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ARTIGO/ARTICLE

Alteracoes da funcao hepatica de camundongos desnutridos
e infectados pelo Schistosoma mansoni

Liver function abnormalities in undernourished
and Schistosoma mansoni-infected mice

Janira Licia Assumpc¢io Couto', Regina Coeli da Silva Vieira?, Janine Maciel Barbosa?,
Sonia Salgueiro Machado® e Haroldo da Silva Ferreira?

RESUMO

Existem poucos estudos sobre as alteracdes da func¢io hepitica em camundongos com esquistossomose associada 2 desnutri¢do. Neste trabalho,
os animais foram divididos em quatro grupos, de acordo com as dietas (normal ou hipoprotéica) e infectados ou nio pelo Schistosoma mansoni.
Todos os grupos desenvolveram-se menos que o grupo controle (p<0,0001). A mortalidade nos animais foi devida a infeccdo. Niveis altos de
aminotransferases nos animais nutridos e infectados sugerem um processo inflamatério intenso (p<0,0001). Todos os grupos apresentaram elevacio
da fosfatase alcalina. Houve aumento da aspartato transferase e da fosfatase alcalina em animais nutridos infectados. As dietas modificaram os niveis
de albumina (p>0,001), e das proteinas séricas. Os grupos, comparados ao controle, mostraram baixos niveis de glicose (p<0,001). Este estudo
verificou que ambas, infecgio e/ou desnutri¢io, interferiram nos niveis dos indicadores bioquimicos, mas as alteracdes mais importantes da fun¢io
hepdtica ocorreram durante a inflamagfo intensa causada pela esquistossomose.
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ABSTRACT

There are few studies on liver function abnormalities in mice with schistosomiasis associated with malnutrition. In this study, animals were divided into four
groups, according to their diet (normal or low protein) and whether they were infected with Schistosoma mansoni or not. All the groups grew slower than the
control did (p < 0.0001). Mortality among the animals occurred because of the infection. High levels of aminotransferases in well-fed animals with infection
suggested that there was an intensive inflammatory process (p < 0.0001). All the groups presented high levels of alkaline phosphatase. There were increases
in aspartate transferase and alkaline phosphatase in infected well-fed animals. The diets modified the albumin levels (p > 0.001) and the serum proteins.
Compared with the controls, the groups showed low levels of glucose (p < 0.001). This study found that both infection and malnutrition interfered with the
biochemical indicator levels, but the most important liver function abnormalities occurred during the intense inflammation caused by schistosomiasis.
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Ha cerca de 6,3 milhdes de portadores de esquistossomose
no Brasil'®. A evolu¢io da doenca e suas manifestagdes clinicas
sdo influenciadas por fatores tais como a carga parasitdria e a
condigfo nutricional do individuo’. A esquistossomose estd quase
sempre associada a desnutricio, porque incide com freqiiéncia na
parcela populacional menos favorecida economicamente.

Na desnutri¢do, a deterioracdo fisiologica estd em consonancia
com seu grau®® e o figado, 6rgio central no metabolismo, torna-
se quase sempre afetado. Foi observado que a deficiéncia
energético-protéica afeta os sistemas, de modo que, concomitante

a0 progresso da doenca, sobrevém a deterioracdo das fungdes
hepdticas, com aumento de aminotransferases no soro™.

Na esquistossomose mansonica (EM), as alteracoes hepaticas
sdo as manifestacoes mais importantes® e estdo relacionadas
a0 estdgio da fibrose®. Estudos tém mostrado que os testes de
funclo hepdtica se modificam apenas nas formas mais graves da
doenga, com organomegalias e ascite' ou ainda, na associagio
com hepatites ou cirrose descompensada'® !,

Sio poucos os estudos sobre alteragdes funcionais do figado na
esquistossomose associada 2 desnutricfio, dai sua investigacio neste
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experimento. O objetivo deste trabalho foi investigar possiveis alteracoes
nos indicadores da funcio hepdtica de camundongos submetidos
simultaneamente 2 desnutrico e a esquistossomose. Além das enzimas
relacionadas a fungzo hepatica, também foram determinadas a glicemia,
a albuminemia e a proteinemia. Foram utilizados camundongos
infectados ou néo pelo Schistosoma mansoni, a0s quais se ministrou
uma dieta controle, atendendo a todos os requisitos nutricionais
da espécie, ou uma dieta multideficiente, que induz a um estado de
desnutricio calrico-protéica, semelhante a0 observado nas dreas
endémicas de esquistossomose e pobreza do Nordeste Brasileiro.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 75 camundongos albinos sui¢os machos
com 21 dias de idade, dos quais 29 foram mantidos sem infec¢do
e 46 foram infectados através de exposi¢io percutinea, com 40
cercdrias de Schistosoma mansoni, aproximadamente. Animais
infectados apresentam alta taxa de mortalidade, por isso seu
nimero foi maior no experimento.

