que influencia em maior alteracdo do estado
imunologico do hospedeiro. Novos trabalhos, portanto, sdo necessarios para tentar

esclarecer esse ponto importante aqui levantado.
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RESUMO

OBJETIVO: Investigar a presenca de translocacdo bacteriana (TB) e sepse em
camundongos esplenectomizados, e a presenca de fatores preditivos, como peso, Sexo,
alteragBes da microbiota digestoria e mucosa duodenal. MATERIAIS E METODOS:
Camundongos Swiss webster (Mus musculus) (20fémeas/20machos) foram divididos em
dois grupos: esplenectomizados (10machos/10fémeas) e controles (10machos/10fémeas).
Os grupos foram compostos por animais com 125 dias de nascidos, sendo o primeiro
grupo submetido a esplenectomia total convencional. Apos sete dias, os animais foram
eutanasiados para estudo da TB, microbiota e morfometria intestinal. Realizou-se pesagem
corporal no dia da esplenectomia até eutandsia. Para microbiota, fezes foram coletadas da
regido média do intestino delgado. Segmentos desta regido foram seccionados para analise
morfométrica. Amostras de sangue porta e periférico, linfonodos mesentéricos e figado
foram cultivadas para estudo da TB e sepse. RESULTADOS: Camundongos
esplenectomizados machos e fémeas apresentaram reducdo da evolucdo ponderal, do 125°
ao 132° dia de nascidos (p<0,0001); também, maior prevaléncia de coproculturas positivas
em relacdo a densidade bacteriana por espécies e nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC). A andlise morfométrica duodenal revelou reducdo na altura das
vilosidades dos grupos esplenectomizados, machos e fémeas, quando comparado aos
respectivos controles (p<0,0001 e p=0,0185). Da mesma forma, observamos reducdo da
area das vilosidades dos grupos esplenectomizados, machos e fémeas, quando comparado
aos respectivos controles (p<0,0001, ambos). Em comparagdo aos outros grupos, 0S
machos esplenectomizados apresentaram maiores taxas de TB e sepse. CONCLUSOES:
Ndo ha evidéncias na literatura sobre presenca de translocacdo bacteriana pos-
esplenectomia. NOs observamos que asplénia aumenta a suscetibilidade a translocagdo
bacteriana, e consequentemente, as doencas de origem séptica em camundongos. Sexo e
alteracBes da mucosa duodenal podem influenciar no aumento deste fenémeno.

PALAVRAS-CHAVES: Esplenectomia, translocacdo bacteriana, sepse, linfonodos
mesentéricos, microbiota intestinal, asplénia.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To investigate the presence of bacterial translocation (BT) and sepsis in
splenectomized mice, and the presence of predictive factors such as weight, sex, changes
in the digestive microbiota and duodenal mucosa. MATERIALS AND METHODS:
Swiss Webster mice (Mus musculus) (20 females / 20 males) were divided into two
groups: splenectomized (10 females / 10 males) and controls (10 females / 10 males). The
groups were composed of animals born with 125 days, the first group that underwent
conventional total splenectomy. After seven days, the animals were euthanized for study
of TB, microflora and intestinal morphology. Body weight was performed on the day of
splenectomy until euthanasia. For microbes, feces were collected from the middle of the
small intestine. Segments of this region were cut for morphometric analysis. Samples of
portal blood and peripheral, mesenteric lymph nodes and liver were cultured for the study
of TB and sepsis. RESULTS: Mice splenectomized males and females showed reduced
weight gain, the 125th day of the 132th day (p <0.0001), also a greater prevalence of
positive stool cultures in relation to the bacterial density by species and number of colony
forming units (CFU). Morphometric analysis revealed duodenal villous height reduction in
the splenectomized group, males and females, when compared to respective controls (p
<0.0001 and p = 0.0185). Similarly, we observed reduction in the area of the villi of the
splenectomized groups, males and females, when compared to respective controls (p
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<0.0001, both). Compared to other groups, males had higher TB and sepsis.
CONCLUSIONS: There is no evidence in the literature about the presence of bacterial
translocation after splenectomy. We note that asplenia increases susceptibility to bacterial
translocation, and consequently, the septic-borne diseases in mice. Sex and duodenal
mucosal changes may influence the increase of the phenomenon.

KEY WORDS: Splenectomy, bacterial translocation, sepsis, mesenteric lymph nodes,
intestinal microflora, asplenia.

INTRODUCAO

Esplenectomia € um procedimento cirdrgico comum realizado principalmente em
casos de trauma, mas também usado para tratar doencas hematoldgicas, imunologicas,
metabdlicas e oncoldgicast. A medida que o bago foi sendo estudado como 6rgdo linfoide
secundario, percebeu-se sua importancia diante dos processos infecciosos e elevada
morbimortalidade decorrente da asplenia a médio e longo prazo??.

Sepse pobs-esplenectomia € causada principalmente por bactérias encapsuladas,

458 Contudo, em pacientes

como pneumococos, meningococos € hemdfilos influenza
imunodeprimidos, incluindo idosos, as infeccbes sdo provocadas principalmente por
bactérias gram-negativas, como Escherichia coli, Klebsiella e Pseudomonas’.

Translocacdo bacteriana é passagem de micro-organismos viaveis ou ndo, e de seus
produtos, do limen intestinal para nddulos linfaticos mesentéricos e demais Orgdos estereis
(figado e baco), causando infeccdo ou estimulando o sistema imunolégico®®. As trés causas
mais comumente envolvidas na translocacdo: (a) alteracdo da microbiota intestinal,
resultando em crescimento bacteriano, (b) alteracbes fisicas da barreira intestinal e (c)
deficiéncia do sistema imunologico do hospedeiro, sendo esse o principal fator
relacionado®®. A prevaléncia é de 14% em pacientes submetidos & operacdo eletival® e ha
relatos de predisposicdo ao desenvolvimento de sepse no pés-operatorio® 2.

Esplenectomia implica em deficiéncia da atividade das células monomacrofégicas,
responsaveis pela aderéncia as bactérias e destruicdo das mesmas; além da diminuicdo dos
niveis de IgM desde o primeiro més pés-operatorio’®. Estes fatores poderiam estar
implicados na translocacdo bacteriana via trato digestorio e consequentemente sepse pds-
esplénica. Entretanto, estudos realizados por SPAETH et al'4, mostraram que
esplenectomia ndo parece promover translocacdo no intestino de camundongos. Também

foi observado que a retirada do baco aumenta resisténcia a translocacdo induzida por
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inoculacdo intraperitoneal de endotoxinas de Escherichia coli. Devendo, entdo, sepse pés-
esplenectomia ser causada por inoculagdo intranasal ou intravenosa'® 1. Desta forma, ndo
h4 evidéncias na literatura sobre a presenca de translocacdo bacteriana na poés-
esplenectomia.

Diante da existéncia de evidéncias sobre a associacdo da esplenectomia com
infeccbes por bactérias que fazem parte da microbiota intestinal e desenvolvimento de
técnicas para evidenciacdo da translocacdo bacteriana, objetivou-se investigar a presenca da
translocacdo na poés-esplenectomia experimental; observando também fatores preditivos

como peso, sexo, microbiota intestinal e morfometria duodenal.

METODOS
Os procedimentos com foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Pernambuco. Foram
utilizados 40 camundongos Swiss webster (Mus musculus) com 125 dias de nascidos e
ambos o0s sexos, divididos aleatoriamente em dois grupos:
e Esplenectomizados (E = 20) - Macho (EM = 10)

- Fémea (EF = 10)
e Controle (C =20) - Macho (CM = 10)

- Fémea (CF = 10)

Os animais foram adquiridos no Biotério do Laboratorio de Imunopatologia Keizo
Asami (Universidade Federal de Pernambuco) e alojadas individualmente em gaiolas sob
condicdes padronizadas de temperatura (22+2°C), umidade (entre 40% e 50%) e
fotoperiodo (12 h claro/escuro) com agua e racdo pellet (23% proteina; LABINA®, Purina

Nutrimentos Ltda, Sdo Paulo, Brasil) ad libitum.

Esplenectomia

Apo6s 125 dias de nascidos, dez camundongos machos e dez camundongos fémeas
foram submetidos a laparotomia mediana, com esplenectomia total convencional. Para isso
foi realizada cirurgia aberta. Os camundongos foram anestesiados com solu¢do cloridrato
de xilazina 2% (10 mg/Kg) e cloridrato de cetamina 10% (115 mg/Kg).

Apobs anestesia geral, cada camundongo foi colocado em decubito dorsal semilateral
direito e utilizada incisdo subcostal esquerda. Realizou-se tricotomia da regido, seguindo-se
da antissepsia com iodopovidona 1% e acesso a cavidade abdominal. Posteriormente,
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ocorreu inspecdo a procura de baco acessorio e palpacdo para detectar aderéncia deste
0rgdo, o que poderiam causar laceracbes e sangramentos. Procedeu-se, entdo, com
dissec¢do do ligamento gastroesplénico e ligadura dos vasos gastricos curtos. Localizou-se
a artéria esplénica, com posterior reparo e ligadura, fazendo-se compressdo do baco
(autotransfusdo), que possibilitou retorno de grande parte do sangue a circulagdo sistémica.
O baco foi mobilizado medialmente, fazendo-se seccdo dos ligamentos. Os animais que
foram a Obito durante a cirurgia foram excluidos do experimento e novos camundongos
incluidos.

Realizou-se disseccdo da veia esplénica, seguida de reparo e ligadura. Finalizou-se a
cirurgia com dissec¢cdo do pediculo vascular, cuidadosamente, para evitar lesdes no
pancreas e exérese do Orgdo, seguida de nova inspecdo da cavidade e sintese da parede
abdominal. Os animais foram mantidos vivos apds cirurgia e sete dias depois, 0S grupos

esplenectomizados e controle foram eutanasiados para estudo das amostras clinicas.

