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RESUMO  

 

A esquistossomose mansoni é uma doença tropical negligenciada, causada pelo parasito 

trematódeo Schistosoma mansoni. A patogenia da esquistossomose mansoni resulta dos ovos 

do parasito que ficam depositados nos tecidos do hospedeiro, particularmente no fígado e 

intestinos. A estimulação antigênica contínua desses ovos leva ao recrutamento de células 

inflamatórias para os locais de infecção com formação de granulomas periovulares, que são 

estruturas complexas com tamanho e composição variáveis e são a característica 

histopatológica mais marcante da esquistossomose mansoni. Modelos induzidos por dieta têm 

se mostrado benéficos para avaliar as mudanças fisiológicas que ocorrem durante a patogênese 

e a maioria dos estudos experimentais sobre esquistossomose demonstrou que a relação 

parasita-hospedeiro pode ser modificada pelo estado nutricional do hospedeiro. Entretanto, o 

efeito combinado da dieta hiperproteica e a esquistossomose sobre a fisiopatologia e a 

progressão da doença ainda é pouco conhecido. Este tipo de dieta associada à esquistossomose 

pode elucidar se existe interação entre a infecção, qual ou quais fases da infecção e a dieta e o 

quanto essa interação pode modificar a patogênese nas infecções por S. mansoni. Este trabalho 

teve como objetivo avaliar o efeito da dieta hiperproteica no desenvolvimento da 

esquistossomose experimental. Assim, o trabalho foi dividido em três capítulos, nos quais 

revisamos sistematicamente a evidência pré-clínica sobre o impacto da dieta na infecção por S. 

mansoni e avaliamos o efeito da dieta rica em proteínas nas fases aguda e crônica da doença. 

Foram utilizados camundongos Swiss machos com três a quatro semanas de idade, alimentados 

com dieta padrão (22%) e hiperproteica (38% proteína). O experimento foi conduzido com 8 

grupos com 10 camundongos em cada um, divididos de acordo com a infecção (infectado ou 

sadio), o tipo de dieta (hiperproteica ou padrão) e a fase da infecção (aguda ou crônica). Foram 

avaliados o perfil de crescimento corporal dos camundongos, a absorção de nitrogênio da dieta 

(digestibilidade aparente), peso relativo do fígado e da gordura periepididimal. Avaliou-se 

número de ovos nas fezes, no fígado e no intestino, fez-se análises histopatológicas e 

estereológicas dos granulomas e da área remota do tecido hepático, bem como morfometria do 

intestino. Nossos resultados demonstraram que em ambas as fases da infecção, a dieta 

hiperproteica não influenciou no crescimento corporal dos camundongos. Além disso, o 

coeficiente de digestibilidade aparente da proteína da dieta hiperproteica foi alta. Nas fases 

aguda e crônica, o número de ovos nas fezes, no fígado e no intestino dos animais com dieta 

hiperproteica não diferiu estatisticamente em relação à dieta padrão. Na avaliação das lesões 

hepáticas, os animais com dieta hiperproteica apresentaram maior peso do fígado, menor 

densidade de número de hepatócitos e maior número de granulomas hepáticos na fase aguda; 

na fase crônica, os animais com dieta hiperproteica também apresentaram maior peso do fígado 

menor peso da gordura periepididimal, menor densidade de volume e número de hepatócitos e 

não houve influência no número e volume dos granulomas. Na fase aguda, os animais com dieta 

hiperproteica tiveram camadas musculares diminuídas e maior espessura da mucosa intestinal, 

comprimento e largura das criptas, bem como maior área dos gânglios mioentéricos. Na fase 

crônica, animais com dieta hiperproteica tiveram camadas muscular da mucosa e mucosa 

intestinal aumentadas, bem como comprimento das criptas. Assim, os nossos achados 

evidenciaram que a dieta hiperproteica pode ter amplificado a inflamação granulomatosa, 

favorecendo o desenvolvimento de lesões teciduais mais graves, especialmente no fígado, cuja 

sobrecarga hepática morfofuncional é a característica patológica mais grave da 

esquistossomose. 

 

Palavras-chave: Esquistossomose. Granuloma. Dieta Rica em Proteínas.  

 

 



 

ABSTRACT 

 

Schistosomiasis mansoni is a neglected tropical disease caused by the trematode parasite 

Schistosoma mansoni. The pathogenesis of schistosomiasis mansoni results from parasite eggs 

that are deposited in host tissues, particularly in the liver and intestines. Continuous antigenic 

stimulation of these eggs leads to the recruitment of inflammatory cells to sites of infection with 

formation of periovular granulomas, which are complex structures with differents size and 

composition and are the most striking histopathological feature of schistosomiasis mansoni. 

Diet-induced models have been shown to be beneficial in assessing the physiological changes 

that occur during pathogenesis, and most experimental studies on schistosomiasis have shown 

that the parasite-host relationship can be modified by the nutritional status of the host. However, 

the combined effect of hyperproteic diet and schistosomiasis on pathophysiology and disease 

progression is still poorly understood. This type of diet associated with schistosomiasis can 

elucidate if there is interaction between the infection, which or which stages of the infection 

and the diet, and how much this interaction can modify the pathogenesis of S. mansoni 

infections. This study aimed to evaluate the effect of high-protein diet on the development of 

experimental schistosomiasis. Thus, the paper was divided into three chapters, in which we 

systematically reviewed preclinical evidence on the impact of diet on S. mansoni infection and 

evaluated the effect of high protein diet on the acute and chronic phases of the disease. Male 

Swiss mice, three to four weeks old, fed standard diet (22%) and hyperproteic (38% protein) 

were used. The experiment was conducted with 8 groups with 10 mice in each, divided 

according to the infection (infected or healthy), the type of diet (hyperproteic or standard) and 

the phase of the infection (acute or chronic). The body growth profile of mice, dietary nitrogen 

uptake (apparent digestibility), relative liver weight and periepididimal fat were evaluated. 

Number of eggs in feces, liver and intestine were evaluated, histopathological and stereological 

analyzes of granulomas and remote area of liver tissue were performed, as well as intestinal 

morphometry. Our results demonstrated that in both phases of the infection, the high-protein 

diet did not influence the mice body growth. In addition, the apparent protein digestibility 

coefficient of the hyperproteic diet was high. In the acute and chronic phases, the number of 

eggs in the feces, liver and intestine of animals with a high protein diet did not differ statistically 

from the standard diet. In the evaluation of liver lesions, the animals with high-protein diet had 

higher liver weight, lower density of hepatocytes and higher number of hepatic granulomas in 

the acute phase; In the chronic phase, animals with hyperproteic diet also presented higher liver 

weight, lower periepididimal fat weight, lower volume density and number of hepatocytes and 

no influence on the number and volume of granulomas. In the acute phase, the animals with 

hyperproteic diet had diminished muscular layers and larger intestinal mucosa thickness, crypt 

length and width, as well as larger area of the myenteric ganglia. In the chronic phase, animals 

with hyperproteic diet had increased muscular layers of the mucosa and intestinal mucosa, as 

well as the length of the crypts. Thus, our findings showed that the high-protein diet may have 

amplified granulomatous inflammation, favoring the development of more severe tissue 

lesions, especially in the liver, whose morphofunctional liver overload is the most severe 

pathological feature of schistosomiasis. 

 

Key words: Schistosomiasis. Granuloma. Diet, High-Protein. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 ASPECTOS GERAIS DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI 

 

A esquistossomose mansoni é uma parasitose e tem grande relevância como problema 

de saúde pública e sua prevalência pode estar associada ao baixo desenvolvimento econômico, 

uma vez que se tem a necessidade de utilização de águas naturais contaminadas para os afazeres 

domésticos, agricultura e lazer (KATZ; PEIXOTO, 2000). 

O agente etiológico da esquistossomose mansoni é o Schistosoma mansoni, um helminto 

pertencente à classe dos Trematoda, família Schistossomatidae e gênero Schistosoma. São 

vermes digenéticos, delgados, de coloração branca e sexos separados, em que a fêmea adulta, 

mais alongada, encontra-se alojada no canal ginecóforo do macho (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2017). 

Nessa parasitose, as formas adultas do trematódeo habitam os vasos mesentéricos do 

hospedeiro (vertebrado/homem) e as formas intermediárias (esporocistos primários, 

esporocistos secundários, cercárias) se desenvolvem em caramujos gastrópodes aquáticos do 

gênero Biomphalaria, sendo o vetor mais importante do S. mansoni a espécie B. glabrata 

(CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008).  

A esquistossomose pode ser causada por seis espécies, tais como S. mansoni, S. 

haematobium, S. japonicum, S. mekongi, S. guineenses e S. intercalatum, sendo que as de maior 

relevância médica para o homem são S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum (AJIBOLA 

et al., 2018; HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013). A esquistossomose distribui-se em vários 

países de regiões tropicais. Estima-se uma prevalência mundial de 249 milhões de indivíduos. 

Na América Latina é encontrada no Brasil, Venezuela, Porto Rico, Antilhas e Suriname. O 

Ministério da Saúde estima em 2,5 milhões o número de pacientes com esquistossomose no 

Brasil.  Os estados das regiões Nordeste e Sudeste são os mais afetados sendo que a ocorrência 

está diretamente ligada à presença dos moluscos transmissores (WHO, 2017; VITORINO et 

al., 2012). Entretanto, a migração de pessoas parasitadas para áreas urbanas não afetadas e 

movimentos populacionais nas periferias das cidades estão introduzindo a doença em novas 

áreas (GOMES et al., 2016). 

Os sinais clínicos da esquistossomose são dependentes do estágio de maturação dos 

parasitos e seus ovos. Assim, a esquistossomose pode ser classificada em duas fases: aguda e 

crônica. Em humanos, na fase aguda, observa-se a dermatite cercariana, provocada pela 

penetração das cercárias na pele (PORDEUS et al., 2008; SILVA et al., 2012). A infecção aguda 
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também é caracterizada por uma doença febril debilitante (Febre de Katayama) caracterizada 

por febre, anorexia, dor abdominal e cefaleia, e que geralmente ocorre antes do aparecimento 

de ovos nas fezes, tendo um pico 6 a 8 semanas pós-infecção (HAMS; AVIELO; FALLON, 

2013). Na fase crônica, os ovos retidos em vários tecidos induzem a formação da inflamação 

granulomatosa, que juntamente com a fibrose subsequente causa a maioria das condições 

patológicas. Embora vários órgãos possam ser afetados, o fígado, o baço e os intestinos são os 

mais atingidos. Em indivíduos que desenvolvem esquistossomose hepatoesplênica, a fibrose 

dos espaços periportal hepático causa lesões vasculares obstrutivas, hipertensão portal, varizes, 

ascite, organomegalia (GRAY et al., 2011). A fibrose faz parte do processo de cicatrização que 

se segue à reação inflamatória granulomatosa aguda, ao redor dos ovos de Schistosoma 

aprisionados nos pequenos vasos hepáticos (COUTO et al., 2008). Alguns casos de 

esquistossomose podem apresentar sintomas pulmonares e comprometimento neurológico 

durante a fase pós-infecciosa em doentes não imunes à doença (RODRIGUES et al., 2009; 

VITORINO et al., 2012). 