Parte dos animais em cada condiczo foi distribuida conforme
o tipo de dieta. A dieta controle foi a racio Labina® (Purina
Agribrands do Brasil Ltda), com aproximadamente 23% de
proteina a base de farinha de peixe. Para inducio da desnutrico,
utilizou-se a Dieta Bésica Regional®, multideficiente, que se
compde de (g%): 3,74g de charque, 18,34g de feijao mulatinho
(Phaseolus vulgaris), 12,76g de batata doce ([pomoea batatas)
e 58,16g de farinha de mandioca (Manihot utilissima). Ambas
as dietas foram ministradas em forma de pellets.

0 experimento foi estabelecido com quatro grupos de
animais, segundo a infec¢do ou ndo e de acordo com o tipo de
dieta. Os animais permaneceram durante 13 semanas em gaiolas
individuais sob condigGes padronizadas de iluminagio (ciclo de
claro/escuro de 12h/12h) e temperatura (23°C).

A presenca da infec¢fo e sua intensidade foi averiguada por
meio da quantificacio do niimero de ovos eliminados. Para isso,
a coleta das fezes dos animais infectados foi efetuada durante a 8*
semana do experimento (periodo pds-postural), para efetuacio
de exame parasitoldgico, segundo o método de Kato-Katz".

Ataxa de mortalidade dos animais no transcorrer do experimento
foi registrada, conforme a infec¢io e condigo nutricional.

Para obtengfo da curva ponderal, os animais foram pesados
a cada sete dias, desde o inicio até o final do experimento, na 13*
semana. Nessa etapa final, os animais foram anestesiados em cimara
de vaporizacio de éter, ap6s jejum de 12 horas. A seguir foi efetuada
a coleta do sangue através de um tubo capilar que, introduzido na
camara anterior do olho, atingiu o plexo orbital. O soro obtido foi
mantido em freezer a -20°C para as andlises em laboratério.

A fungio hepitica foi avaliada por meio das dosagens
bioquimicas do soro, efetuadas em aparelho de precisio TARGA
(Technology Advanced Random Generation Analysis). Foram
determinadas as enzimas aspartato transferase (AST), alanina
transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). Também foram
verificadas a glicemia, as proteinas totais e a albuminemia.

Na avaliacdo dos resultados obtidos nas determinagdes
bioquimicas procedidas no soro dos animais, adotou-se como
valores de referéncia os resultados encontrados no grupo controle
e estes em relacdo aos dados divulgados pelo Centro de Bioterismo
da Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo?'.

A andlise estatistica foi efetuada segundo a andlise da variancia
(ANOVA) para comparagao entre as médias obtidas nos diferentes
grupos. Quando havia diferenca, utilizou-se o teste de Tukey para
distinguir quais grupos diferiam entre si. Para comparar freqiiéncias
(taxa de mortalidade) usou-se o teste do qui-quadrado (*). Em
qualquer situagdo, adotou-se o nivel critico de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

0 experimento contou com um total de 75 animais, dos quais,
em virtude da mortalidade espontinea, restaram 53 camundongos
para o sacrificio. A taxa de mortalidade determinada pela
infeccdo foi superior a causada pela desnutricio (47,4% versus
12,5%; p<0,05). Os grupos submetidos 2 dieta multideficiente
apresentaram um padrido de crescimento inferior ao daqueles
alimentados com a dieta controle (p<0,0001). Também
animais infectados, mesmo alimentados com a dieta controle,
desenvolveram-se ponderalmente menos que aqueles nio
infectados (p<0,009).

0Os indicadores bioquimicos apresentaram alteracdes que
estdo designadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores bioquimicos obtidos no soro de camundongos infectados ou ndo pelo
Schistosoma mansoni, alimentados com dieta controle ou desnutridos pelo consumo da dieta bdsica

regional.

Dieta controle Dieta bdsica regional
Indicadores sem com sem com p-valor
bioquimicos infec¢do infec¢do infecgdo infec¢do (ANOVA)
ALT(U/L) 60,9 + 10,98 1124 + 43,3 97,6 + 15,2* 83,1 + 16,45 0,002
AST(U/L) 111 £ 15,72 237 + 32,26 128 + 20,99 151 + 24,79 0,0001
Fosfatase alcalina (U/L) 158 £ 19,42> 232 + 21,06 279 + 81,05 263 + 24,55 0,001
Relacio AST:ALT 1,83 + 0,22¢ 2,12 £ 0,77 1,32 £ 0,19 1,84 + 0,17% 0,032
Glicemia (mg/dL) 96,2 16,5 35,2 + 22,85 39,63 5,6 13,57 + 4,77 0,0001
Albumina (g/dL) 256+025 2,50 £040° 2,04+ 025 2,02 £ 0,15 0,02
Proteinas totais (g/dL) 4,39 + 0,94 5,50 + 1,24* 3,49 + 0,39 3,51 + 0,28 0,005
ALB: GL 1L71£021  220+0,71 1,86 + 0,78 1,73 0,03 0,35