Avaliacao da evolucdo ponderal

O peso corporal dos animais foi registrado a partir do 125° dia (antes da
esplenectomia) até o 132° dia (antes da eutanasia). O peso foi medido em balanca eletrdnica
(Marte, Mod. 1001, com capacidade para 1610g e sensibilidade até 0,1g). O registro dos
pesos de cada animal foi realizado em protocolo individual.

Coleta de amostras bioldgicas e Avaliacao da translocacdo bacteriana

Sete dias ap6s esplenectomia, todos o0s camundongos, inclusive 0s ndo
esplenectomizados, foram submetidos a eutanasia por overdose de anestésico. A coleta do
sangue periférico (0,5mL) foi realizada por puncdo caudal ap0s rigorosa assepsia da cauda
e de todo o corpo do animal com iodopovidona para evitar contaminacdo das amostras e/ou

tubo com a microbiota residente e transitéria externa do camundongo.

Posteriormente, foi realizada tricotomia da regido, seguindo-se da antissepsia e
incisdo mediana Xxifo pubiana com auxilio de tesoura cirdrgica. Coletou-se na seguinte
ordem, fragmentos do figado, sangue porta, linfonodos mesentéricos na regido média do
intestino delgado, fragmentos da porcdo distal do intestino e material fecal desta regido
Para aspiracdo do sangue da wveia porta (0,5mL), utilizou-se agulha 13 x 4,5 acoplada a

seringa descartavel de 1 mL.



Todo material coletado foi submetido ao cultivo para verificacdo de crescimento de
micro-organismos. Fragmentos do figado e linfonodos mesentéricos foram macerados e
homogeneizados separadamente em placas de Petri estéreis. As amostras foram adicionadas
a meio liquido de enriquecimento na proporcao de 1:5 (Caldo cérebro coracdo — BHI,
BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franga) e incubados em estufa bacterioldgica a 37°C/24horas.
Posteriormente, semeadas em placas de Petri contendo meios de cultivo (Agar Columbia +
5% sangue carneiro, Agar Mac Conkey, Chrom ID CPS e Agar Chocolate PolyviteX,
BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca). A observacdo das placas foi realizada apds 24-72
horas de incubagdo. ApOs crescimento, as espéecies bacterianas foram identificadas por
testes bioquimicos convencionais e confirmadas em equipamento automatizado (VITEK 2

System® BioMerieux, Marcy I'Etoile, Franga).

Avaliagdo da microbiota intestinal

Nos animais eutanasiados e submetidos a necropsia, apds incisdo em linha média e
visualizacdo do trato intestinal, procedeu-se o isolamento de fragmento médio do intestino
delgado e coleta de material entérico.

Para determinacdo do ndmero de unidades de colbnias por grama de fezes (UFC/g
fezes) utilizou-se mesmo método adotado por BISSOY’. Nos tubos contendo amostras fecais

foi acrescentada solucdo salina estéri/NaCl 0,9% (1:10). Apds homogeneizacdo mecanica,

obteve-se diluicdo inicial 10_1, sequida de diluicdes seriadas, até diluicdo de 10_6. A partir
das cinco diluicdes preparadas, foram inoculados 0,1 ml de cada na superficie de placas
contendo meios cromogénicos (Chrom ID CPS®, BioMerieux, Marcy I'Etoile, France).
Espalhou-se o indculo com auxilio da alca de Drigalsky. Em seguida, as placas foram
incubadas invertidas a 37°C durante 24-48 horas. As bactérias foram identificadas de
acordo com a morfologia colonial, microscépica e caracteristicas bioquimicas'®. O célculo
do UFC foi dado pelo ndmero de colbnias detectadas no meio de cultura x fator decimal de
diluicdo das fezes x 10 (fator para expressar o resultado por grama de fezes, visto que o

volume semeado em cada meio foi 0,1mL).

Anélise morfométrica da mucosa duodenal
Biopsias do intestino delgado foram colhidas e laminas contendo cortes sagitais
foram coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliagdo morfoldgica. As variaveis

consideradas no estudo histolégico foram as medidas da altura e area das vilosidades, bem
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como superficie total de area da mucosa (perimetro). As analises morfométricas foram
obtidas em microscopio Optico acoplado a videocamara por observador que desconhecia
qualquer dado sobre os grupos dos animais. As imagens capturadas foram armazenadas em
computador e analisadas pelo software Image J. As medicOes foram feitas em pixels
(unidade de resolucdo de imagem) da altura e area das vilosidades, bem como superficie

total da area da mucosa (perimetro).

Apresentacdo e analise dos dados

Os resultados das variaveis quantitativas foram expressos por média e desvio padrao
e o0s resultados das varidveis qualitativas, por frequéncias absolutas e relativas. Foi
utilizado teste de Friedman para verificar possivel diferenca do peso dos camundongos em
relacdo ao tempo de afericio em cada grupo. Utilizou-se teste de Mann-Whitney para
verificar possivel diferenca em média do peso dos camundongos esplenectomizados, da
area total, altura da vilosidade e &rea da vilosidade em relacdo aos grupos machos
esplenectomizados x machos controles, fémes esplenectomizadas x fémeas controles,
machos esplenectomizados x fémeas esplenectomizadas e machos controles x fémeas
controles. Realizou-se teste exato de Fisher para \verificar possivel diferenca entre

frequéncias. Foi adotado nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Analise do peso ponderal

De acordo com os dados apresentados no grafico 1, os camundongos
esplenectomizados machos apresentaram reducdo da evolugdo ponderal, do 125° (antes da
esplenectomia) ao 132° dia de nascidos (antes da eutanasia) (p<0,0001). Nos camundongos
controles machos observamos aumento da evolugdo do peso ponderal em relacdo aos
periodos de avaliagdo (p<0,0001). Da mesma forma, os camundongos esplenectomizados
fémeas demonstraram reducdo da evolugdo do peso do 125° ao 132° dia de nascidos
(p<0,0001), houve diferencas estatisticamente significantes em comparacdo aos pesos dos
controles fémeas (p<0,0001). Os camundongos machos esplenectomizados apresentaram a
mesma reducdo da evolucdo do peso ponderal dos camundongos fémeas esplenectomizados

nos sete dias de avaliagdo pOs-cirtrgica (p=0,2786).
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Gréfico 1. Boxplot dos pesos dos camundongos em relacdo aos dias de afericdo e aos
grupos. EM — Esplenectomizados machos, EF - Esplenectomizados fémeas, CM -

Controles machos, CF — Controles f&émeas.

Estudo da microbiota entérica

A tabela 2 demonstra a analise qualitativa e quantitativa das amostras entéricas
guanto a presenca de bactérias nos grupos esplenectomizados e controle. Observamos
aproximadamente as mesmas quantidades de colonias quando comparamos subgrupos
machos e fémeas, esplenectomizados e controle. Entretanto, 0s camundongos
esplenectomizados apresentaram maior variagdo nas coproculturas em relacdo a densidade
bacteriana por espécies e ao nimero de UFC. Na tabela 1, para melhor compreensdo das
diferencas entre 0s grupos esplenectomizados e controle, unimos os resultados dos

subgrupos machos e fémeas.
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TABELA 1 - Distribuicdo da frequéncia de bactérias por UFC (logio/g de fezes) isoladas

de amostras entéricas de camundongos esplenectomizados e controle.

Grupos experimentais

Isolados bacterianos Esplenectomizados Controle
n % UFC n % UFC

(log 10)/9 (log 10)/g
Proteus mirabilis 8 40 10° 5 25 10*
Staphylococcus coag 5 25 10° 2 10 10°
neg
Klebsiella pneumoniae 5 25 10° 4 20 10"
Enterococcus faecalis 20 100 10° 18 90 Iy
Staphyloccocus aureus 10 50 10° 6 30 10"
Escherichia coli 8 40 10° 4 20 10°

Nota: Os resultados da contagem foram expressos em logaritmo decimal do nimero de
unidades formadoras de colénias por grama de fezes.

Anélise histomorfométrica do duodeno

Aspectos dentro dos padrfes de normalidades anatdmicas e histologicas foram
visualizados nos grupos controles de ambos os sexos. Nos achados histopatoldgicos do
duodeno, na andlise da altura das vilosidades, area das vilosidades e area total, 0os animais
controles ndo apresentaram diferencas em relacdo ao sexo (p=0,5452, p=0,3634 e
p=0,9118, respectivamente). Para estes pardmetros, também ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significantes entre os machos e fémeas esplenectomizados
(p=0,1655, p=0,6120 e p=0,1230, respectivamente).

A andlise morfométrica duodenal revelou reducdo significativa na altura das
vilosidades de ambos o0s grupos esplenectomizados, machos e fémeas, quando comparado
aos respectivos controles (p<0,0001 e p=0,0185, respectivamente). Da mesma forma,
observamos reducdo da area das vilosidades de ambos o0s grupos esplenectomizados,
machos e fémeas, quando comparado aos respectivos controles (p<0,0001 e p<0,0001,
respectivamente). Entretanto, ndo observamos diferenca significante na &rea total em
relacdo a ambos os grupos esplenectomizados, quando comparado aos respectivos controles
(p=0,1051 e p=0,6305) (Tabela 2).
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TABELA 2 - Comparacdo das médias das alturas das vilosidades, das areas das vilosidades

e das areas totais em relacdo aos camundongos dos grupos EM, EF, CM e CF.

Grupos
(Média+DP)
Medidas Machos Machos p-valor Fémeas Fémeas p-valor
esplenectomizados  Controle esplenectomizados Controle
ALV 109,2+2,0 118,5+6,7 <0,0001* 112,4+45,3 123,3+12,2  0,0185*
AV 2,910,2 3,740,5 <0,0001* 3,0£0,1 3,4+0,1 <0,0001*
AT 459,2+65,6 519,5+97,9 0,1051 509,3+79,4 532,0+102,9 0,6305

ALV- altura da vilosidade; AV- area da vilosidade; AT- &rea total, *- estatisticamente
significante.