A inflamação granulomatosa ao redor dos ovos do parasita é uma característica 

fundamental da esquistossomose mansoni e a lesão associada ao ovo é fundamental para a 

morbidade e mortalidade que ocorre em humanos infectados (HAMS; AVIELO; FALLON, 

2013).  

 

1.2 RELAÇÃO DO ESTADO NUTRICIONAL E A ESQUISTOSSOMOSE 

 

A relação entre desnutrição e esquistossomose é bastante frequente em regiões 

endêmicas. A vulnerabilidade das comunidades parece ser reforçada pelo estado nutricional, 

uma vez que muitas áreas endêmicas para esquistossomose são também expostas a hábitos 

alimentares inadequados ou mesmo à escassez de alimentos (ADENOWO et al., 2015). 

A desnutrição, que, resumidamente, resulta do não-atendimento das necessidades 

nutricionais do indivíduo, causada por uma dieta multideficiente pode complicar uma grande 

maioria de doenças, principalmente se elas forem de característica crônica (COUTO et al., 

2007). 

A desnutrição proteico-energética provoca uma deficiência de calorias e aminoácidos, 

essenciais na síntese de DNA e RNA, na produção de proteínas em processos inflamatórios 

agudos. Essa deficiência leva a um considerável comprometimento do sistema imune, uma vez 

que as citocinas são constituídas por aminoácidos e a expansão clonal dos linfócitos depende 

da síntese proteica (BRUNETTO, 2007). Uma ingestão dietética nutricionalmente equilibrada 
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é essencial para a manutenção da função do sistema imunológico (COUTINHO et al., 2010; 

ZAPATERA et al., 2015). 

Em consonância com os estudos sobre as interações existentes entre desnutrição e 

doenças infecto-parasitárias que iniciaram desde meados do século XX, a ciência da nutrição 

avançou a partir da década de 1940, em relação à bioquímica e a fisiologia dos principais 

nutrientes e seu papel para a manutenção da saúde (CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008). 

Experimentos animais com dietas hipoproteicas mostraram atenuação no dano aos 

órgãos, uma vez que contribuíram na diminuição da carga parasitária (COUTINHO et al., 1997) 

e da inflamação granulomatosa (BARROS et al., 2009; BARROS et al., 2014). Por outro lado, 

o desenvolvimento da infecção e as defesas do hospedeiro são afetados igualmente e 

adversamente pela restrição proteica, e, dessa forma, a interação dessas condições seria 

responsável por determinar altas taxas de mortalidade nesses estudos (MARQUES et al., 2018).  

O papel do estado nutricional do hospedeiro foi considerado por Coutinho et al. (2003) 

um fator de contribuição para a fibrose hepática esquistossomótica. Em seu trabalho com 

camundongos desnutridos (dieta deficiente em proteína) em contraste com grupo de animais 

bem nutridos (dieta balanceada), encontraram menor densidade volumétrica e numérica de 

granulomas periovulares nos animais desnutridos. Além disso, a quantidade de colágeno nos 

granulomas também foi reduzida nos desnutridos, atingindo maiores concentrações no grupo 

controle e em "desnutrição tardia" (dieta balanceada deslocada para uma deficiente). Isso pode 

indicar que esses granulomas foram formados quando os animais ainda estavam bem nutridos, 

mas não foi degradado mais tarde, quando a dieta deficiente foi utilizada. Os autores explicam 

que apenas uma investigação mais aprofundada poderia esclarecer como a desnutrição pode 

interferir no processo de absorção fibrosa.  

Couto et al. (2008) avaliaram as alterações da função hepática em camundongos com 

esquistossomose associada à desnutrição e observaram no estudo que desnutrição e/ou infecção 

podem interferir nos níveis dos indicadores bioquímicos hepáticos esperados, porém, as 

alterações da função hepática foram mais importantes quando o processo inflamatório da 

esquistossomose se mostrou mais intenso, levando ao aumento das aminotransferases. Nesse 

trabalho, os grupos foram submetidos à dieta multideficiente característica de áreas endêmicas 

de esquistossomose (hipoproteica) e dieta padrão (normoproteica). Tiveram como resultado que 

todos os grupos, comparados ao controle, apresentaram elevação da enzima alanina 

aminotransferase (ALT), sendo que tanto os níveis de ALT quanto de AST (aspartato 

aminotransferase) dos animais do grupo controle infectado foram mais elevados, o que indicaria 

um processo inflamatório mais intenso, esperado nos animais normonutridos. Nesta pesquisa 
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com camundongos, a relação AST:ALT foi semelhante, mas apresentou uma razão maior que 

1 em todos grupos, critério usado para diagnóstico de severo comprometimento hepático em 

humanos. Sabe-se que a desnutrição causa deterioração das funções hepáticas, com alterações 

sorológicas relativas à ALT, AST e FA (fosfatase alcalina). Na esquistossomose, a alta carga 

parasitária seria um dos mecanismos de elevação de ALT e a inflamação decorrente afetaria os 

níveis das enzimas hepáticas. Todavia, os autores relatam que as alterações da função hepática 

na infecção pelo S. mansoni parecem depender, não só do grau de fibrose, mas da intercorrência 

de outras infecções. 

Barros et al. (2009) também investigaram os efeitos da dieta deficiente em proteína. O 

ganho de peso corporal e as concentrações de albumina sérica foram significativamente mais 

baixos em animais mal nutridos (dieta com 8% de proteína) do que nos controles (23% de 

proteína). Além disso, mostraram que a privação de proteína leva a um microambiente hostil 

com efeito deletério sobre os vermes de ambos os gêneros, culminando em alterações 

morfológicas na arquitetura do invólucro e o sistema reprodutivo. 

Em exame histológico realizado por Couto et al. (2007), ficou evidente que a 

desnutrição isoladamente não causou alterações nos órgãos examinados. Os animais analisados 

estavam divididos em quatro grupos, infectados ou não e alimentados com dieta padrão ou dieta 

básica regional (hipoproteica). Os pesquisadores verificaram também que nos animais nutridos, 

o processo inflamatório foi mais intenso, com maior formação colagênica no fígado e com 

maior número de granulomas que nos desnutridos. 

Além da dieta hipoproteica, a investigação sobre o impacto da dieta hiperlipídica na 

infecção com S. mansoni tem sido bastante utilizada (ALENCAR et al., 2009; ALENCAR et 

al., 2012; DA SILVA et al., 2012). 

Em estudo de Alencar e seus colaboradores (2012), avaliou-se o efeito de uma dieta 

com alto teor de gordura a longo prazo sobre a esquistossomose mansônica crônica em 

comparação com uma dieta padrão. Os camundongos cronicamente infectados alimentados 

com uma dieta rica em gordura apresentaram maior número de granulomas periovulares do que 

o grupo com infecção aguda. Além disso, concluíram que a dieta com alto teor de gordura e a 

infecção tiveram impacto significativo sobre a morfologia e morfometria do intestino delgado 

entre os animais testados. 

Da mesma forma, Alencar et al. (2009) investigaram o efeito da dieta com alto teor de 

lipídios sobre o curso da esquistossomose crônica em camundongos e encontraram aumento 

significativo do volume do fígado e do baço em animais infectados alimentados com uma dieta 

rica em gordura. 
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A associação de dieta hiperlipídica com a esquistossomose também foi avaliada por Da 

Silva et al. (2012) em relação à histopatologia, morfometria e estereologia do baço. Os autores 

explicam que tanto a infecção devido à estimulação antigênica e a dieta hiperlipídica podem 

resultar em um aumento significativo do baço seguido de alterações na sua arquitetura. Em 

geral, o alto teor de lipídios causa aumento dos danos aos órgãos e da mortalidade, uma vez que 

estimulam a esteatose hepática, carga parasitária e inflamação granulomatosa. 

 

1.3 IMUNOPATOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSÔNICA 

 

 Humanos tornam-se infectados com S. mansoni após exposição à água contaminada 

pela penetração de cercárias na pele. Em seguida, essas cercárias transformam-se em 

esquistossômulos e migram via vasculatura e linfáticos através dos pulmões para o sistema 

porta-hepático. Os esquistossômulos diferenciam-se em vermes de S. mansoni machos e fêmeas 

que migram ao plexo venoso mesentérico. Cada fêmea de S. mansoni pode produzir em média 

300 ovos por dia, os quais são liberados na circulação mesentérica. Os ovos aderem ao endotélio 

dos vasos sanguíneos mesentéricos e como são altamente antigênicos, induzem uma inflamação 

necessária para a translocação para dentro do lúmen intestinal e excreção nas fezes. Ovos que 

passam pela parede intestinal são excretados nas fezes e se depositados em água doce, podem 

infectar uma espécie de caramujo, recomeçando o ciclo (HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013).  

 No entanto, parte dos ovos pode ficar retida em vários órgãos (intestino, fígado, 

pâncreas, pulmões e outros), provocando uma reação inflamatória peculiar, chamada de reação 

granulomatosa ou granuloma, lesão típica observada em torno dos ovos depositados pelos 

parasitos. Os granulomas são compostos, principalmente, por fibras colágenas, macrófagos, 

eosinófilos, linfócitos e plasmócitos em proporções diferentes, variando nos diferentes órgãos 

e em função da fase de sua evolução (PEARCE; MACDONALD, 2002).  

Lins e seus colaboradores (2008) avaliaram a distribuição dos eosinófilos nas diferentes 

fases da formação do granuloma hepático de camundongos infectados pelo S. mansoni e 

concluíram que a dinâmica dos eosinófilos possui papel importante na formação da reação 

granulomatosa do hospedeiro e resolução do processo inflamatório causado pelo ovo do 

parasita. 

 Essa inflamação granulomatosa é considerada uma reação de hipersensibilidade tipo 

tardia mediada por células T CD4. Ao longo da infecção, os antígenos liberados pelos ovos 

podem estimular as células do hospedeiro a desencadear uma resposta Th1, com produção de 

IL-2, TNF-α e IFN-γ que estimulam um processo inflamatório e ativam principalmente 
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macrófagos; e com o início da postura dos ovos há atenuação da resposta Th1 e aumento de 

uma resposta do tipo Th2, com secreção de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, que suprimem a 

produção e as funções efetoras dos mediadores proinflamatórios, ativando principalmente as 

células B, estimulando a produção de anticorpos particularmente IgE e aumentam a proliferação 

de eosinófilos (ABATH et al., 2006; CHUAH et al., 2014; PEARCE; MACDONALD, 2002). 