ALT: alanina aminotranferase, AST: aspartato aminotransferase, ALB: GL= relacio albumina: globulina; valores expressos
sob a forma de média + DP; médias para a mesma caracteristica com a mesma letra nio diferem entre si (p>0,05;

teste de Tukey).
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DISCUSSAO

Neste estudo, todos os grupos, comparados a0 controle,
apresentaram elevacio da ALT, fato que evidencia a alteracdo
funcional do figado causada pela desnutricio e/ou esquistossomose.
0Os indices dos animais do grupo controle infectado foram mais
elevados, o que indicaria um processo inflamatério mais intenso,
esperado nos animais normonutridos’. Com relacao 2 AST, o grupo
controle infectado também apresentou os niveis mais altos que os
outros grupos, possivelmente pelas mesmas causas. Nesse mesmo
grupo, os valores de AST ultrapassaram em dobro os de ALT, o
que poderia exprimir uma maior gravidade e profundidade da
lesdo. A elevacio simultdnea de AST e de FA no grupo controle
infectado leva a suposicio de que o processo de colestase, causado
pela tensdo continua e compressdo focal nos ductos’, foi mais
acentuado nele. A relagiio AST: ALT foi semelhante entre os grupos
deste estudo. Em humanos?, uma razio maior que 1 € critério
para diagndstico de severo comprometimento hepditico. Nesta
pesquisa com camundongos, a razdo ultrapassou esse indice em
todos grupos, mas houve semelhanca com o grupo controle.

Niveis altos de FA, como aqui observados, mesmo no controle
normal, tem sido encontrados nos resultados do Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo®, e as causas
estdo sendo pesquisadas. Também em uma pesquisa com humanos,
portadores ou ndo de esquistossomose®, foram observados niveis
altos da FA, inclusive no grupo controle, sem infec¢do.

Neste estudo, nos animais do grupo controle infectado, foi a
esquistossomose que pareceu causar elevacao nos niveis da AST
e da FA, o que é uma forte indicagio de colestase.

A concentragdo sérica das aminotransferases informa o grau
da les2o no hepatdcito, uma vez que sua liberagdo no soro pode
significar morte celular. A concentracio sérica de ALT é melhor
indicador para avaliacdo da integridade celular do figado que a de
AST*. Aalteracdio de FA relaciona-se diretamente 2 obstrugdo biliar
de causas intra e extra hepdticas, e/ou a lesdo hepatocelular'’, por
isso € o indicador mais usado para o diagndstico de colestases.

Sabe-se que a desnutricio causa deterioragio das funcdes
hepdticas, com alteracdes soroldgicas relativas a ALT, AST e
FAY. Na esquistossomose, a alta carga parasitdria seria um dos
mecanismos de elevacio de ALT" e a inflamacdo decorrente
afetaria os niveis das enzimas hepdticas®. Todavia os efeitos da
infeccdo pelo Schistosoma mansoni sobre o desempenho do
figado sdo ainda controversos" *°, as alteracoes da funcio hepdtica
na esquistossomose parecem depender, néo s6 do grau de fibrose,
mas da intercorréncia de outras infeccdes.

A hipoalbuminemia ocorreu apenas em funcio da
desnutricdo, uma vez que a infeccio ndo alterou a funcio
hepdtica, com referéncia 2 sintese protéica. Por outro lado, a
esquistossomose promoveu um aumento na sintese de proteinas
totais, provavelmente de globulinas. No entanto, foi o estado
nutricional que repercutiu na proteinemia sérica'.

Entre os grupos estudados no presente experimento, apenas
o grupo controle no apresentou hipoglicemia. Nos animais
desnutridos, parece 6bvio que um dos fatores relacionados a

392

esse fato diz respeito 2 pequena reserva de glicogénio heptico
disponivel para manutencio da glicemia nos momentos pos-
prandiais ou de jejum'®, situaco em que se procedeu a coleta de
sangue dos animais. Por outro lado, a hipoglicemia verificada nos
animais do grupo controle infectado poderia indicar inabilidade
hepitica para conduzir a gliconeogénese, ji que o figado (e os
rins em menor proporcio) é o principal 6rgao que produz glicose
a partir de outros substratos que nio carboidratos.

Neste estudo aqui, os animais controle com infec¢io
apresentaram hipoglicemia com valores préximos dos desnutridos
sem infec¢iio, o que revelou uma repercussio semelhante da
infecco ou da desnutrigiio sobre os niveis da glicose plasmatica.
Ambas, desnutri¢io'® e infec¢io? causam depressao nos niveis da
glicemia. Resultados muito baixos foram encontrados nos animais
desnutridos e infectados, provavelmente pelo sinergismo entre
desnutricdo e infeccio.

Alguns dos trabalhos j4 mencionados acima reiteram que as
alteracdes da fungio hepitica se manifestariam proporcionalmente
a gravidade da infeccdo esquistossomotica ou da desnutrigdo.
Neste estudo, observou-se que desnutri¢iio e/ou infec¢do podem
interferir nos niveis esperados dos indicadores hepaticos, porém,
as alteragdes da fungdo hepatica foram mais importantes quando
o0 processo inflamatério da esquistossomose mostrou-se mais
intenso?, levando a0 aumento das aminotransferases.
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