Estudo da translocacédo bacteriana

Os camundongos controles e esplenectomizados, apresentaram translocacéo
bacteriana para linfonodos mesentéricos. Entretanto, a prevaléncia foi maior nos
camundongos esplenectomizados. As taxas de translocacdo bacteriana em todos os grupos
estdo resumidas na Tabela 3. Com relacdo a translocacdo para sangue porta, figado e
sangue periférico, apenas animais esplenectomizados apresentaram colbnias bacterianas nos
meios de cultura contendo as mostras teciduais, sendo mais prevalente em machos (Tabela
4). Nao houve crescimento bacteriano nos meios especificos para micro-organismos
anaerdbios e fungos. Observa-se que as bactérias analisadas nas culturas dos tecidos fazem
parte das observadas nos meios que continham diluicbes da microbiota intestinal (Figura 1).
Em alguns casos, na microbiota de camundongos esplenectomizados, as bactérias que se
sobressaiam as demais, foram responsaveis pela translocagdo para linfonodos mesentéricos,

sangue porta, figado e sangue periferico.

TABELA 3 - Incidéncia e locais da translocacdo bacteriana dos grupos esplenectomizados e
controle, machos e fémeas.

Linfonodos . Sangue
Grupos Mesentéricos Sangue Porta Figado Periférico
Machos o o o o
esplenectomizados (1) 10/10 (100,0%) 10/10 (100,0%) 10/10 (100,0%) 8/10 (80,0%)
Fémeas
0, 0, 0, 0,
Esplenectomizados(11) 10/10 (100,0%) 7/10 (70,0%) 5/10 (50,0%) 3/10 (30,0%)
Machos
Controles(Il1) 1/10 (10,0%) 0/10 (0,0%) 0/10 (0,0%) 0/10 (0,0%)
Fémeas Controles(IV) 2/10 (20,0%) 0/10 (0,0%) 0/10 (0,0%) 0/10 (0.0%)
Valordep
1 com Il 1,0000 0,2104 0,0389 0,0722
I com 1l 0,0003 <0,0001 <0,0001 0,0014
Il com IV 0,0014 0,0049 0,0389 0,2104
Il com IV 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
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TABELA 4 -
bacteriana nos grupos estudados.

Distribuicdo da frequéncia de bactérias responsdveis por translocacéo

Isolados Grupos experimentais
bacterianos Esplenectomizados Controles
Machos Fémeas Machos Fémeas

LM SP Fl SPe LM SP FI SPe LM SP Fl SPe [ LM SP FI  SPe
Enterococcus 10% 30%  30%  10% | 10%  10%  10%  10% | 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%
faecalis
E. faecalis/ 50% 20%  10% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%
Staphylococcus
coagulase
negativa
Escherichia coli 0%  10%  10%  10% | 30%  20% 20% 0% 10% 0% 0% 0% | 20% 0% 0% 0%
Klebsiella 0% 0% 0% 0% 10% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%
pneumoniae
Proteus mirabilis 10% 10%  10%  10% | 20%  20% 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%
E.coli/E.faecalis 10% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%
Pseudomonas 0%  10%  10%  10% | 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%
aeruginosa
P. aeruginosa/ 10% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%
E. faecalis
Staphylococcus 0% 0% 10%  10% | 10%  20%  20%  10% | 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%
aureus
S. aureus/ 10% 10% 0% 0% 10% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%
E. faecalis
Sta coag neg 0%  10%  20%  30% | 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%

LM- linfonodos

periférico.

mesentéricos; SP- sangue porta; FI

fragmentos do figado; SPe- sangue

FIGURA 1 — A. Colbnias bacterianas observadas na microbiota intestinal de camundongos

esplenectomizados (Meio CPS ID®: verde — Enterococcus faecalis; marrom — Escherichia

coli). B. Colénias de Escherichia coli observadas no sangue periféerico do mesmo

camundongo da amostra anterior.
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DISCUSSAO

Mesmo sabendo que auséncia do baco é compativel com a vida aparentemente
normal, é importante enfatizar que este Orgdo desempenha fungBes imunologicas
relevantes, tais como depuracdo de bactérias da corrente sanguinea e produgdo precoce de
anticorpos contra varias particulas antigénicas. Desta forma, asplénia aumenta
suscetibilidade a doencas de origem séptica, favorecendo Obito entre pacientes’®. O efeito
imunoprotetor do bago tem sido testado em diversas pesquisas experimentais, mediante
exposicdo a bactérias, especialmente em estudos de mortalidade e capacidade depuradora.
Tais trabalhos apresentam grande diversidade de modelos, sob mlltiplos aspectos: espécie e
idade dos animais, espécie bacteriana inoculada, via de inoculacdo, intervalo de tempo
decorrido desde a realizagdo da esplenectomia total, bem como dos métodos de avaliac&o?°.
Entretanto, ndo ha relatos na literatura atual sobre infeccBes bacterianas devido a
translocagdo via trato digestorio em animais asplénicos.

Em estudo com ratos submetidos a esplenectomia total, apds 90 dias, foi observado
aumento de peso corporal, e consequentemente, aumento significante do colesterol total,
das fracbes LDL e VLDL e dos triglicérides®’. De acordo com os nossos dados,
camundongos esplenectomizados, machos e fémeas, apresentaram reducdo da evolucdo
ponderal em relagdo a camundongos controles durante até sete dias ap0s cirurgia. Esta
reducdo pode esta relacionada a debilidade do animal no pds-cirdrgico, caracterizada pela
dificuldade em se alimentar. Este fator prejudicou o estado nutricional do animal e,
consequentemente, o estado imunologico, favorecendo a presenca de infeccdes.

ALBERTI et al.??, estudando mortalidade pés-esplenectomia em ratos, observou que
as mortes ocorriam de maneira subita, sem mudancas fisicas ou comportamentais evidentes,
nem alteracbes macroscopicas abdominais ou tor&cicas durante necropsia, principalmente
nas duas primeiras semanas pOs-cirdrgica. Por este motivo, no presente estudo, 0sS
camundongos foram eutanasiados uma semana apds cirurgia, assim, evitou-se que 0S
animais fossem a Obito sem mostrar qualquer sinal de debilidade, inapeténcia ou adinamia
que ndo pudessem sugerir estado clinico de infeccéo.

Uma das causas envolvidas na translocacdo bacteriana € a alteracdo da microbiota
intestinal, resultando em excessivo crescimento bacteriano®®. De acordo com nossos dados,
0s camundongos esplenectomizados machos e fémeas apresentaram maior variacdo nas
coproculturas tanto com relacdo a densidade bacteriana por espécies quanto ao numero de
UFC. Segundo estudos de BALZAN et al.?*, as bactérias mais comumente observadas no

estbmago e na parte superior do intestino sdo gram-positivas e aerdbias. Ja a partir do ileo
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distal, bactérias gram-negativas excedem as gram-positivas. Em nosso estudo com
camundongos, houve predominio de bactérias gram-positivas na regido média do intestino,
e estas aumentaram em ambos 0S grupos esplenectomizados.

Tanto a microbiota da regido alta do intestino, como baixa, é importante e traz
beneficios para o hospedeiro, contribuindo na defesa contra agentes estranhos, pois possui
efeitos de trofismo similares ao da mucosa intestinal. Essa desempenha, também, papel
relevante no desenvolvimento e competéncia do sistema imunolégico®® 2.

No intestino delgado, as vilosidades e microvilosidades ao longo do Orgédo
possibilitam grande &rea de absorcdo, que deve estar intacta para executar papel de defesa e
de barreira, prevenindo passagem de agentes e moléculas toxicas?’, bem como, de fatores
pré-inflamatérios do limen para circulagdo®®. A integridade da barreira intestinal é
primordial para prevencdo da translocacdo bacteriana. Injurias as juncdes epiteliais
permitem que micro-organismos utilizem essas areas afetadas como via alternativa de
acesso na mucosa intestinal?”®. CondicBes clinicas criticas como queimaduras, infeccdes
bacterianas, desnutricdo, reducdo do fluxo esplancnico e obstrugdo intestinal associam-se
ao aumento da permeabilidade intestinal®®. No presente estudo, a analise morfométrica
duodenal revelou reducdo na altura e &rea das vilosidades dos grupos esplenectomizados,
machos e fémeas.

A translocacdo bacteriana relaciona-se com diminuicdo da funcdo do sistema
imunoldgico intestinal, tanto em nivel celular quanto humoral. Estudos com pacientes
sépticos demonstraram menor quantidade de IgA e IgM na lamina prépria e reduzidos
niveis de imunoglobulinas na superficie mucosa do intestino delgado. Assim, propGe-se que
resposta ao estresse induzido pela septicemia resuta em queda na sintese de
imunoglobulinas, reduzindo a competéncia imunoldgica e facilitando a aderéncia de
bactérias a superficie de enterdcitos, etapa inicial do processo de translocacéo
bacteriana®®3!.

BERG®** e BERG®® descreveram o processo de translocacdo em trés etapas. Na
primeira, a bactéria normalmente ndo atinge outros Orgdos permanecendo restrita aos
nodulos dos linfonodos mesentéricos. J& na segunda, a bactéria alcanca outros érgdos como
figado, baco e rins, 0 que estd associado com o grau de eficiéncia do sistema imunoldgico
do hospedeiro. A combinacdo dos mecanismos da translocacdo bacteriana leva a terceira
etapa, na qual a bactéria atinge a cavidade peritoneal e a corrente sanguinea.