A resposta imune do hospedeiro contra os antígenos dos ovos é mais intensa na fase 

aguda da infecção, diminuindo durante a fase crônica. A transição no perfil de citocinas 

produzidas leva à imunomodulação, com diminuição do tamanho dos granulomas recentemente 

formados (ANDRADE; WARREN, 1964; PEARCE; MACDONALD, 2002). Entretanto, 

mesmo com essa modulação, a contínua formação de granulomas no parênquima hepático pode 

levar ao desenvolvimento de fibrose hepática severa. 

De forma geral, na fase aguda da esquistossomose, a resposta imune adaptativa durante 

a fase pré-patente, tem como característica uma alta produção das citocinas IFN-γ, IL-2, e de 

quimiocinas e uma menor produção de IL-4 e IL-5, ao contrário do que é observado durante a 

fase crônica da esquistossomose, a qual é caracterizada por uma baixa produção de IFN-γ e um 

aumento da produção das citocinas da resposta imune Th2, como a IL-4 e IL-5 (CHUAH et al., 

2014).  

 Nesse sentido, torna-se fundamental avaliar o efeito da dieta hiperproteica na 

esquistossomose experimental, principalmente no desenvolvimento de granulomas hepáticos e 

no perfil imunológico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

2 JUSTIFICATIVA   

 

A esquistossomose é uma infecção sistêmica negligenciada e com elevada prevalência 

em todo o mundo. Essa doença acomete principalmente populações com baixo 

desenvolvimento socioeconômico, as quais frequentemente também estão submetidas à elevada 

vulnerabilidade nutricional, principalmente caracterizada por escassez de alimento e/ou 

nutrientes. Como a resistência à infecção por S. mansoni está diretamente ligada à resposta 

imunológica do hospedeiro, distúrbios imunológicos decorrentes de uma má nutrição podem 

modificar os desfechos patológicos da infecção (ADENOWO et al., 2015; KATZ; PEIXOTO, 

2000). Ao longo de décadas de pesquisa, diversos estudos investigaram o impacto do perfil 

dietético e da má nutrição sobre a evolução da esquistossomose. Atualmente, a evidência 

científica disponível é bastante fragmentada e principalmente baseada em estudos pré-clínicos 

com modelo animal. Embora esses estudos sejam essenciais para compreender a relação entre 

dieta e esquistossomose, torna-se difícil estabelecer quais os componentes da dieta exercem 

maior impacto sobre o perfil de resistência e susceptibilidade do hospedeiro frente à infecção 

por S. mansoni. Assim, investigar a evidência científica disponível sobre o tema representa uma 

tarefa necessária e urgente para esclarecer como e até que ponto diferentes tipos de dieta podem 

modificar a evolução da esquistossomose. Esse entendimento ampliará a compreensão sobre 

como as intervenções dietéticas podem influenciar na fisiopatologia da infecção e modificar o 

balanço entre resistência e susceptibilidade do hospedeiro. 

Estudos epidemiológicos e clínico-nutricionais apresentam evidência consistente de que 

populações com baixo desenvolvimento socioeconômico são frequentemente expostas a 

deficiências na ingestão de macronutrientes, especialmente proteínas, e em micronutrientes 

como vitaminas e minerais. Diferentes tipos de estratégias dietéticas associadas à infecção 

esquistossomótica experimental em camundongos já foram estudadas, entretanto, os efeitos da 

dieta hiperproteica ainda são poucos conhecidos, de acordo com trabalho de Marques e seus 

colaboradores (2018) disponível no Capítulo 1. Em geral, dietas hipoproteicas atenuam a carga 

parasitária e a inflamação granulomatosa, mas também reduzem a resistência do hospedeiro à 

infecção por S. mansoni, determinando maiores taxas de mortalidade (COUTINHO et al., 1997; 

COUTINHO et al., 2010; BARROS et al., 2014). Além dos efeitos de dietas hipoproteicas na 

esquistossomose experimental, a dieta hiperlipídica também é alvo de pesquisas. Estimulando 

alterações hepáticas, a carga parasitária e a inflamação granulomatosa, as dietas hiperlipídicas 

aumentam o dano aos órgãos e a mortalidade em animais infectados (ALENCAR et al., 2009; 

ALENCAR et al., 2012; DA SILVA et al., 2012). Outras estratégias dietéticas como o aumento 
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do teor de açúcar, restrição de vitaminas, suplementação de zinco e dieta rica em proteínas 

foram menos estudadas na esquistossomose (MAGALHÃES et al., 1978; AKPOM; WARREN, 

1975; HELMY et al., 2009). 

Assim, os modelos pré-clínicos in vivo têm fornecido uma valiosa contribuição no 

entendimento de como a composição da dieta interfere na patogênese das doenças infecciosas 

(OLIVEIRA et al., 2004; BARROS et al., 2014). Faz-se importante analisar o comportamento 

biológico do excesso de proteínas na evolução da doença. Nesse sentido, o presente estudo se 

propõe a avaliar o efeito da dieta hiperproteica na esquistossomose experimental, em 

camundongos, principalmente no desenvolvimento de granulomas hepáticos e no perfil 

imunológico. Além disso, a associação deste tipo de dieta à esquistossomose pode elucidar se 

existe interação entre a infecção, a fase da infecção e a dieta e o quanto essa interação pode 

modificar a patogênese nas infecções por S. mansoni. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a evidência sobre o impacto da composição dietética sobre a evolução da 

infecção por S. mansoni e o efeito da dieta hiperproteica no desenvolvimento da 

esquistossomose experimental. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Os objetivos específicos foram: 

a) revisar sistematicamente a evidência pré-clínica in vivo sobre o impacto da composição 

da dieta na infecção por S. mansoni; 

b) avaliar o efeito da dieta hiperproteica na fase aguda da esquistossomose experimental; 

c) avaliar o efeito da dieta hiperproteica na fase crônica da esquistossomose experimental. 

 

Cada um destes objetivos específicos será apresentado na forma de capítulos:  

a) capítulo 1: Artigo Publicado: Could diet composition modulate pathological outcomes 

in schistosomiasis mansoni? A systematic review of in vivo preclinical evidence; 

b) capítulo 2: Efeito da dieta hiperproteica na fase aguda da esquistossomose experimental; 

c) capítulo 3: Efeito da dieta hiperproteica na fase crônica da esquistossomose 

experimental. 
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CAPÍTULO 1  

 

Could diet composition modulate pathological outcomes in schistosomiasis mansoni? A 

systematic review of in vivo preclinical evidence (ARTIGO PUBLICADO)
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CAPÍTULO 2  

 

EFEITO DA DIETA HIPERPROTEICA NA FASE AGUDA DA 

ESQUISTOSSOMOSE EXPERIMENTAL 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A esquistossomose é uma doença que pode ser causada por seis espécies, tais como S. 

mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. mekongi, S. guineenses e S. intercalatum, sendo 

que as de maior relevância médica para o homem são S. mansoni, S. haematobium e S. 

japonicum (AJIBOLA et al., 2018; HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013). Estima-se uma 

prevalência mundial de 249 milhões de indivíduos infectados em 78 países e 800 milhões de 

pessoas moram em áreas endêmicas para a doença. Regiões do Oriente Médio, América do Sul, 

Sudoeste da Ásia e especialmente África são as regiões do mundo de maior incidência e 

prevalência de esquistossomose (WHO, 2017; DIAS et al., 2019).  

S. mansoni é a espécie responsável pela doença no Brasil, acometendo 

aproximadamente 2,5 milhões de indivíduos. Os estados das regiões Nordeste e Sudeste são os 

mais afetados e sua prevalência pode estar associada ao baixo desenvolvimento econômico, ou 

pode estar diretamente ligada à presença dos moluscos transmissores (KATZ; PEIXOTO, 2000; 

WHO, 2017; VITORINO et al., 2012). 

O parasito requer dois hospedeiros para completar sua evolução: o hospedeiro 

intermediário, um molusco aquático do gênero Biomphalaria e o hospedeiro definitivo, o 

homem (ALVES et al., 2016). A esquistossomose se desenvolve em humanos em duas fases, 

aguda e crônica, sendo que a fase aguda é geralmente assintomática e representa uma forma 

leve com envolvimento hepatointestinal e a fase crônica, quando sintomática, se manifesta 

como hepatoesplenomegalia e hipertensão portal e é reconhecida como uma forma 

hepatoesplênica avançada (DIAS et al., 2019; NEVES, 2010). 

A fase aguda aparece em torno de 50 dias e dura até cerca de 120 dias após a infecção e 

que geralmente ocorre antes do aparecimento de ovos nas fezes, tendo um pico 6 a 8 semanas 

pós-infecção (HAMS; AVIELO; FALLON, 2013). Nessa fase pode ocorrer disseminação de 

ovos, principalmente na parede do intestino, com áreas de necrose, levando a uma enterocolite 

aguda e no fígado, provocando a formação de granulomas (GRAY et al., 2011).  

A esquistossomose aguda é caracterizada pela presença de numerosos granulomas 

periovulares em múltiplos órgãos, especialmente no fígado, intestinos e pulmões. Esses 

granulomas são grandes, com componente predominantemente exsudativo rico em eosinófilos, 

periferia mal delimitada e necrose periovular frequente (AMARAL et al., 2017).  

De forma geral, na fase aguda da esquistossomose, a resposta imune adaptativa durante 

a fase pré-patente, tem como característica uma alta produção das citocinas IFN-γ, IL-2, e de 

quimiocinas e uma menor produção de IL-4 e IL-5, ao contrário do que é observado durante a 
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fase crônica da esquistossomose, a qual é caracterizada por uma baixa produção de IFN-γ e um 

aumento da produção das citocinas da resposta imune Th2, como a IL-4 e IL-5 (CHUAH et al., 

2014).  

Geralmente, as pessoas residentes em regiões endêmicas são também expostas a hábitos 

alimentares inadequados e na tentativa de simular a deficiência alimentar mais comum 

identificada nessa população, os efeitos de dietas hipoproteicas no desenvolvimento da 

esquistossomose experimental foram muito estudados (ADENOWO et al., 2015; COUTINHO 

et al., 1997; COUTINHO et al., 2010; BARROS et al., 2014). O S. mansoni e a desnutrição 

modulam o sistema imune do hospedeiro, com efeito direto sobre o desenvolvimento do 

parasito e progressão da doença (KATONA; KATONA-APTE, 2008; COUTINHO et al., 2010; 

DA SILVA et al., 2012). 

Devido a implicações éticas, evidências sobre a relação entre esquistossomose e 

composição da dieta, em humanos, são baseadas principalmente em estudos clínicos-

epidemiológicos (MEKONNEN et al., 2014; MUNISI et al., 2016), nos quais o desenho 

metodológico prejudica o entendimento dos mecanismos patofisiológicos dessa interação. Por 

outro lado, camundongos são altamente susceptíveis ao S. mansoni e desenvolvem 

características patofisiológicas similares à infecção em humanos, bem como são também 

utilizados em estudos envolvendo intervenções dietéticas. Dessa forma, os modelos pré-clínicos 

in vivo têm fornecido uma valiosa contribuição no entendimento de como a composição da dieta 

interfere na patogênese das doenças infecciosas (OLIVEIRA et al., 2004; BARROS et al., 

2014). 

A ingestão alimentar nutricionalmente ajustada é um requerimento básico para a 

manutenção de um adequado estado de saúde geral.  Há evidências que deficiências de 

macronutrientes, especialmente proteínas e micronutrientes estão relacionadas ao déficit de 

crescimento, ao prejuízo no desenvolvimento intelectual, ao aumento da susceptilidade a 

doenças e ao risco de morte (CALDER, 2013; CZERWONOGRODZKA-SENCZYNA et al., 

2016). Por outro lado, a adequada disponibilidade de macronutrientes e micronutrientes é 

essencial para o desenvolvimento de células do sistema imune, reconhecimento de antígenos, 

ativação e expressão de fenótipos efetores celulares e humorais (KRAWINKEL, 2012; 

CALDER, 2013).  

Assim, além dos efeitos de dietas hipoproteicas na esquistossomose experimental, a 

dieta hiperlipídica também é alvo de pesquisas (ALENCAR et al., 2009; ALENCAR et al., 

2012; DA SILVA et al., 2012). Outras estratégias dietéticas como o aumento do teor de açúcar, 

restrição de vitaminas e suplementação de zinco foram menos estudadas na esquistossomose 



42 
 

(MAGALHÃES et al., 1978; AKPOM; WARREN, 1975; HELMY et al., 2009). 

Independentemente da dieta utilizada na esquistossomose experimental, os estudos avaliaram 

principalmente a formação do granuloma, a fibrose hepática, a carga parasitária e a mortalidade 

(MARQUES et al., 2018).  

Diante do exposto, este capítulo aborda o efeito da dieta hiperproteica na fase aguda da 

esquistossomose experimental, em camundongos, principalmente no desenvolvimento de 

granulomas hepáticos e no perfil imunológico. Como este tipo de dieta foi menos estudado, 

busca-se elucidar se existe interação entre a infecção e a dieta e o quanto essa interação pode 

modificar a patogênese nas infecções por S. mansoni. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da dieta hiperproteica na fase aguda da esquistossomose experimental 

em camundongos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Os objetivos específicos foram: 

a) avaliar o efeito da dieta hiperproteica no perfil de crescimento corporal dos 

camundongos não infectados e infectados por S. mansoni. 

b) comparar a digestibilidade da dieta hiperproteica em camundongos não infectados e 

infectados por S. mansoni. 

c) investigar a distribuição de ovos de S. mansoni nas fezes, no fígado e no intestino dos 

camundongos. 

d) analisar o impacto da dieta hiperproteica no remodelamento microestrutural hepático e 

intestinal dos camundongos infectados por S. mansoni. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 ANIMAIS 

 

Quarenta camundongos Swiss machos (n=40), com três a quatro semanas de idade e 

pesando de 10 a 15 g foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas 

(UNIFAL-MG) e mantidos sob condições padronizadas de iluminação (ciclo de claro/escuro 

de 12h/12h), temperatura (22±2ºC) e umidade (60±10%) no Laboratório de Nutrição 

Experimental da Faculdade de Nutrição da UNIFAL-MG. Os camundongos foram alojados em 

caixas de polipropileno com tampas de tela em aço inoxidável com cinco animais em cada 

caixa.  

 

3.2 INFECÇÃO POR S. mansoni 

 

Os animais foram infectados por via subcutânea com 25 cercárias de S. mansoni cepa 

LE (Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil) obtidas de caramujos Biomphalaria glabrata 

provenientes do Centro de Pesquisas René Rachou.  

 

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL  

 

O experimento teve duração de 20 semanas (FIGURA 1). Durante todo o período os 

animais receberam água ad libitum e dieta padrão e hiperproteica, de forma que inicialmente 

20 animais receberam dieta padrão e 20 animais receberam dieta hiperproteica.  

Na 12ª semana do experimento, metade dos animais (n=20; grupos DPa-I e HPa-I) 

foram infectados com S. mansoni.  

Os camundongos foram eutanasiados oito semanas pós-infecção, fase relativa à infecção 

aguda (grupos DPa-I, DPa-S, HPa-I e HPa-S). 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 
                              Figura 1 – Delineamento experimental 

 

Fonte: Da autora. 

 

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

   

Os animais foram randomizados em quatro grupos com 10 animais em cada grupo, 

assim denominados e caracterizados:  

Grupo DPa-I: animais infectados com S. mansoni, com dieta padrão e eutanásia na fase 

aguda da infecção (8 semanas); 

Grupo HPa-I: animais infectados com S. mansoni, com dieta hiperproteica e eutanásia 

na fase aguda da infecção (8 semanas);  

Grupo DPa-S: animais não infectados, com dieta padrão e eutanásia na fase 

representativa de infecção aguda (8 semanas);  

Grupo HPa-S: animais não infectados, com dieta hiperproteica e eutanásia na fase 

representativa de infecção aguda (8 semanas). 

A Figura 2 resume as características dos grupos experimentais. 
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Figura 2 – Fluxograma da randomização dos grupos experimentais e suas características. 

 

Fonte: Da autora. 

 

3.5 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com os princípios éticos 

para experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e o 

projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética no uso de animais (CEUA) da 

UNIFAL-MG (Protocolo no 06/2017) (ANEXO 1). 

 

3.6 DIETAS EXPERIMENTAIS 

 

Foram utilizadas dieta padrão para roedores de laboratório (Nuvilab®, São Paulo, SP, 

Brasil) normoproteica (proteína 22,6%) e dieta hiperproteica (proteína 38%). Para a elaboração 

da dieta hiperproteica considerou-se que a caseína continha, no mínimo, 85% de proteína 

(REEVES et al., 1993) e que a dieta padrão continha 22 g de proteína para cada 100g de dieta. 

Assim, para se obter uma dieta hiperproteica com teor de proteína aproximado de 40% (PESTA; 

SAMUEL, 2014) foi necessário adicionar 24% de caseína à dieta padrão. Após a pesagem nas 

proporções indicadas, os ingredientes foram homogeneizados e umedecidos para formar uma 

massa (à moda caseira) utilizada para moldar os pellets, os quais foram submetidos à secagem 

em estufa e congelados até o momento do uso.  

A dieta padrão foi disponibilizada pelo Biotério Central da UNIFAL-MG e o ingrediente 

caseína foi adquirido de fornecedor especializado (Rhoster® Indústria e Comércio Ltda). A 

composição centesimal das dietas está descrita na Tabela 1. 
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        Tabela 1 – Composição centesimal das dietas padrão e hiperproteica 

 

 Padrão (%) Hiperproteica (%) 

Umidade 9,1 ± 0,71 7,16 ± 0,49 

Cinzas 8,94 ± 0,30 6,02 ± 0,03 

Lipídios 13,0 ± 0,69 10,30 ± 0,26 

Proteínas 22,62 ± 0,55 38,38 ± 0,34 

Carboidratos totais 46,34 ± 0,85 38,13 ± 0,67 

Energia (kcal/100g) 392,84 ± 11,82 398,74 ± 6,35 

         Fonte: Da autora. 

 

A ingestão de dieta foi controlada com a observação de quantidade ingerida no período 

de aclimatação pelos grupos experimentais, ofertando aproximadamente 10g de dieta 

hiperproteica e padrão, diariamente, por camundongo, para todos os grupos na forma de pellets. 

Sendo assim, disponibilizava-se 100g de dieta para cada caixa a cada dois dias.  

A análise da composição centesimal das rações foi realizada no Laboratório de Nutrição 

Experimental da Faculdade de Nutrição da UNIFAL-MG, sendo as determinações de umidade, 

cinzas e lipídeos realizadas de acordo com o método proposto pela AOAC (ASSOCIATION 

OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2000). As determinações de proteínas foram 

realizadas de acordo com o Método de Kjeldahl (AOAC, 2000), com amostras em triplicata, 

utilizando-se o fator 6,25 para a conversão dos teores de nitrogênio em proteínas. Os 

carboidratos foram determinados por diferença, diminuindo-se a soma dos demais componentes 

de 100.  

 Para a determinação do valor energético das dietas, considerou-se que os carboidratos 

fornecem 4kcal/g, as proteínas 4 kcal/g e os lipídios 9 kcal/g. 

 

3.7 EXAME PARASITOLÓGICO  

 

A confirmação da infecção por S. mansoni foi avaliada pela quantificação de ovos na 

excreção fecal no dia da eutanásia e as fezes foram analisadas em duplicata pela técnica de 

Kato-Katz (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972). Utilizando-se kit diagnóstico próprio 

(Kit Helm Teste), para cada amostra de fezes, duas lâminas foram preparadas e examinadas ao 
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microscópio. Para determinar o número de ovos por grama de fezes, o número médio de ovos 

encontrados nas lâminas foi multiplicado pela constante 24 (BARBOSA et al., 2017). 

 

3.8 NÚMERO DE OVOS PRESENTES NO FÍGADO E NO INTESTINO 

 

 Para obter a contagem do número de ovos presentes no fígado e no intestino dos 

camundongos infectados com S. mansoni realizou-se o processo de digestão tecidual por KOH 

a 10% para a recuperação dos ovos após a eutanásia dos animais na fase aguda da doença 

(ALVES et al., 2016). Fragmentos dos órgãos foram pesados e acondicionados em tubos falcons 

com KOH 10% overnight na geladeira. No dia seguinte, os fragmentos foram incubados a 37ºC 

durante um hora e meia em banho-maria e, imediatamente após, os órgãos digeridos foram 

centrifugados por cinco minutos a 1400 rpm, sendo o sobrenadante descartado e o sedimento 

ressuspendido em salina 0,85%. Esta etapa foi repetida três vezes. Após a última centrifugação, 

ressuspendeu-se o sedimento em 2 mL de salina 0,85%. A suspensão contendo ovos do parasito 

foi aplicada em lâminas de vidro, e o número de ovos foi determinado em um microscópio de 

luz. Foram realizadas três contagens de 200 µL da solução de cada órgão a fim de se determinar 

o número de ovos por grama de tecido. 

 

3.9 DIGESTIBILIDADE APARENTE DA PROTEÍNA DA DIETA 

 

 Na 20ª semana de experimento, a fim de se determinar a digestibilidade aparente, as 

dietas foram coradas com índigo carmim (200 mg/100 g de dieta) e foram disponibilizadas aos 

animais no primeiro e no quarto dia dessa semana (MORAES et al., 2012). As fezes foram 

coletadas durante quatro dias, sendo que no segundo dia foram coletadas as fezes marcadas com 

carmim; nos dois dias seguintes todas as fezes e no quinto dia, as fezes não coradas. As fezes 

coletadas foram armazenadas em sacos plásticos identificados para cada grupo e mantidas em 

congelador até a análise. As fezes foram secadas em estufa com circulação de ar a 105ºC por 

24 h, logo após foram resfriadas em dessecador (Marconi®), maceradas, homogeneizadas e 

pesadas para determinação da concentração de nitrogênio pelo método de Kjeldahl, com 

amostras em triplicata (AOAC, 2000).  