Na analise presente, foi observada translocacdo bacteriana para linfonodos

mesentéricos, principalmente em animais esplenectomizados. Entretanto, também houve
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presenca de bactérias intestinais em linfonodos mesentéricos de animais controles. Sabe-se
que translocacdo bacteriana ocorre espontaneamente em individuos sadios e acredita-se que
seja um evento fisiologico e necessdrio para geracdo de células imunocompetentes pelo
tecido linfoide associado & mucosa digestoria (GALT) 103034,

O processo de translocagcdo encontra-se agravado em pacientes com obstrucdo
intestinal,  isquemia/reperfusdo, pancreatite grave, choque hemorrdgico, queimaduras,
traumas, cancer intestinal ou doenca inflamatoria do intestino. Além disso, pacientes
imunossuprimidos, desnutridos ou em uso prolongado de nutricdo parenteral e com cirrose
hepética/insuficiéncia  hepética aguda apresentam maior risco de translocagdo

bacteriana33°3,

Da mesma forma, observamos que esplenectomia experimental pode
favorecer translocacdo e, consequentemente, sepse.

No presente estudo, identificamos translocacdo por bactérias gram-positivas e gram-
negativas, e em alguns casos co-translocacdo por espécies diferentes. Segundo alguns

373839 uma série de bactérias anaerdbias facultativas do intestino estio associadas a

autores
esse evento, podendo causar infeccdo extra-intestinal, a saber, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Enterococcus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Proteus mirabilis. Organismos aer6bicos translocam mais facilmente, uma vez que o
oxigénio sanguineo inibe o crescimento de bactérias entéricas anaerébias®*. Tem sido
proposto que estas bactérias intestinais, potencialmente patogénicas, ou endotoxinas,
possam iniciar ou perpetuar estado de septicemia em pacientes que ndo apresentam focos de
infeccdo, propiciando desenvolvimento de faléncia mdltipla organical?23.

Neste estudo, demonstramos que na primeira semana pés-esplenectomia ocorre
translocacdo bacteriana intestinal para linfonodos mesentéricos, figado, sangue porta e
periférico. Este evento pode ser favorecido pela diminuicdo da evolu¢do do peso corporal,
alteracdo da microbiota intestinal e da mucosa duodenal. Os animais machos
esplenectomizados foram mais acometidos pela sepse, 0 que poderia ser explicado pelo

grau de eficiéncia do sistema imunoldgico do animal. ALBERTI et al.??

observou que a
esplenectomia aumenta a mortalidade de ratos, e as fémeas murinas apresentam maior
resisténcia a asplenia e, consequentemente, menor mortalidade que os machos. Entretanto,
mais estudos sdo necessarios para avaliagdo deste mecanismo em relagdo ao sexo. Apds 0s
resultados do presente trabalho, poderemos surgerir que infeccbes pds-esplenectomias
podem, também, ser causadas pelos proprios componentes da microbiota intestinal, devido

ao fendbmeno de translocacdo bacteriana.
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RESUMO

Introducdo: Esquistossomose pode provocar alteragBes no sistema imunolgico, dano ao
intestino, sistema porta e linfonodos mesentéricos. Apesar dos inumeros relatos sobre
doengas bacterianas associadas a esquistossomose, ndo foram encontrados trabalhos que
esclarecam ddvidas a respeito da translocacdo bacteriana (TB), infeccdo e sepse na doenca
cronica, mesmo apoOs esplenectomia. Objetivamos compreender as causas das coinfeccdes
e sepse, considerando TB e influéncia da doenga crbnica em esquistossomoticos
esplenectomizados. Métodos: Apods aprovagdo pelo Comité de Etica, 40 camundongos
fémeas Swiss webster (Mus musculus) com 35 dias de nascidos foram divididos em 4
grupos, Esquistossomoticos (ESF=10), Esquistossomaticos esplenectomizados
(ESEF=10), Esplenectomizados (EF=10) e Controle (CF=10). A infeccdo foi realizada via
percutanea com 50 cercérias de S. mansoni (SLM). Apds 125 dias de nascidos, metade dos
camundongos parasitados e ndo parasitados foram submetidos a esplenectomia total
convencional. O peso corporal foi registrado nos sete dias que se seguiram poOs-
esplenectomia, quando os camundongos foram eutanasiados para estudo da TB,
microbiota e morfometria intestinal. Resultados: Em relacdo ao controle, observou-se
reducdo da evolucdo ponderal nos EF, ESF e ESEF (p<0,0001). Também nestes grupos,
na microbiota intestinal, houve aumento de no minimo 1000 UFC quando comparados ao
CF. Os EF, ESF e ESEF apresentaram diminuicdo da altura das vilosidades, &rea das
vilosidades e area total (perimetro) (p<0.0001). Ocorreu maior taxa de translocagédo
bacteriana e sepse no grupo ESEF, sendo observados maiores indices de coinfecgdes por
diferentes géneros de bactérias. Conclusfes: Em ESEF, a TB e sepse ocorreram de forma
mais acentuada. Este fato pode estd associado as respostas imunologicas ainda mais
deficientes, pela auséncia do baco e a redugdo da evolugdo nutricional potencialidada por
ambas intercorréncias. S&o necessérios outros estudos afim de confirmar e ampliar os
resultados encontrados.

PALAVRAS-CHAVES: esquistossomose, esplenectomia, translocacdo bacteriana,
sepse, linfonodos mesentéricos.

ABSTRACT

Introduction: Schistosomiasis can cause changes in the immune system, damage to the
intestine, mesenteric lymph nodes and portal system. Despite numerous reports of
bacterial diseases associated with schistosomiasis, there are no studies investigating
questions about the bacterial translocation (TB), infection and sepsis in chronic disease,
even after splenectomy. We aim to understand the causes of co-infection and sepsis,
considering the influence of TB and chronic splenectomy in schistosomiasis. Methods:
After approval by the Ethics Committee, 40 female Swiss Webster mice (Mus musculus)
with 35 days were divided into four groups, Schistosomiasis (ESF = 10), Schistosomiasis
Splenectomized (ESEF = 10), Splenectomy (EF = 10) and Control (FC = 10). The
infection was performed percutaneously with 50 cercariae of S. mansoni (SLM). After 125
days of live births, half of the mice infected and not infected underwent conventional total
splenectomy. Body weight was recorded in seven days that followed after splenectomy,
when the mice were euthanized for study of TB, microbiota and intestinal morphology.
Results: Compared to control, there was a reduction of weight gain in EF, ESF and ESEF
(p <0.0001). Also in these groups, the intestinal microbiota, an increase of at least 1000
CFU compared to CF. The EF, ESF and ESEF showed a decrease in villus height, villus
area and total area (perimeter) (p <0.0001). Occurred higher rate of bacterial translocation
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and sepsis ESEF in the group, with higher rates of co-infection by different genera of
bacteria. Conclusions: In ESEF, TB and sepsis occurred more sharply. This can is
associated with immune responses even more disabled by the absence of the spleen and
reduced nutritional status thus increasing by both events. Further studies are necessary in
order to confirm and extend the findings.

KEYWORDS: schistosomiasis, splenectomy, bacterial translocation, sepsis,
mesenteric lymph nodes.

INTRODUCAO

Translocacdo bacteriana é definida como a migracdo de bactérias do limen intestinal
para linfonodos mesentéricos ou outros sitios extra-intestinais’. A fisiologia da
translocacdo depende do papel de barreira exercido pela mucosa intestinal, sendo auxiliada
pelos componentes do sistema imune celular e humoral’. Membros da familia
Enterobactereaceae (como Escherichia coli e Klebsiella spp), enterococos e outros
espécies de estreptococos sdo mais eficazes na translocacdo para linfonodos mesentéricos.
Dentre as espécies da microbiota intestinal, estes micro-organismos sdo 0s mais
comumente implicados em episodios infecciosos em imunodeprimidos e capazes de
translocar mesmo através da mucosa intestinal histologicamente normal®.

As evidéncias de imunodepressdo provocadas pela esquistossomose em modelo
experimental sempre foi objetivo em varias pesquisas*®. Alm disso, na doenca cronica, a
circulacdo mesentérica se encontra prejudicada por agdo traumatica, irritativa e espoliativa
dos parasitos adultos que se alimentam de sangue e obstruem o0s vasos. Os 0vos
espiculados do Schistosoma mansoni provocam agdo traumatica ao atravessar a mucosa
intestinal para serem expelidos nas fezes. Entretanto, parte destes ovos fica retido na
mucosa resultando em reagdo inflamatoria granulomatosa cronica’. Em 2005, FERRAZ et
al®, evidenciaram prevaléncia de bactérias aerobias em linfonodos mesentéricos de
pacientes com esquistossomose mansdnica cronica; e concluiram que presenca bacteriana
poderia ser consequéncia da translocacdo e favorecer desenvolvimento de complicacGes
infecciosas poOs-operatoria.

Tendo em vista que o bago produz IgM, é esperada sua reducdo apos
esplenectomia. A asplénia  em esquistossomoticos poderia  facilitar  translocagdo
microbiana e permitir sepse, contudo, pesquisas demonstraram que, nestes pacientes, 0S
niveis de IgM mantém-se elevados mesmo apds esplenectomia subtotal e total®*!. Para
alguns autores, este achado pode ser considerado como subsidio para explicar reduzida

taxa de infeccdo encontrada nos pacientes esquistossomdticos esplenectomizados®?*2.
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Alguns estudos demonstram ainda que, mesmo na esquistossomose associada a
desnutricdo, ndo sdo observados quadros sépticos graves em pacientes de pds-operatorio,
assim como ndo h& registro de tais complicacbes, de forma significativa, durante a historia
de sua afeccdo'®. Na doenca cronica, a IgM media a acdo dos eosindfilos sobre os
antigenos do esquistossoma e seus ovos'®. Portanto, pode-se considerar que haja
correlagdo direta entre os niveis dessa imunoglobulina e gravidade da esquistossomose™®.
Por outro lado, no trauma, € bem conhecida a queda dos niveis de IgM ap6s esplenectomia
total**7,

Mesmo Petroianu & Antunes'? concluirem que a esplenectomia subtotal e total em
pacientes esquistossomaticos terem sido responsaveis pelo aumento da IgM e da IgA, e
que mesmo na auséncia de baco, as defesas imunoldgicos dos pacientes
esquistossomoticos parecam ser preservadas, em alguns estudos, foram encontradas
infeccBes bacterianas associada a esquistossomose, causando sepse e bacteremia pré ou

5818 Desta forma, ha necessidade de esclarecimento com estudos

pOs-operatoria
experimentais que possam evitar fatores de confundimento. Assim, objetivou-Se investigar
a presenca da translocacdo na pds-esplenectomia; observando também o desenvolvimento
ponderal, microbiota intestinal e morfometria duodenal de camundongos na fase cronica

da infeccdo pelo S. mansoni.