 A digestibilidade aparente (DA) foi calculada por mensuração do conteúdo de 

nitrogênio ingerido (NI) e excretado nas fezes (NF) dos grupos-teste, de acordo com a seguinte 

fórmula: DA (%) = (NI - NF) x 100/ NI (COSTA et al., 2014). 
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3.10 ANÁLISE DE EFICIÊNCIA ALIMENTAR E BIOMETRIA  

 

Para avaliar a eficiência alimentar, foram obtidos os seguintes parâmetros: coeficiente 

de eficiência alimentar (CEA), peso corporal (g), comprimento naso-anal (cm) e índice de Lee. 

O CEA representa a relação entre o ganho de peso pela quantidade de alimento 

consumido: CEA = (PF - PI) / TA, em que PF: peso final (g) do animal durante o período de 

acompanhamento; PI: peso corporal do animal no início do experimento em gramas, TA: 

quantidade total de alimento ingerido no período em gramas (CAMPBELL et al., 1963). 

A ingestão dietética foi avaliada pelo registro do consumo da dieta por caixa, a cada 

dois dias, sendo o consumo alimentar obtido através da subtração entre a cota alimentar 

oferecida e o rejeito verificado dois dias depois (NERY et al., 2011). Levou-se em consideração 

o número de dias avaliados e o número de animais por caixa para obtenção do consumo 

alimentar diário e total dos animais. A ingestão energética dos animais foi obtida pelo cálculo 

do valor calórico desse consumo alimentar dos animais. 

A pesagem dos animais foi registrada semanalmente desde o início do experimento para 

cálculo do ganho de peso: PF - PI, onde PF: peso final (g) do animal durante o período de 

acompanhamento; PI: peso corporal (g) do animal no início do experimento. Utilizou-se uma 

balança eletrônica digital (Marte®). 

Ao final do experimento, o comprimento naso-anal foi obtido após anestesia do animal, 

com as medidas registradas em papel milimetrado e o índice de Lee foi determinado por meio 

da raiz cúbica do resultado obtido na divisão do peso corporal (g) pelo comprimento naso-anal 

(cm) de cada animal: [3 Peso(g)/CNA(cm)]. O Índice de Lee é um preditor para obesidade e 

tem forte correlação com massa gorda, sendo um indicativo do estado nutricional do animal 

(NOVELLI et al., 2007). Um Índice de Lee igual ou inferior a 0,300 indica peso normal e no 

caso de valores superiores a 0,300, os animais são classificados como acima do peso ideal 

(BERNARDIS; PATTERSON, 1968). 

 Os órgãos coletados foram pesados e o peso relativo do fígado e da gordura 

periepididimal foi calculado por meio da divisão do peso do órgão pelo peso corporal do animal. 

Além disso, determinou-se o volume do fígado usando o método de imersão descrito por 

Scherle (SCHERLE, 1970). 

 

 

 

 



50 
 

3.11 EUTANÁSIA DOS ANIMAIS E COLETA DE MATERIAL 

 

Os camundongos foram eutanasiados por exsanguinação por punção cardíaca após 

anestesia com administração intraperitoneal de quetamina (0,1 mg/kg de peso corporal) e xilazina 

(0,05 mg/kg de peso corporal). O sangue foi coletado e colocado em tubos eppendorfs contendo 

heparina e centrifugado imediatamente para obtenção do plasma, mantido armazenado a -80 °C 

até o momento da análise bioquímica e das citocinas. Realizaram-se toracotomia e laparotomia 

mediana para coleta do fígado e intestino grosso, os quais foram fixados em solução de 

formaldeído para análises posteriores. 

A taxa de mortalidade durante o período experimental foi calculada por meio de registro 

diário. 

 

3.12 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO PARA MICROSCOPIA  

  

Fragmentos do lóbulo esquerdo do fígado e a primeira porção do intestino grosso de 

camundongos não-infectados e infectados foram removidos e fixados em solução de 

formaldeído 4% tamponada neutra. Após a fixação histológica, os órgãos foram desidratados 

em concentrações crescentes de álcool a partir de 70% até álcool absoluto (99,8%). Em seguida 

os órgãos foram diafanizados em xilol e incluídos em parafina a 60°C. Para a montagem das 

lâminas, os cortes microscópicos com 5 µm de espessura foram obtidos em micrótomo rotativo 

e corados, de acordo com as normas do Laboratório de Patologia do Departamento de Patologia 

e Parasitologia da UNIFAL-MG, com hematoxilina / eosina (HE) para observação dos aspectos 

histomorfológicos do tecido e análise estereológica e com picrosirius para identificação e 

análise de fibras colágenas. As imagens das lâminas histológicas foram capturadas com uma 

câmera fotográfica digital (QColor 3, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada ao microscópio de luz 

convencional (Axioscope A1, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As imagens obtidas foram 

processadas e analisadas por software de captura e análise de imagens Axion Vision LE (Carl 

Zeiss, Oberkochen, Alemanha).  

 

3.13 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

 Na análise microscópica do fígado foram investigadas qualitativamente a necrose 

tecidual, a hipertrofia de hepatócitos, o padrão de organização e distribuição das células do 

parênquima e do estroma, a distribuição das células intersticiais, bem como a distribuição de 
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focos inflamatórios, granulomas esquistossomóticos e áreas de fibrose tecidual. A análise 

microscópica foi realizada em 6 campos histológicos aleatórios para cada animal, obtidos com 

a utilização de lente objetiva de 40× (ampliação de 400×), perfazendo uma área total do fígado 

de 18,5 ×104 µm2 para cada animal (NOVAES et al., 2013). 

 

3.14 ANÁLISE ESTEREOLÓGICA 

 

 O método estereológico foi utilizado para avaliar a amplitude do remodelamento 

morfológico do parênquima e estroma do fígado (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995). A 

densidade de volume, parâmetro utilizado para medir o percentual da área ocupada pela 

estrutura de interesse (hepatócitos, tecido conjuntivo) e densidade de número (hepatócitos, 

células intersticiais, granulomas esquistossomóticos) foram obtidos de acordo com Novaes et 

al. (2013).  

Para estas análises foi usado um sistema de teste com 100 pontos presentes em uma área 

de teste (At) de 31×103 µm2 ao nível do tecido. A densidade de volume (Vv, %) dos hepatócitos 

e do tecido conjuntivo foi estimada pela contagem de pontos, de acordo com a seguinte fórmula: 

Vv= ΣP/Pt, em que ΣP representa o número de pontos do sistema de teste que incidem sobre a 

estrutura de interesse e Pt corresponde ao número total de pontos do sistema de teste. A análise 

estereológica foi realizada com o auxílio do software de análise de imagens Image-Pro Plus 5 

(Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA) em 6 campos histológicos aleatórios 

de cortes corados com HE para cada animal, obtidos com a utilização de lente objetiva de 40× 

(ampliação de 400×) (NOVAES et al., 2013). 

A intensidade do processo inflamatório no fígado foi obtida pela densidade de número 

de células intersticiais (QAint) e de número de hepatócitos (QAh). A celularidade tecidual nas 

áreas remotas ao granuloma foi avaliada em 6 campos histológicos aleatórios de cortes corados 

em HE com a utilização de lente objetiva de 40× (ampliação de 400×), numa área total do fígado 

de 18,5 ×104 µm2 por animal. Para isso, foi aplicado um sistema de teste quadrático (At) sobre 

as imagens histológicas. O número de núcleos celulares na área de teste (QAint) foi 

determinado por meio de software de análise de imagens Image-Pro® plus 5 (Media 

Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). O número de núcleos celulares por unidade 

de área (células / mm2) foi determinado pela fórmula: QAint = Σint / At, onde Σint representa 

o somatório do número de núcleos de células inflamatórias (intersticiais) na área de teste e At 

corresponde a dimensão da área de teste utilizada (31×103 µm2), conforme metodologia de 
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Caldas et al. (2008 a,b) e Novaes et al. (2013). Procedeu-se da mesma maneira para se 

determinar a contagem dos núcleos dos hepatócitos. 

 

3.15 ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA DOS GRANULOMAS 

 

Nos animais infectados com S. mansoni foi obtido o número e dimensão dos granulomas 

esquistossomóticos. O estágio evolutivo dos granulomas (exudativos-produtivos ou 

fibróticos/involutivos) também foi quantificado, diferenciando-se de acordo com uma 

caracterização morfológica previamente estabelecida (LENZI et al., 1998; ARAÚJO et al., 

2019) em cortes de fígado corados pelo corante vermelho picrosirius.  

A análise de distribuição total e diferencial do granuloma da esquistossomose hepática 

foi avaliada pelo método estereológico. Para a análise da densidade do número de granulomas 

por unidade de área (QAg, n/mm2), foi utilizada a fórmula QAg = Σg / At, onde Σg representa 

somatório do número de granulomas e At corresponde a dimensão da área de teste utilizada 

(37×105 µm2). A QAg foi estimada a partir de 10 campos histológicos aleatórios de cortes 

corados com HE para cada animal, obtidos com a utilização de lente objetiva de 5× (ampliação 

de 50×). 

A área dos granulomas e as medidas dos diâmetros menor e maior foram determinadas 

diretamente por meio da ferramenta de contorno e medidas do programa Axion Vision em 

objetiva de 20×. Para cada animal foram medidos 10 granulomas e obtida a média do grupo e 

as medidas foram realizadas apenas nos granulomas em que o ovo de S. mansoni foi claramente 

observado (REIS et al., 2001).  

O volume do granuloma foi estimado pelo princípio do esferoide prolato, de acordo com 

a fórmula: V= (4/3)πa2b, onde a é o diâmetro menor e b é o diâmetro maior de uma estrutura 

esferoide. 

A análise do colágeno dos granulomas hepáticos foi feita a partir de 10 granulomas 

aleatórios por grupo de animais, em cortes corados com picrosirius, sob microscopia de 

polarização obtidos com a utilização de lente objetiva de 20×. A análise foi realizada pelo 

software de análise de imagem, ImageJ (National Institutes of Health, USA). As intensidades 

foram equalizadas usando a ferramenta threshold do programa ImageJ. O Threshold é usado 

para limitar um objeto de interesse em uma imagem, eliminando os efeitos de background, no 

qual todos os pixels na imagem que estão abaixo deste limite são convertidos em preto e todos 

os pixels com valores acima deste limite são convertidos em branco ou vice-versa. A área da 

foto foi determinada por meio de software de análise de imagens Image-Pro® plus 5 (Media 
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Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). Para saber a quantidade de colágeno na área 

histológica foi utilizada a fórmula: área de colágeno/mm2 = [% colágeno da imagem x dimensão 

da área da foto utilizada (37 x 10-2 mm2)]/100. 

 

3.16 ANÁLISE DA CELULARIDADE DA BAINHA DO GRANULOMA 

 

O número de células polimorfonucleares (PMNs – predominantemente neutrófilos) e 

mononucleares (MNs - macrófagos, linfócitos) foi avaliado na bainha do granuloma. Foram 

analisadas 6 imagens por lâmina de cada animal com área de 48 x 102 µm2, com utilização de 

lente objetiva de 100×, aplicando-se um sistema de teste quadrático (At) sobre as imagens. O 

número de células (QA) na área de teste foi determinado por meio de software de análise de 

imagens Image-Pro® plus 5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). O 

número de núcleos celulares por unidade de área (células/mm2) foi determinado pela fórmula: 

QA = Σcél / At, onde Σcél representa somatório do número de células polimorfonucleares ou 

mononucleares na área de teste e At corresponde a dimensão da área de teste utilizada (48 x 

102µm2) de acordo com a metodologia encontrada em Caldas et al. (2008a, b) e Novaes et al. 

(2013).  

 

3.17 MORFOMETRIA INTESTINAL 

 

A espessura das camadas da mucosa (epitélio, mucosa e muscular da mucosa) e da 

camada muscular (muscular externa e muscular interna) foi determinada diretamente pela 

ferramenta de medidas do programa Axion Vision em objetiva de 20× (ampliação de 200×), em 

6 campos histológicos aleatórios em 4 regiões diferentes (total de 24 medições/animal) de cortes 

corados com HE, numa área total do intestino de 24,3 ×104 µm2. A largura e o comprimento de 

15 criptas por corte foram mensurados e as medidas foram realizadas apenas nas criptas em que 

a base e o ápice foram observadas. 

A área de gânglios e o número de células por gânglio foram avaliados nas camadas 

musculares. Foram analisados 20 gânglios por lâmina de cada animal com área de 59,5x103 

µm2, determinando-se a área por meio da ferramenta de contorno do programa Axion Vision 

com lente objetiva de 40×. Para determinação do número de células por gânglios por µm2, 

dividiu-se o número de células pela área do seu respectivo gânglio. 
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3.18 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram relatados utilizando-se valores de média e erro padrão. A 

normalidade na distribuição dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a análise 

de dois fatores (dieta × infecção), os valores de média foram comparados entre os grupos por 

meio do teste Two-way ANOVA, seguido pelo pós-teste Student-Newman-Keuls. Para a análise 

unifatorial entre entre dois grupos, dados paramétricos foram comparados pelo teste t de student 

e dados não paramétricos foram comparados pelo teste Mann-Whitney U. Resultados com 

P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As análises estatísticas foram 

realizadas por meio do programa Sigma Plot versão 14.0 (Systat Software Inc.) e os gráficos 

construídos com a utilização do software estatístico GraphPad-Prism versão 5.0 (Prism 

Software, Irvine, Califórnia, EUA). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 EFEITO DA DIETA NO PERFIL DE CRESCIMENTO CORPORAL DOS  

CAMUNDONGOS 

 

Os animais alimentados com dieta hiperproteica apresentaram maior consumo de dieta 

e ingestão de energia como mostrado na Tabela 2. Assim, em relação ao consumo de dieta, 

tanto os animais infectados quanto os sadios com dieta hiperproteica consumiram maior 

quantidade de dieta do que os com dieta padrão (P<0,05). O mesmo ocorreu em relação à 

ingestão energética, mas esse parâmetro também apresentou diferença quando se comparou os 

animais infectados e não infectados com a mesma dieta (P<0,05).  

A eficiência alimentar foi maior no grupo hiperproteico, considerando o tratamento nos 

grupos infectados e nos grupos não infectados foi maior com a dieta padrão (P<0,05) com 8 

semanas de infecção (TABELA 2). Nesse mesmo parâmetro quando se avaliou o efeito da 

doença, encontrou-se diferença entre os animais infectados e sadios com os dois tipos de dietas 

(P<0,05). 

O ganho de peso e o índice de Lee não apresentaram diferenças estatísticas entre os 

grupos (P>0,05), mas, ao considerar os pesos e tamanhos corporais dos animais, os 

camundongos foram considerados com sobrepeso, independente da dieta consumida.  
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Tabela 2 - Parâmetros biométricos e ingestão dietética dos grupos experimentais infectados/não infectados que receberam dietas padrão/ 

hiperproteica e foram eutanasiados 8 semanas pós-infecção. 

 
 

Parâmetros  
Dieta padrão Dieta hiperproteica 

Infectados  Sadios Infectados  Sadios  

Ganho de peso (g/dia)  0,07 ± 0,03aA 0,07 ± 0,05aA 0,10 ± 0,03aA 0,09 ± 0,02aA 

Consumo de dieta (g/dia)  8,69 ± 0,67aA 8,65 ± 0,17aA 9,92 ± 0,05bB 9,86 ± 0,51bB 

Ingestão energética (kcal/dia)  35,62 ± 2,73aA 35,44 ± 0,68aB 39,17 ± 0,22bA 38,94 ± 2,02bB 

CEA (%) 0,89 ± 0,04aA 0,98 ± 0,01aB 0,96 ± 0,05bA 0,89 ± 0,01bB 

Índice de Lee (g/cm3) 0,37 ± 0,01aA 0,4 ± 0,01aA 0,38 ± 0,02aA 0,35 ± 0,02aA 

Fonte: Da autora 

Nota: CEA, coeficiente de eficiência alimentar. Médias seguidas de letras minúsculas (a, b) na mesma linha referem-se à dieta padrão e 

hiperproteica e quando seguidas de letras maiúsculas (A, B) referem-se a infectados e não infectados (sadios). Diferentes letras nas linhas 

indicam diferença estatística entre os grupos (P<0,05). Análise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls. 
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4.2 DIGESTIBILIDADE DA DIETA HIPERPROTEICA  

 

Para avaliar o percentual de absorção de nitrogênio, o Coeficiente de Digestibilidade 

Aparente (DA) foi adotado. A Tabela 3 mostra que quando se comparou animais infectados 

com animais sadios na fase aguda da infecção houve diferença estatística (P<0,05).   

Em relação ao nitrogênio ingerido da dieta pelos grupos durante o teste, observou-se 

que a condição de saúde do animal influenciou na ingestão de nitrogênio (P<0,05), sendo que 

o grupo sadio mostrou maior ingestão.  

Quando se comparou o grupo sadio com o infectado da fase aguda, quanto ao nitrogênio 

fecal, observou-se diferença entre os grupos, sendo maior a excreção de nitrogênio no grupo 

infectado (P<0,05).  

 

Tabela 3 -  Nitrogênio ingerido, nitrogênio fecal e digestibilidade aparente da dieta 

hiperproteica dos grupos experimentais infectados/não infectados na fase 

representativa de infecção aguda. 

 

 Infectados Sadios 

NI (g) 4,73 ± 0,08A 4,96 ± 0,07B 

NF (g) 0,29 ± 0,02A 0,25 ± 0,02B 

DA (%) 93,93 ± 0,47A 95,06 ± 0,45B 

Fonte: Da autora 

Nota: NI, nitrogênio ingerido; NF, nitrogênio fecal; DA, coeficiente de digestibilidade 

aparente. Médias seguidas de letras maiúsculas na mesma linha referem-se a 

infectados e não infectados (sadios). Diferentes letras nas linhas indicam 

diferença estatística entre os grupos (P<0,05). Análise teste t student. 

 

 

4.3 PESO E VOLUME RELATIVO DOS ÓRGÃOS 

  

Os resultados do peso e volume relativo do fígado encontram-se representados na Figura 

3. Como observado, os animais infectados com dieta padrão ou hiperproteica apresentaram 

maior média de peso e de volume do fígado em relação ao grupo sadio com dieta padrão ou 

hiperproteica, respectivamente (P<0,05). 
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Figura 3 – Peso (A) e volume (B) relativos do fígado de camundongos alimentados com dieta padrão e   

hiperproteica, sadios e infectados com 8 semanas pós-infecção por S. mansoni. 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± desvio padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=8) e infectados 

(DP, n=7; HP, n=9) 8 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. ξDiferença 

do grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta padrão (P<0,05); 
*Diferença do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo sadio com dieta 

hiperproteica (P<0,05). Análise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.  

 

Em relação à massa relativa de gordura periepididimal, não houve diferença 

significativa oito semanas pós-infecção (FIGURA 4). 

 

Figura 4 - Peso relativo da gordura periepididimal de camundongos 

alimentados com dieta padrão e hiperproteica, sadios e 

infectados com 8 semanas pós-infecção por S. mansoni.  

 

Fonte: Da autora. 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; 

HP, n=8) e infectados (DP, n=7; HP, n=9) 8 semanas pós-infecção. DP, 

dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. Análise Two-way ANOVA post-

test Student-Newman-Keuls.  

 
4.4 DISTRIBUIÇÃO DE OVOS DE S. mansoni NAS FEZES, NO FÍGADO E NO 

INTESTINO DOS CAMUNDONGOS 

 

Em relação à eliminação de ovos nas fezes (FIGURA 5A), foram quantificados em 

média 18,86 ± 15,75 ovos/g de fezes nos camundongos DP e 32,00 ± 10,39 ovos/g de fezes nos 
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camundongos HP na fase aguda. Portanto, os animais alimentados com dieta padrão eliminaram 

uma quantidade de ovos menor que a verificada entre os animais alimentados com dieta 

hiperproteica, mas essa diferença não foi significativa quando se compararam os grupos 

(P>0,05). 

Da mesma forma, houve maior acúmulo de ovos retidos no fígado e no intestino de 

camundongos infectados por S. mansoni com dieta hiperproteica em relação aos animais com 

dieta padrão (FIGURA 5B e 5C). Essa deposição tecidual de ovos no fígado e no intestino 

também não apresentou diferença estatística entre os tipos de dieta (P>0,05). 

 
Figura 5 - Número de ovos presentes nas fezes (A) e retidos no fígado (B) e no intestino (C) de 

camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta padrão ou hiperproteica, na 

fase aguda da doença. 

 

 
 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (fase aguda, n=7; fase crônica, n=7) e HP (fase 

aguda, n=9; fase crônica, n=9). DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. Análise teste t student. 