METODOS
Animais e formacdo dos grupos experimentais
Apo6s aprovacio pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Pernambuco, foi realizado estudo
experimental de intervencdo utilizado 40 camundongos fémeas Swiss webster (Mus
musculus) com 35 dias de nascidos obtidos e mantidos no biotério do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami — LIKA/UFPE. Os camundongos foram divididos em quatro
grupos:
e Esquistossomoticos (ESF=10)
e Esquistossomadticos esplenectomizados (ESEF=10)
e Esplenectomizados (EF=10).
e Controles (CF=10)
A infeccdo foi realizada via percutdnea com 50 cercarias de S. mansoni (linhagem —

Sdo Lourenco da Mata) mantida pelo Laboratério de Imunologia e Esquistossomose
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Experimental — LIKA/UFPE, através da passagem sucessiva em caramujos Biomphalaria
glabrata.

No presente trabalho foi estabelecido que o estudo das amostras clinicas fosse de 14
semanas apo6s infeccdo. Uma vez que a fase cronica da doenca esquistossomotica murina é

estabelecida a partir da 122 semana do contato com as cercérias®2°.

Esplenectomia

Apos 125 dias de nascidos, metade dos camundongos parasitados e ndo parasitados
foram submetidos a laparotomia mediana, com esplenectomia total convencional. Para
isso foi realizada cirurgia aberta. Os camundongos foram anestesiados com solucéo
cloridrato de xilazina 2% (10 mg/Kg) e cloridrato de cetamina 10% (115 mg/Kg), segundo
Hall etal!.

Apobs anestesia geral, cada camundongo foi colocado em decubito dorsal semilateral
direito e utilizada incisdo subcostal esquerda. Foi realizada tricotomia da regido, seguindo-
se da antissepsia com iodopovidona 1% e acesso a cavidade abdominal, realizou-se
inspecdo a procura de baco acessorio e palpacdo para detectar aderéncia deste érgao, o que
poderiam causar laceragdes e sangramentos. Procedeu-se, entdo, com disseccdo do
ligamento gastroesplénico e ligadura dos vasos gastricos curtos. Localizou-se a artéria
esplénica, com posterior reparo e ligadura, fazendo-se compressdo do baco
(autotransfusdo), que possibilitou retorno de grande parte do sangue & circulagdo
sisttmica. O baco foi mobilizado medialmente, fazendo-se seccdo dos ligamentos. Os
animais que foram a &bito durante a cirurgia foram excluidos do experimento e novos
camundongos incluidos.

Realizou-se dissec¢do da veia esplénica, seguida de reparo e ligadura. Finalizou-se a
cirurgia com disseccdo do pediculo vascular, cuidadosamente para evitar lesdes no
pancreas e exérese do 6rgdo, seguida de nova inspecdo da cavidade e sintese da parede
abdominal. Os animais foram mantidos vivos ap0s cirurgia e sete dias depois, todos os

grupos foram eutanasiados para estudo.

Avaliacdo ponderal e parasitoldgica

A evolucdo do peso corporal dos animais foi registrado nos sete dias que se seguiram
pos-esplenectomia. O peso foi medido em balanca eletrbnica (Marte, Mod. 1001, com
capacidade para 1610g e sensibilidade até 0,1g). O registro dos pesos de cada animal foi

realizado em protocolo individual.
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Amostras individuais de fezes de cada animal foram empregadas para realizagdo do
exame parasitoldgico segundo método de Kato-Katz?2. Uma primeira amostra foi coletada
ao 45° dia apds exposicdo cercariana para confirmacdo da infeccdo e quantificacdo de ovos
por grama de fezes antes da esplenectomia. Uma segunda amostra foi coletada ao 97° dia
apés infeccdo (antes da eutanasia) para avaliar o padrdo de ovoposicdo apos
esplenectomia. Apds retirada das amostras bioldgicas, os vermes foram recuperados
através da técnica de perfusdo do sistema venoso porta e veias mesentéricas de acordo
com a técnica de YOLLES et al?®. Ao final foi realizada contagem e classificacdo quanto

a0 sexo dos vermes.

Avaliacéo da translocacio bacteriana emamostras teciduais

Decorrido sete dias pos-esplenectomia, 0s camundongos foram eutanasiados com
overdose anestesica e submetidos a tricotomia na face ventral do abdome, com posterior
assepsia corporal (iodopovidona 1%) para evitar contaminacdo das amostras e/ou tubo
com a microbiota residente e transitoria externa do camundongo.

Sangue periférico (0,5mL) foi coletado através de puncdo caudal em tubos de ensaio.
Em seguida, realizou-se incisdo mediana xifo pubiana para coleta de sangue porta (0,5
mL) utilizando agulha 13 x 4,5 acoplada a seringa descartavel de 1 mL. Posteriormente,
fragmentos de aproximadamente 0,03 g (+0,01g) de linfonodos mesentéricos e figado
foram coletados, macerados e homogeneizados individualmente em placas de Petri
estéreis. Todas as amostras foram acrescendidas de BHI (Brain Heart Infusion) (1:5) e
incubados em estufa bacterioldgica a 37°C/24horas. Depois, semeadas em placas de Petri
contendo meios de cultivo especificos para cada grupo bacteriano, gram-positivos e gram-
negativos. A leitura das placas foi realizada ap0s 24-72 horas de incuba¢do. Com o
crescimento nas placas de cultura, as espécies bacterianas foram identificadas por testes
bioquimicos convencionais e confirmadas em equipamento automatizado (VITEK 2
System® BioMerieux, Durham, NC).

Avaliacdo da microbiota intestinal

Amostra de material entérico foi coletada diretamente da regido média do intestino
delgado de cada animal.

Para determinacdo do nimero de unidades de coldnias por grama de fezes (UFC/g)

I24

utilizou-se método adotado por NAABER et al**. Nos tubos contendo amostras fecais foi

acrescentada solucdo salina estéri’NaCl 0,9% (1:10). Apds homogeneizagdo mecanica,
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obteve-se diluicdo inicial 10_1, seguida de diluicbes seriadas, até diluicdo de 10-6. A partir
das cinco diluicdes preparadas, foram inoculados 0,1 ml de cada na superficie de placas
contendo meio cromogénico (Agar CPS ID®, BioMerieux, Marcy [I'Etoile, France).
Espalhou-se o indculo com auxilio da alca de Drigalsky, e posteriormente, as placas foram
incubadas invertidas a 37°C durante 24-48 horas. As bactérias foram identificadas de
acordo com a morfologia colonial, microscopica e caracteristicas bioquimicas. O célculo
do UFC foi dado pelo nimero de coldnias detectado no meio de cultura x fator decimal de
diluicdo das fezes x 10 (fator para expressar o resultado por grama de fezes, visto que o

volume semeado em cada meio foi 0,1mL).

Anélise morfométrica da mucosa duodenal

Fragmentos da porcdo média do intestino delgado de cada animal foram coletados
em cortes sagitais, fixados em formaldeido a 10% tamponado em PBS e processados para
inclusdo em parafina. Em seguida, realizado cortes histologicos de 5um de espessura e
corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina. As variaveis consideradas no estudo
morfométrico foram as medidas da altura e area das vilosidades, bem como a superficie
total da area da mucosa (perimetro). Para esta analise, um examinador cego aos grupos,
capturou imagens em cinco campos aleatorios (area total de campo = 12.234 um2, area
total visualizada = 61.170um2) das amostras histologicas de cada animal e analisou as
mesmas com auxilio do software Image J. Os valores obtidos foram expressos em pixel

(unidade de resolugéo de imagem).

Apresentacdo e anélise dos dados

Foi utilizado teste de Friedman para verificar possiveis diferencas dos pesos dos
camundongos em relacdo aos dias e aos diferentes grupos de avaliacdo. Para verificar
diferenca entre médias dos pesos dos camundongos nos diferentes dias de afericdo em
relacdo aos grupos em estudo, utilizamos teste de comparagdo maltiplo dois a dois. Foi
utilizado teste de Kruskal-Wallis para verificar diferencas entre médias das areas totais,
das alturas das vilosidades e das areas das vilosidades dos camundongos em relacdo aos
diferentes grupos de avaliacdo. Para verificar diferenca entre as médias das areas totalis,
alturas das vilosidades e é&reas das vilosidades, em relacdo aos grupos em estudo,
utilizamos teste de comparacdo mdltiplo dois a dois. Foi adotado nivel de 5% de

significancia.
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RESULTADOS
Anélise parasitologica

A média do total de vermes adultos recuperados dos camundongos
esquistossométicos ndo apresentou diferenca  significante quando comparado aos
esquistossomaticos esplenectomizados (p>0,05). Nestes grupos, a quantidade de vermes
machos encontrada foi maior que a quantidade de vermes fémeas (p=0,0001).

Nos animais esquistossomoticos esplenectomizados e  esquistossométicos  ndo
esplenectomizados, o numero de ovos por g/fezes foi maior no 45° dia que no 97° dia da

infeccdo (p=0,005, para ambos) (Tabela 1).