 

  

4.5 ANÁLISE MICROSCÓPICA DO FÍGADO  

 

4.5.1 Análise histopatológica  

 

 A análise microscópica do tecido hepático (FIGURA 6) demonstrou que os animais não 

infectados apresentaram morfologia normal, com cordões de hepatócitos organizados 
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radialmente em relação à veia centrolobular, capilares sinusóides com aspecto regular 

distribuídos entre os cordões de hepatócitos, reduzida distribuição de estroma hepático, e 

escassa celularidade intersticial. Nos animais infectados com dieta hiperproteica, o tecido 

hepático em área remota aos granulomas mostrou-se próximo do normal, mas apresentou leve 

dilatação de capilares sinusoidais, reduzida acidofilia citoplasmática e infiltrado inflamatório 

focal. Os animais infectados com dieta padrão apresentaram maior densidade de hepatócitos, 

estreitamento do leito capilar, leve expansão conjuntiva, e aumento da celularidade intersticial. 

Em todos os grupos não foram observadas evidências de alterações nucleares, sendo que o 

núcleo de hepatócitos apresentou morfologia típica com áreas eucromáticas e heterocromáticas 

bem definidas e nucléolos evidentes (FIGURA 6). 

 

Figura 6 - Fotomicrografias representativas do tecido hepático de camundongos alimentados com dieta 

hiprproteica e padrão, sadios e infectados com S. mansoni na fase representativa de infecção aguda 

(8 semanas de infecção). 

 

 
Fonte: Da autora 

Nota: (Microscopia de campo claro, coloração: hematoxilina-eosina). HPa-S, grupo sadio, dieta hiperproteica, 

fase representativa de infecção aguda; HPa-I, grupo infectado, dieta hiperproteica, fase aguda; DPa-S, 

grupo sadio, dieta padrão, fase representativa de infecção aguda; DPa-I, grupo infectado, dieta padrão, 

fase aguda. As imagens dos grupos sadios (HPa-S e DPa-S) evidenciam padrão de organização dos 

hepatócitos. Seta grossa: hepatócito; asterisco: capilar sinusóide; ponta de seta: núcleo de célula 

intersticial; seta vazada: infiltrado inflamatório. 
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4.5.2 Parâmetros estereológicos do tecido hepático 

 

A densidade de volume de hepatócitos (Vv hepatócitos [%]) aumentou 

significativamente nos animais do grupo sadio com DP quando comparados com os animais do 

grupo infectado com DP, 8 semanas pós-infecção (P<0,05) como apresentado na Figura 7A. Os 

animais do grupo sadio com HP se comportaram da mesma forma quando comparados com os 

animais do grupo infectado com HP (P<0,05). Resultado inverso ocorreu com a densidade de 

volume de tecido conjuntivo (Vv conjuntivo [%]) (FIGURA 7B), que aumentou 

significativamente nos animais dos grupos infectados tanto com DP quanto HP, quando 

comparados aos animais dos grupos sadios com DP e HP, respectivamente, na fase de infecção 

aguda (P<0,05).  

 

Figura 7 - Densidade de volume (Vv) de hepatócitos (A) e tecido conjuntivo (B) no fígado de 

camundongos não infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrão 

e hiperproteica, com 8 semanas pós-infecção. 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=8) e infectados 

(DP, n=7; HP, n=9) 8 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. ξDiferença 

do grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta padrão (P<0,05). 
*Diferença do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo sadio com dieta 

hiperproteica (P<0,05). Análise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls. 

 

 

A densidade de número de hepatócitos (QAh [hepatócitos/mm2]) encontra-se 

apresentada na Figura 8A. Os animais infectados apresentaram diminuição do número de 

hepatócitos em relação ao grupo não infectado, sendo que a densidade de número de hepatócitos 

foi significativamente maior nos dois grupos experimentais (DP e HP) sadios, comparado aos 

grupos infectados (DP e HP, respectivamente) (P<0,05). Além disso, os animais com dieta 

padrão apresentaram diferença estatística em relação aos animais com dieta hiperproteica, 

independente da doença na fase representativa de infecção aguda (P<0,05).  
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Os animais do grupo infectado apresentaram maior densidade de número de células 

intersticiais (QAint[células/mm2]) quando comparados aos animais não infectados, os quais não 

apresentaram diferença estatística entre si (P>0,05), às 8 semanas de infecção (FIGURA 8B). 

 

Figura 8 - Densidade de número de hepatócitos (QAh) (A) e células intersticiais (QAint) (B) no fígado de 

camundongos não infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrão e 

hiperproteica, com 8 semanas pós-infecção. 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=8) e infectados (DP, 

n=7; HP, n=9) 8 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. ξDiferença do 

grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta padrão (P<0,05); *Diferença 

do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo sadio com dieta hiperproteica 

(P<0,05); φDiferença do grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo infectado com dieta 

hiperproteica (P<0,05); #Diferença do grupo sadio com dieta padrão em relação ao grupo sadio com 

dieta hiperproteica (P<0,05).  Análise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls. 

 
 

4.5.3 Análise microscópica dos Granulomas hepáticos - coloração HE 

 

A partir da análise microscópica, os camundongos infectados por S. mansoni 

apresentaram predominância de granulomas hepáticos com característica exsudativa-produtiva, 

caracterizada por granulomas grandes com intensa celularidade e reduzida organização da 

matriz conjuntiva da bainha do granuloma (FIGURA 9). Os animais com dieta hiperproteica 

apresentaram bainha granulomatosa bem definida, com intenso infiltrado inflamatório difuso 

envolvido por abundante matriz amorfa eosinofílica e discreta difusão celular em volta dos 

limites do granuloma. Animais tratados com dieta padrão apresentaram maior espessamento da 

bainha granulomatosa, abundante matriz amorfa eosinofílica, intenso infiltrado inflamatório ao 

redor do ovo de S. mansoni, bem como intensa celularidade intersticial perigranulomatosa.  
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Figura 9 - Fotomicrografias representativas dos granulomas hepáticos de camundongos infectados com S. 

mansoni alimentados com dieta hiperproteica e padrão na fase aguda da infecção. 

 

 
Fonte: Da autora 

Nota: (Microscopia de campo claro, coloração: hematoxilina-eosina). HPa-I, grupo infectado, dieta 

hiperproteica, fase aguda; DPa-I, grupo infectado, dieta padrão, fase aguda. Os cortes evidenciam 

granulomas caracterizados pelo ovo do parasito central circundado por uma população densa de células 

inflamatórias.  

 

4.5.3.1 Análise histomorfométrica dos granulomas  

 

Os resultados da análise dos granulomas dos animais infectados com S. mansoni 

encontram-se apresentados nas Figuras 10 e 11. Como pode se observar na Figura 10A, os 

animais com dieta hiperproteica apresentaram maior número de granulomas comparado com 

os animais da mesma fase da infecção com dieta padrão (P<0,05).  Quanto à área do granuloma 

(FIGURA 10B), também foi observada diferença entre os grupos com dieta hiperproteica em 

relação à dieta padrão (P<0,05), mas a área dos granulomas com dieta padrão foi levemente 

superior à área do grupo com dieta hiperproteica. 

 

Figura 10 - Densidade de número (QAg) (A) e área dos granulomas esquistossomóticos (B) no fígado de 

camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta padrão ou hiperproteica, na 

fase aguda da infecção. 

 

 
Fonte: Da autora 
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Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrão; HP, dieta 

hiperproteica. φ Diferença do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo infectado 

com dieta padrão (P<0,05). Análise teste t student. 

 

Em relação aos diâmetros e volume do granuloma (FIGURA 11), quando se comparou 

os grupos com dieta hiperproteica aos grupos com dieta padrão foram observados menores 

diâmetros e menor volume do granuloma nos animais com dieta hiperproteica, mas houve 

diferença estatística apenas no diâmetro menor e no volume do granuloma (P<0,05).  

 

Figura 11 – Diâmetro menor (A), diâmetro maior (B) e volume (C) dos granulomas esquistossomóticos 

no fígado de camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta padrão ou 

hiperproteica, na fase aguda da infecção. 

 
Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrão; HP, 

dieta hiperproteica. φ Diferença do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo 

infectado com dieta padrão (P<0,05). Análise teste t student. 

 

4.5.3.2 Quantificação de celularidade  

 

A contagem das células MN na bainha do granuloma não diferiu estatisticamente 

(P>0,05) quando se comparou o grupo DPa-I e o grupo HPa-I (FIGURA 12A). Em relação às 

células PMN e leucócitos totais, apresentados nas Figuras 12B e 12C, ambos mostraram-se 

aumentados no grupo DPa-I em relação ao grupo HPa-I, observando-se diferença significativa 

entre os grupos (P<0,05). 
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Figura 12 - Contagem do número de células mononucleares (A), polimorfonucleares (B) e leucócitos totais (C) 

na bainha de granulomas esquistossomóticos do fígado de camundongos infectados com S. mansoni 

alimentados com dieta padrão ou hiperproteica, na fase aguda da infecção. 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrão; HP, dieta 

hiperproteica. φ Diferença do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo infectado 

com dieta padrão (P<0,05). Análise teste t de student. 

 

4.5.4 Análise microscópica dos Granulomas hepáticos – coloração picrosirius 

 

 Na Figura 13 pode-se observar granulomas com fibras colágenas evidenciadas em 

vermelho (microscopia de campo claro) ou em tons brilhantes de vermelho, amarelo ou verde 

(microscopia de polarização). A reduzida ou moderada deposição, bem como a desorganização 

das fibras de colágeno reforçam a caracterização granulomatosa exsudativa-produtiva em 

ambos os grupos infectados. Sob luz polarizada, foi possível identificar a presença de fibras de 

colágeno em diferentes estágios de maturação. O colágeno mais espesso (tipo I) marcado pela 

birrefringência laranja e vermelha, e o colágeno mais recente formado por fibras delgadas (tipo 

III) com birrefringência verde-amarelada (BEDOYA et al., 2016). Os animais com DP 

apresentaram maior acúmulo de colágeno, especialmente do tipo I, com maior grau de 

compactação na bainha granulomatosa. Os animais com HP apresentaram um menor acúmulo 

de fibras colágenas menos compactadas e mais desorganizadas na bainha do granuloma.  
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Figura 13 - Fotomicrografias representativas dos granulomas hepáticos de camundongos infectados com S. 

mansoni alimentados com dieta hiperproteica e padrão na fase aguda da infecção. 

 

 
Fonte: Da autora 

Nota: (Imagens superiores - primeira linha: Microscopia de campo claro, coloração: picrosirius; Imagens 

inferiores - segunda linha: Microscopia sob luz polarizada, coloração: picrosirius). HPa-I, grupo 

infectado, dieta hiperproteica, fase aguda; DPa-I, grupo infectado, dieta padrão, fase aguda. Os 

cortes evidenciam granulomas caracterizados pelo ovo do parasito central circundado por fibras 

colágenas. 

 

4.5.4.1 Análise histomorfométrica dos granulomas  

 

Em relação ao estágio evolutivo dos granulomas, observou-se na Figura 14A que o 

número de granulomas produtivos foi ligeiramente menor nos animais com dieta hiperproteica 

em relação aos animais com dieta padrão, mas não diferiu estatisticamente entre os grupos 

(P>0,05).  