Anélise do peso ponderal

Conforme Grafico 1, na avaliacdo do peso dos camundongos observou-se aumento
do peso do controle (CF) e esquistossomoticos (ESF) em relacdo aos dias de afericdo
(p<0,0001 e <0,0300, respectivamente). No grupo dos camundongos esplenectomizados
(EF) e dos esquistossomdticos esplenectomizados (ESEF) houve reducdo do aumento
ponderal em relacdo aos dias de afericdo (p<0,0001).

Na Tabela 2, quando comparamos 0s pesos dos camundongos durante os dias de
afericdo, observa-se que existe diferenca da evolucdo ponderal em relagdo aos dias nos
diferentes grupos (p<0,0001).

Tabela 1. Avaliacdo da carga parasitaria de camundongos infectados pelo S. mansoni,

esplenectomizados e ndo esplenectomizados.

Parametros Parasitologicos

Esquistossomaticos Recuperacéo de vermes adultos Numero de ovos por g/
fezes
Machos  Fémeas Total 45d 97d
Esplenectomizados
(n=10) 12,0336  7,6+1,34 19,6+4,70 189+4,8 138,5+7,3
N&o
eSp'e”(enc_tfg;'zados 108+16 8009  188+l5  1023t55  149,0+8.2

Nota: valores expressos em média + desvio padrao.
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Grafico 1. Boxplot da evolucdo ponderal dos camundongos em relacdo aos grupos CF, EF,
ESF e ESEF e aos dias de afericéo.

Tabela 2. Comparagdo dos pesos dos camundongos em relacdo aos dias de afericdo nos

diferentes grupos em estudo.

Grupos (MediatDP)

DIAS CF EF ESF ESEF p-valor
125 50,5+2,2 50,9+1,7 38,9£1,3 38,8+15 <0,0001*
126 50,7422 50,5+1,7 38,9+14 37,8+15 <0,0001*
127 51,0+2,3 50,2+1,6 38,9+1,2 37,7£1,6 <0,0001*
128 51,1+22 50,1+1,8 39,3+1,2 37,015 <0,0001*
129 51,4+2.2 49,8420 39,6+1,2 36,7+1,3 <0,0001*
130 51,9+19 49,1+19 39,9413 36,6+1,3 <0,0001*
131 52,3+18 484420 40,1+1,3 36,4113 <0,0001*
132 52,815 478420 40,3£1,5 36,8+1,1 <0,0001*

Nota: valores expressos em média + desvio padrdo. *estatisticamente significante

Na Tabela 3, observam-se todas as compara¢fes mdltiplas dois a dois dos pesos dos

camundongos em relacdo aos dias de afericdo e aos grupos em estudo.
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Tabela 3. ComparagGes multiplas dos pesos dos camundongos em relacdo aos dias de
afericdo.

Dias
Grupos 125 126 127 128 129 130 131 132

CF X EF 04205 10000 04468 02872 02102 0,0197* 0,0001* 0,0001*
CF X ESF 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
CF XESEF | 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
EF X ESF 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
EF X ESEF | 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
ESF XESEF | 08192 01063 0,0850 0,0042* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*

Nota: Valor de p. *estatisticamente significante

Estudo da microbiota entérica

A Tabela 4 demonstra a analise quantitativa das amostras entéricas quanto a
presenca de bactérias nos grupos de estudo.

Em relagdo aos CF, todos os outros subgrupos apresentaram aumento de no minimo
1000 UFC.

Observamos aproximadamente as mesmas quantidades de colénias quando
comparamos 0s grupos ESF e ESEF, com diferenca apenas para Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae.

Tabela 4. Distribuicdo das bactérias por UFC (logio/g de fezes) isoladas de amostras

entéricas dos grupos de estudo.

Grupos experimentais
Isolados bacterianos

UFC (log 10)/g ESEF ESF B CF
Proteus mirabilis 10° 10° 10° 10*
Staphylococcus coag neg 10 10 10° 10°
Klebsiella pneumoniae 10° 10’ 10° 10"
Enterococcus faecalis 10° 10° 10° 10°
Staphyloccocus aureus 10° 10’ 10° 10"
Escherichia coli 10° 10° 10’ 10°

Nota: Os resultados da contagem foram expressos em logaritmo decimal do ndmero de
unidades formadoras de coldnias por grama de fezes.
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Anélise histomorfométrica do duodeno

O aspecto macroscopico do intestino dos camundongos esquistossomoticos foi
indicativo de quadro de hipertrofia, fibrose nas alcas intestinais e aumento no calibre e
intensa rigidez tecidual. Em camundongos esquistossomoticos, na histopatologia da
lamina propria e submucosa, foram visualizados granulomas esquistossométicos,
predominantemente do tipo produtivo com evolucdo para cicatrizacdo fibrotica. Além
disso, os granulomas estavam distribuidos isoladamentes ou em coalescéncia, compostos
por macrofagos e linfocitos dispostos em proximidade ao ovo ou vestigio do ovo central,
alem de escassos eosindfilos, resultando em deslocamento das vilosidades no espaco
intraluminal. Estes achados histopatoldgicos foram escolhidos como critério de exclusdo
nas andlises morfométricas, pois poderiam resultar em aumento aparente da altura e de
area das vilosidades. Aspectos dentro dos padrbes de normalidades anatbmicas e
histologicas foram visualizados no grupo controle.

Na avaliacdo das areas totais 0os camundongos controles ndo esplenectomizados (CF)
apresentaram média de 532,0+102,9, os esplenectomizados (EF) de 509,3+79,4, os
esquistossomoticos (ESF) de 238,2+88,8 e o0s esquistossomiticos esplenectomizados
(ESEF) de 217,3+68,1. Desta forma, existe diferenca na média das &reas totais dos

camundongos em relacdo aos diferentes grupos (p<0,0001) (Figura 1).

_Amudongos

Figura 1. Area total dos camundongos em relagio aos grupos de avaliago.

Os camundongos do grupo controle (CF) apresentaram média das alturas das
vilosidades de 123,3x12,2, o0s esplenectomizados (EF) de 112,4+53, o0s

esquistossomaticos (ESF) de 93,9+7,9 e o0s esquistossomoticos esplenectomizados (ESEF)
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de 90,1+8,4. Existe diferenca na media das alturas das vilosidades em relagdo aos

diferentes grupos em estudo (p<0,0001) (Figura 2).

Altura das vilosidades

Carundongos

Figura 2. Altura das vilosidades dos camundongos em relagdo aos grupos de avaliag&o.

A média das areas das vilosidades dos camundongos do grupo controle (CF) foi de
3,4+0,1, dos esplenectomizados (EF) de 3+0,1, dos esquistossométicos (ESF) de 2,4+0,2 e
dos esquistossomaticos esplenectomizados (ESEF) de 2,3+0,1, existe diferenca na média
das é&reas das vilosidades em relagdo aos diferentes grupos de avaliagdo (p<0,0001)

(Figuras 3).

Figura 3. Area das vilosidades dos camundongos em relacdo aos grupos de avaliacgo.
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Na Tabela 5, observam-se todas as comparacdes multiplas dois a dois das areas
totais, das alturas e das areas das vilosidades dos camundongos em relag&o aos grupos em

estudo.

Tabela 5. ComparagcBes multiplas dois a dois das areas totais, das alturas e areas das

vilosidades em relacdo aos grupos de avaliagdes.

Grupos Area total Alturas das Area das vilosidades
vilosidades

CF XEF 0,6305 0,0185* <0,0001*

CF X ESF <0,0001* <0,0001* <0,0001*
CF X ESEF <0,0001* <0,0001* <0,0001*

EF X ESF <0,0001* <0,0001* <0,0001*
EF X ESEF <0,0001* <0,0001* <0,0001*
ESF X ESEF 0,4960 0,2176 04177

Nota: Valor de p. *estatisticamente significante

Estudo da translocacédo bacteriana

Houve translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos nos quatro grupos
experimentais, sendo mais prevalente em animais esquistossomoticos esplenectomizados.
No grupo controle, as bactérias isoladas foram gram-negativas, Escherichia coli. Na
translocacdo para sangue porta, figado e sangue periférico, apenas animais controles ndo
apresentaram bactérias nas amostras teciduais.

Nas culturas de linfonodos mesentéricos, camundongos apenas esquistossomoticos
apresentaram positividade bacteriana em 100% das amostras, isolando-se Staphylococcus
aureus (6), E. coli (2), S. aureus associado a Enterococcus faecalis (1) e E. faecalis (1);
em sangue porta, 60% dos camundongos apresentaram positividade, S. aureus (4) e E. coli
(2). Em figado observamos translocacdo em 50% das amostras, S. aureus (5), e sangue
periférico em 30%, S. aureus (3).

Nas culturas de linfonodos mesentéricos, camundongos apenas esplenectomizados
apresentaram positividade bacteriana em 100% das amostras, isolando-se E. coli (3),
Proteus mirabilis (2), E. faecalis (1), Klebsiella pneumoniae (1), S. aureus (1), E. faecalis
associada a Staphylococcus coagulase negativa (1) e S. aureus associado a E. faecalis (1);
em sangue porta, 70% dos camundongos apresentaram positividade, E. coli (2), Proteus
mirabilis (2), S. aureus (2) e E. faecalis (1). Em figado observamos translocacdo em 50%
das amostras, E. coli (2), S. aureus (2) e E. faecalis (1); e em sangue periférico em 20%,

E. faecalis (1) e S. aureus (1).



Nas culturas de linfonodos mesentéricos, camundongos esquistossomoticos e
esplenectomizados apresentaram positividade bacteriana em 100% das amostras, isolando-
se S. aureus associado a E. faecalis (2), E. coli associada a S. coagulase negativa (1), S.
coagulase negativa associado a P. mirabillis (1), Pseudomonas aeruginosa associado a
Providencia retigeri (1), E. faecalis associado a S. aureus e P. mirabillis (1), E. faecalis
associada a E.coli (1), E. faecalis (1), K. pneumoniae (1) e S. aureus (1); em sangue porta,
100% dos camundongos apresentaram positividade, S. aureus (3), E. coli (2), E. faecalis
(1), K. pneumoniae (1), Providencia retigeri (1), S. coagulase negativa associado a P.
mirabillis (1) e S. aureus associado a P. mirabillis (1). Em figado observamos
translocacdo em 90% das amostras, S. aureus (4), E. coli (2), K. pneumoniae (1),
Providencia retigeri (1), S. coagulase negativa associado a P. mirabillis (1); e em sangue
periférico em 60%, S. aureus (3), E. coli (1), K. pneumoniae (1) e S. coagulase negativa
associado a P. mirabillis (1).

Ndo houve crescimento bacteriano nos meios especificos para micro-organismos

anaerdbios e fungos.

DISCUSSAO

No presente estudo, a quantidade de vermes adultos recuperado no sistema venoso
portal e veias mesentéricas dos camundongos esquistossomoticos foram aproximadamente
igual aos observados nos esquistossomdticos esplenectomizados. Nos dois grupos, a
quantidade de vermes machos foi maior que a quantidade de vermes fémeas. Estes dados
concordam com os de Boissier et al*® que relataram que em hospedeiros permissivos,
distintos gendtipos do parasito poderiam se desenvolver induzindo a acentuada
competicdo entre as fémeas e como consequéncia, aumento na quantidade de machos.

Entretanto, Martinez et al®

observaram proporcdo semelhante entre vermes machos e
fémeas recuperados apds infeccdo pelas diferentes cepas brasileiras. Podemos observar
que a esplenectomia ndo alterou a recuperacdo dos vermes, como também, a relacdo
vermes machos e fémeas observadas na esquistossomose.

Na doenca provocada pelo Schistosoma mansoni, ja foi descrito que o padrdo de
eliminacdo dos ovos se inicia com baixa oviposicdo, havendo aumento no nimero de ovos
eliminados entre 45 e 72 dias e redugdo progressiva, cerca de trés semanas ap0s o periodo

pré-patente?®2® Neste trabalho, tanto em animais esquistossométicos esplenectomizados,



guanto em esquistossométicos ndo esplenectomizados, o nimero de ovos por gffezes foi
maior no 45° dia que no 97° dia da infecgdo.

Todos 0s grupos, aqui analisados, comparados ao controle, apresentaram redugéo
da evolucdo do peso corporal. Assim, constatamos que a esquistossomose cronica € o
periodo inicial da pds-esplenectomia favorece a reducdo do ganho de peso, tornando-a
ainda mais evidente na esquistossomose associada a esplenectomia. Em qualquer relacdo
hospedeiro/parasito, 0 parasitismo, para assegurar seu desenvolvimento e sobrevivéncia,
em alguma fase retirara sua energia e nutrientes, direta ou indiretamente, do alimento,
metabdlitos e tecido do hospedeiro®®. Entretanto, a reducdo da evolucdo corporal na
esplenectomia pode ser influenciada pela debilidade do animal no pos-cirlrgico,
caracterizada pela dificuldade de se alimentar. Este fator prejudicou ainda mais o estado
nutricional e a resposta imunolégica no grupo esquistossomético esplenectomizado.

Algumas das funcbes da microbiota intestinal tém consideravel importancia para o
hospedeiro. Elas incluem a resisténcia a colonizacdo, a modulagdo do sistema imune e
participacdo na nutricdo do hospedeiro®®. O trato digestério tem assumido maior
importancia no manuseio e tratamento do paciente séptico. Ha bem pouco tempo, este
sistema era considerado de pouca importancia na fisiopatologia da sepse. Acredita-se que
0 intestino delgado e o coldn estdo envolvidos na manutencdo do hipermetabolismo da
sepse, sindrome da resposta inflamatdria sistémica e disfuncdo de mlltiplos 6rgdos e
sistemas®!. De forma geral, os micro-organismos da microbiota residente normal sdo
inbcuos e benéficos na sua localizagdo normal no hospedeiro e na auséncia de
anormalidades concomitantes. Por outro lado, os proprios membros da microbiota normal
podem provocar doenca em certas circunstancias. Estes micro-organismos estdo adaptados
ao modo de vida ndo-invasivo, definido pelas limitacbes do meio ambiente. Se forem
introduzidos na corrente sanguinea ou em tecidos, esses agentes podem tornar-se
patogénicos®233.

De acordo com os nossos dados, a andlise da quantidade de bactérias, por UFC/g
de fezes, originadas da regido média do intestino delgado demonstram que, tanto a
esquistossomose  cronica, quanto a esplenectomia modificam a microbiota dos
camundongos. O rompimento do equilbrio da microbiota indigena contribui para o
excessivo crescimento de determinadas bactérias, tornando fator para o processo de

34,35

translocacdo” °°. Na esquistossomose as alteracbes na microbiota intestinal poderiam ser

explicadas pela imunomodulacdo, hipotrofia das vilosidades ou estado nutricional. J& na
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esplenectomia, além do estado nutricional observado logo no pos-cirdrgico, a hipertrofia
das vilosidades poderia esta implicada neste processo.

A forma hepatoesplénica da esquistossomose é caracterizada por fibrose hepatica e
hipertensdo portal, que, por propagacdo para 0s ramos terminais intestinal, podem levar a
alteracbes na arquitetura da mucosa intestinal, como reducdo da altura das vilosidades®®,
de acordo com 0 que ocorreu no grupo esquistossomotico do presente estudo. Entretanto,
também observamos alteragbes das alturas e éareas das vilosidades em camundongos
esplenectomizados. N&o encontramos na literatura estudos que expliguem alteracdes na
mucosa intestinal pés-esplenectomia. E importante destacar que as consequéncias da
auséncia do baco sobre os 6rgdos e sitios linfoides tém sido pouco avaliadas. Sabe-se que
a retirada do baco afeta a funcdo imune de maneira sistémica e ao mesmo tempo distinta
nos diferentes compartimentos do organismo®?. Porém, o individuo esplenectomizado,
mesmo que com limitagbes e maiores riscos de infecgbes, sobrevive. No presente estudo,
ndao encontramos alteracbes em relacdo a morfometria da mucosa duodenal entre o0s
esquistossomaticos e o0s esquistossomdticos esplenectomizados.

Varias pesquisas utilizando animais tém demonstrado que translocacdo é fenbmeno
multifatorial, que pode ser resultado do rompimento do equilibrio normal da microbiota
indigena, que contribui para excessivo crescimento de determinadas bactérias. O sistema
imunologico do hospedeiro debilitado ou a ruptura fisica da barreira intestinal também
podem, isoladamente ou em associacdo, facilitar a passagem de bactéria via
intesting®*3%3".

Para avaliar a translocacdo bacteriana, sdo utilizados métodos de cultura de
diferentes sitios extra-intestinais. Os métodos mais comumente usados na literatura s&o
cultura de homogeneizado de linfonodos mesentéricos, figado e baco, cultura de sangue
venoso da veia porta e sangue venoso periferico e deteccdo de endotoxinas no sangue
venoso portal e periférico®*32°. No presente trabalho, houve translocagdo bacteriana para
os linfonodos mesentéricos no grupo controle, contudo a bactéria ndo atingiu outros
0rgdos permanecendo restrita aos nodulos dos linfonodos mesentéricos. A translocacéo
bacteriana ocorre espontaneamente em individuos sadios e acredita-se que seja evento
fisiologico e necessario para a geracdo de células imunocompenentes pelo tecido linfoide
associado & mucosa digestoria (GALT)**40:4L,

Nos dados aqui apresentados, 0os camundongos esplenectomizados apresentaram
translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos, sangue porta, figado e sangue

periférico, 20% dos animais fizeram sepse. Este nOmero poderia ser maior se
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ultrapassassemos o periodo de eutandsia para mais de sete dias. Observamos também, dois
tipos distintos de géneros de bactérias nos linfonodos mesentéricos, e infeccdo
principalmente por gram-positivos. Os camundongos esplenectomizados ndo conseguem
montar respostas adequadas aos diversos antigenos bacterianos®?.

O bago tem maior capacidade que o figado, por grama de tecido, para a fagocitose de
micro-organismos. Em pacientes sem baco, a porcdo ndo esplénica do sistema
mononuclear fagocitario compensa sua auséncia, mas a formagdo de anticorpos &€ menos
eficiente. Nessas situacdes, diminui a funcdo da IgG e reduz a quantidade de IgM*34.

Os camundongos apresentam infeccdo por Schistosoma mansoni mais grave que as
habitualmente  observadas em humanos, entretanto € considerado bom modelo
experimental para esta helmintose®>. No presente trabalho, 30% dos camundongos
esplenectomizados apresentaram translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos,
sangue porta, figado e sangue periférico, com quadro de sepse. Este fato pode ter sido
devido ao conjunto de alteragcbes ocorridas no organismo do camundongo devido a
infeccdo  cronica, como alteragdo da microbiota, das vilosidades intestinais e
imunologicas. Estes dados concordam com alguns estudos, onde foram discutidos a
translocacdo devida imunodeficiéncia e alteracbes nas vilosidades provocadas pelo S.
mansoni no hospedeiro vertebrado®=°.

Observamos que 0s camundongos esquistossomdticos e esplenectomizados, apesar
de ndo mostrarem diferencas na area total, rea das vilosidades e altura das vilosidades,
microbiota intestinal, nimero de vermes e de ovos com 45° e 97° dias da infeccdo,
apresentaram maior taxa de translocacdo bacteriana que 0s camundongos apenas
esquistossomaticos. Isso pode ser devido a auséncia do bago e ao e diminuicdo do ganho
ponderal do esquistossomdtico potencializado na pds-esplenectomia.  Além  disso,
observamos coinfecgdes por diferentes grupos bacterianos, principalmente  gram-
negativos.

Em conclusdo, apesar de alguns estudos demonstrarem que a esquistosSsomose
associada & esplenectomia ndo parece favorecer a presenca de quadros sépticos!?*. Nés
observamos que em camundongos esquistossomoticos e pds-esplenectomizados a
translocacdo bacteriana para o sangue periférico ocorre de forma mais acentuada do que
na esplenectomia e esquistossomose isolada. E este fato pode estd associado a respostas
imunoldgicas ainda mais deficientes pela auséncia do baco e a reducdo nutricional

potencialidada por ambas intercorréncias. Outros estudos devem ser realizados, com
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enfoque na translocacdo bacteriana na esquistossomose associada a esplenectomia, para

confirmar e ampliar os resultados encontrados.
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“E melhor tentar e falhar, que preocupar-se e ver a vida passar.

E melhor tentar, ainda que em v&o que sentar-se, fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar, que em dias frios em casa me esconder.
Prefiro ser feliz embora louco, que em conformidade viver. ”

Martin Luther King
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7. CONCLUSOES

% Em relacdo a comparacdo entre os camundongos esquistossomoticos na fase
cronica e camundongos sem infec¢cdo, machos e fémeas:

» Do periodo entre a infeccdo e a eutandsia, ocorreu diminuicdo da evolucédo
ponderal das fémeas e machos esquistossométicos quando comparados com
0S respectivos controles.

» Camundongos esquistossomoticos —apresentaram maior prevaléncia de
coproculturas  positivas, tanto com relacdo a densidade bacteriana por
espécies quanto ao numero de UFC. Observamos aproximadamente as
mesmas quantidades de colbnias quando comparamos 0s subgrupos machos
e fémeas.

> A andlise morfométrica duodenal revelou reducdo no perimetro da
superficie da mucosa (area total), altura das vilosidades e area das
vilosidades de ambos o0s grupos parasitados com S. mansoni, quando
comparados aos respectivos controles.

» Houve translocacdo bacteriana para os linfonodos mesentéricos nos dois
grupos  experimentais, controle e  esquistossomoticos, sendo  mais
prevalente em animais esquistossométicos. Na translocacdo para sangue
porta, figado, baco e sangue periferico, apenas animais parasitados
apresentaram bactérias nestas amostras teciduais, sendo mais assinalado

nas fémeas.

% Em relacdo a comparagao entre camundongos esplenectomizados e camundongos
nao esplenectomizados, machos e fémeas:

» Camundongos esplenectomizados machos e fémeas apresentaram redugéo
da evolucdo ponderal, do 125° (antes da esplenectomia) ao 132° dia de
nascidos (antes da eutanasia). Os camundongos machos esplenectomizados
apresentaram a mesma reducdo do peso ponderal nos sete dias de avaliacdo
pos-cirdrgica, quando comparados com a reducdo do peso dos
camundongos fémeas esplenectomizados.

» Camundongos esplenectomizados  apresentaram  maior  variagdo  nas

coproculturas, tanto com relagdo a densidade bacteriana por espécies,
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guanto ao nimero de UFC. Observou-se aproximadamente as mesmas
quantidades de colbnias quando comparamos 0s subgrupos machos e
fémeas, de ambos 0s grupos esplenectomizados e controle.

» A andlise morfométrica duodenal revelou reducdo na altura e area das
vilosidades dos machos e fémeas esplenectomizados, quando comparado
aos respectivos controles. Entretanto, ndo houve diferenca na média da area
total entre machos e fémeas esplenectomizados.

» Os camundongos controles e esplenectomizados, machos e fémeas,
apresentaram translocacdo bacteriana para os linfonodos mesentéricos.
Entretanto, a prevaléncia foi maior nos camundongos esplenectomizados.
Com relacdo a translocacdo para sangue porta, figado e sangue periférico,
apenas animais esplenectomizados apresentaram bactérias nestas amostras
teciduais, sendo mais prevalente em machos. Em alguns casos, na
microbiota intestinal de camundongos esplenectomizados, as bactérias que
se sobressaiam as demais, foram responsaveis pela translocacdo para os

linfonodos mesentéricos, sangue porta, figado e sangue periferico.

% Em relacho a comparacdo entre camundongos esquistossomoticos
esplenectomizados e ndo esplenectomizados:

» Nos esquistossomoticos esplenectomizados houve maior redugdo do peso
em relacdo aos dias de afericdo que nos camundongos esquistossomoticos.

» Observamos aproximadamente as mesmas quantidades de coldnias quando
comparamos 0S  Qrupos  esquistossomoticos e  esquistossomaticos
esplenectomizados, com diferenca apenas para Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae.

> Né&o observamos alteracBes significantes na area total, altura e area das
vilosidades entre 0s animais esquistossométicos e  esquistossomoticos
esplenectomizados.

» Houve maior prevaléncia de translocacdo bacteriana e sepse em animais
esquistossomdticos  esplenectomizados.  Além  disso,  observamos
coinfeccdes por diferentes géneros de bactérias, como gram-negativos

associados a gram-positivos.
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"N&o chores porque ja terminou, sorri porque aconteceu."

Gabriel José Garcia Marquez



8. COMENTARIOS E PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados nesta tese mostraram a importancia de se estudar as
causas das infecgbes secundérias na fase cronica da esquistossomose, na pés-
esplenectomia e na esquistossomose cronica pos-esplenectomia. Apesar dos métodos de
cultura serem amplamente utilizados na literatura, o isolamento de micro-organismos
entéricos em sitios extra-intestinais sugere fortemente, mas ndo prova a translocacdo
bacteriana. Numerosos trabalhos estdo sendo realizados com o objetivo de avaliar qual a
exata alteracdo que ocorre na barreira intestinal na presenca de uma doenca do trato
digestorio. A alteracdo patoldgica mais frequentemente aventada como causa do defeito na
barreira intestinal é a atrofia da mucosa. Entretanto, muitos estudos vem tentando
demonstrar a influéncia de outros fatores, que ndo a atrofia da mucosa, como causa da
translocagdo bacteriana. Através do modelo experimental de esquistossomose e
esplenectomia, os dados gerados nos permitiram avaliar a translocacdo bacteriana como
causa de infeccdo bacteriana, devido a um conjunto de fatores, como desequilibrio da
microbiota intestinal, sexo e alteracdo da mucosa duodenal. Os dados surgeriram que a
sepse fulminante em espenectomizados e 0s abscessos hepaticos, comuns na
esquistossomose cronica, podem ser devidos aos prépios componentes da microbiota

indigena do trato digestorio.

De acordo com as informacdes aqui obtidas, o sexo pode influenciar na presenca
da translocacdo bacteriana. Nos camundongos Mus musculus esquistossométicos, a
translocacdo parece acometer mais as fémeas. Entretanto, nesta espécie submetida apenas
a esplenectomia, a translocagcdo parece acometer de forma mais intensa os machos. Sabe-
se que ocorre reducdo da evolucdo poderal nas doencgas cronicas, e esse fato associado a
outros causados pela esquistossomose hepatoesplénica, como alteragcdes estruturais da
mucosa intestinal, pode favorecer ainda mais a translocacdo bacteriana e

consequentemente, sepse.

Um dos eventos interessantes observados na presente pesquisa, foi em relacdo a
morfometria duodenal de camundongos esplenectomizados. A reducdo da &rea e altura das
vilosidades apds sete dias da esplenectomia ainda ndo havia sido notada no meio
cientifico. Alguns fendmenos poderiam explicar este episddio, como reducdo do peso
corporal pOs-esplenectomia, alteracdo da resposta imunologica efou o prdprio

desequilibrio da microbiota intestinal causado pela retirada do bago.
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Desta forma, as informagOes geradas neste trabalho permitem ampliar nossas
perspectivas para estudos futuros, utilizando o0 mesmo modelo animal para investigar as
respostas hormonais, as respostas imunolégicas e avaliagbes nutricionais, aliadas a
aspectos laboratoriais, na tentativa de explicar as alteragBes organicas que contribuem para
translocacdo bacteriana na esquistossomose e esplenectomia. Uma das abordagens futuras
seria avaliar a translocacdo microbiana em camundongos esquistossomadticos nutridos e
desnutridos, observando as alteracbes da microbiota e morfometria intestinal, inclusive
comparando a regido duodenal com a regido do colon proximal, tanto em fémeas como em
machos. Uma outra abordagem, consiste em continuar a utilizagdo de animais
esplenectomizados para o estudo da translocacdo bacteriana, entretanto, aumentando o

periodo das observacdes aqui realizadas, isto €, em um periodo maior que sete dias.

Outra linha proposta por esta pesquisa é no sentido de estabelecer relacdo entre os
dados aqui levantados com os da resposta imunologica, observando se os niveis de IFN-y
e IL-10 nas células esplénicas dos camundongos na fase cronica da infeccdo esta
relacionada com a translocacdo microbiana. Também, se em camundongos
esquistossomaticos submetidos a esplenectomia ocorre aumento do
imunocomprometimento, favorecendo a sepse por agentes da microbiota intestinal. Assim,
este estudo tem como principal caracteristica o fato de ser uma avaliagdo inédita, e nossos
dados preliminares poderdo formar base para varios outros trabalhos nesta linha de

pesquisa.
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"Vinde a Mim, todos os que estais cansados e oprimidos, e FEu vos aliviarer. Tomail sobre vios o Meu
Jjugo e aprendei de Mim, que Sou manso e humilde de coragdo; e encontrareis descanso para as

’

vossas almas. Porque o Meu jugo é suave e o Meu fardo é leve."

Jesus Cristo
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