Por outro lado, foi possível observar que o grupo com dieta hiperproteica apresentou 

maior número de granulomas fibrosos (FIGURA 14B) quando comparou-se as dietas na fase 

de infecção aguda, mas tal diferença também não foi significativa (P>0,05).  
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Figura 14 – Distribuição diferencial de granulomas esquistossomóticos - granulomas produtivos (A) e 

granulomas fibrosos (B) no fígado de camundongos infectados com S. mansoni alimentados 

com dieta padrão ou hiperproteica, na fase aguda da infecção.  

 

 
Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrão; HP, dieta 

hiperproteica. Análise teste t student. 

 

4.5.4.2 Quantificação de colágeno 

 

A Figura 15 ilustra como foram obtidos os resultados da quantificação do colágeno a 

partir das imagens coradas com picrosirius sob luz polarizada.  

 

Figura 15 - Fotomicrografia representativa de granuloma hepático de camundongo infectado com S. 

mansoni alimentado com dieta padrão na fase aguda infecção e suas respectivas imagens no 

Programa ImageJ. 

 

 

Fonte: Da autora 

Nota: (Microscopia de luz polarizada, coloração: picrosirius). DPa-I, grupo infectado, dieta padrão, fase 

aguda. A figura mostra o conteúdo de colágeno na imagem à direita inferior como pontos pretos em 

fundo branco. 
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A distribuição relativa de colágeno por área foi semelhante nos grupos, independente da 

dieta, não havendo diferença na deposição de colágeno entre os grupos (P>0,05) (FIGURA 16).  

 

Figura 16 – Área relativa de colágeno no fígado de camundongos infectados com S. 

mansoni alimentados com dieta padrão ou hiperproteica, na fase aguda 

da infecção. 
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Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta 

padrão; HP, dieta hiperproteica. Análise teste t student. 

 

4.6 ANÁLISE MICROSCÓPICA DO INTESTINO 

 

Em camundongos sadios (HPa-S e DPa-S) foi observada microestrutura intestinal 

preservada, com característica bem definida das camadas mucosa, submucosa e muscular da 

parede do intestino grosso. Além disso, o epitélio intestinal apresentou células absortivas e 

caliciformes evidentes, principalmente distribuídas nas criptas intestinais. Nos animais 

submetidos à infecção, foi possível observar a presença de ovos e granulomas na mucosa e 

submucosa do órgão intestinal, além de criptas intestinais menores. Nessas regiões, foi 

identificado intenso infiltrado inflamatório, o qual também foi observado na camada muscular. 

Nos animais do grupo DPa-I, a presença de ovos e granulomas não foi evidente. Entretanto, 

encurtamento de criptas intestinais e marcante infiltrado inflamatório nas camadas mucosa, 

submucosa e muscular também foi detectado (FIGURA 17).  
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Figura 17 - Fotomicrografias representativas do intestino grosso de camundongos não infectados e infectados 

com S. mansoni com dieta padrão e hiperproteica na fase aguda da infecção. 

 

 
Fonte: Da autora 

Nota: Microscopia de campo claro, coloração: hematoxilina-eosina. HPa-S, grupo sadio, dieta hiperproteica, 

fase representativa de infecção aguda; HPa-I, grupo infectado, dieta hiperproteica, fase aguda; DPa-S, 

grupo sadio, dieta padrão, fase representativa de infecção aguda; DPa-I, grupo infectado, dieta padrão, 

fase aguda. Nos grupos sadios notam-se estruturas intestinais preservadas. Ponta de seta: célula 

caliciforme; colchete simples: epitélio intestinal; colchete duplo: camada muscular; seta de duas pontas: 

camada mucosa; seta: ovo de S. mansoni; seta vazada: infiltrado inflamatório.  

 
 

4.6.1 Morfometria do intestino  

 

Como pode se observar nas Figuras 18A e 18B, os animais sadios com dieta 

hiperproteica apresentaram menor espessura das camadas musculares externa e interna quando 

comparados com os animais com dieta padrão (P<0,05). Os animais infectados também se 

comportaram da mesma forma quando se analisou a espessura da camada muscular externa, 

diferindo estatisticamente entre os animais com dieta padrão e hiperproteica (P<0,05). 

Entretanto, na espessura da muscular interna a dieta não interferiu no resultado dos animais 

infectados, sendo que a espessura somente diferiu entre os animais com dieta hiperproteica 
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(infectados x sadios) (P<0,05). A espessura da muscular da mucosa (FIGURA 18C) foi 

semelhante entre os grupos e não apresentou diferença estatística.  

Os animais do grupo infectado com dieta padrão apresentaram maior espessura do 

epitélio em relação ao grupo sadio com dieta padrão, os quais apresentaram diferença estatística 

entre si (P<0,05), às 8 semanas de infecção (FIGURA 18D). Quanto à espessura da mucosa 

(FIGURA 18E), o mesmo aconteceu entre os animais com dieta padrão (P<0,05). Além disso, 

o grupo infectado com dieta hiperproteica apresentou espessura maior da mucosa quando se 

comparou ao grupo infectado com dieta padrão (P<0,05).  

 

Figura 18 – Espessura das camadas da mucosa (epitélio, mucosa e muscular da mucosa) e da camada muscular 

(muscular externa e muscular interna) do intestino grosso de camundongos não infectados e infectados 

com S. mansoni, alimentados com dieta padrão e hiperproteica, com 8 semanas pós-infecção. 
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Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP, 

n=7; HP, n=9) 20 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. ξDiferença do 

grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta padrão (P<0,05); φDiferença 

do grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo infectado com dieta hiperproteica (P<0,05); 

*Diferença do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo sadio com dieta 

hiperproteica (P<0,05); #Diferença do grupo sadio com dieta padrão em relação ao grupo sadio com 

dieta hiperproteica (P<0,05).  Análise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls. 

 

Como observado na Figura 19A, os animais com dieta hiperproteica infectados ou 

sadios apresentaram maior média de comprimento de cripta em relação aos animais com dieta 

padrão, às 8 semanas de infecção (P<0,05). Além disso, houve diferença quando se comparou 

os animais infectados e sadios que receberam dieta padrão, sendo maior no grupo sadio 

(P<0,05). A largura da cripta apresentou as mesmas diferenças, exceto entre os animais sadios 

que não apresentaram diferença quando se comparou os tipos de dieta (P>0,05) (FIGURA 19B). 

 

Figura 19 – Comprimento (A) e largura (B) das criptas do intestino grosso de camundongos não infectados 

e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrão e hiperproteica, com 8 semanas 

pós-infecção. 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP, 

n=7; HP, n=9) 20 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. ξDiferença do 

grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta padrão (P<0,05); φDiferença 

do grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo infectado com dieta hiperproteica 

(P<0,05); #Diferença do grupo sadio com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta 

hiperproteica (P<0,05).  Análise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls. 

 

A área dos gânglios mioentéricos e o número de células pela área dos gânglios 

encontram-se apresentados nas Figuras 20A e 20B. Os animais infectados apresentaram 

aumento da área dos gânglios em relação ao grupo não infectado, sendo que a área foi 

significativamente maior no grupo experimental infectado com dieta hiperproteica comparado 

ao grupo infectado com dieta padrão (P<0,05). Além disso, a doença impactou na área do 

gânglio quando se comparou os grupos de animais com dieta hiperproteica, de forma que os 

animais infectados apresentaram maior medida do que o grupo sadio com a mesma dieta 

(P<0,05).  A quantificação de células pela área do gânglio mostrou número semelhante entre os 
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grupos sadios e infectados, independente da dieta, os quais não apresentaram diferença 

estatística entre si (P>0,05), às 8 semanas de infecção (FIGURA 20B). 

 

Figura 20 – Área dos gânglios mioentéricos (A) e número de células dos gânglios (B) do intestino grosso de 

camundongos não infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrão e 

hiperproteica, com 8 semanas pós-infecção. 
 

 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP, 

n=7; HP, n=9) 20 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. φDiferença do 

grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo infectado com dieta hiperproteica (P<0,05); 

*Diferença do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo sadio com dieta 

hiperproteica (P<0,05). Análise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls. 

 
 

4.7 MORTALIDADE 

 

 A taxa média de mortalidade dos animais foi 15,6 ± 0,05%, não diferindo 

estatisticamente entre os grupos. Curiosamente, os animais não infectados apresentaram média 

de mortalidade maior (20%) que os grupos infectados (11,25 ± 1,76%). Por outro lado, foi 

possível verificar que os animais alimentados com dieta padrão apresentaram média de 

mortalidade maior (16,25 ± 5,3%) que os grupos alimentados com dieta hiperproteica (10%). 

 

Tabela 4 – Taxa de mortalidade 

Grupos experimentais 
Número de camundongos 

experimentados 
Mortalidade 

(Eventos/grupo) 

Taxa de 

mortalidade (%) 

DPa-I 8 1 12,5 

DPa-S 10 2 20,0 

HPa-I 10 1 10,0 

HPa-S 10 2 20,0 
    

Fonte: Da autora 

Nota: DPa-I: animais infectados, dieta padrão e fase aguda; DPa-S: animais sadios, dieta padrão e fase 

representativa de infecção aguda; HPa-I: animais infectados, dieta hiperproteica, fase aguda; HPa-S: 

animais sadios, dieta hiperproteica, fase representativa de infecção aguda. 
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5 DISCUSSÃO DOS RESULTADOS  

 

Modelos induzidos por dieta têm se mostrado benéficos para avaliar as mudanças 

fisiológicas que ocorrem durante a patogênese das doenças. A maioria dos estudos 

experimentais sobre esquistossomose demonstrou que a relação parasita-hospedeiro pode ser 

modificada pelo estado nutricional do hospedeiro (MEKONNEN et al., 2014; ADENOWO et 

al., 2015; GOES et al., 2012; BARROS et al., 2014). Entretanto, o efeito combinado entre a 

dieta hiperproteica e a esquistossomose na fisiopatologia e na progressão da doença ainda é 

pouco conhecido (MARQUES et al., 2018).  

Os resultados encontrados demonstraram que a dieta hiperproteica não mostrou 

diferença estatística para ganho de peso e Índice de Lee. Esse índice é semelhante ao índice de 

massa corporal (IMC) em humanos e serve para avaliar o peso do roedor em relação ao seu 

tamanho corporal, sendo um preditor para obesidade (NOVELLI et al., 2007). Foi possível 

observar que mesmo não apresentando diferença estatística entre os grupos nesses parâmetros, 

os camundongos, independentemente da dieta e da condição de saúde, apresentaram sobrepeso 

na fase representativa de fase aguda. Esse estado nutricional pode refletir a falta de gasto 

energético diante das condições ambientais controladas em que os animais foram mantidos no 

laboratório.  

Mas, mesmo com peso acima do normal, é possível que não tenha havido diferença no 

ganho de peso dos animais com dieta hiperproteica ao longo do tratamento porque a infecção 

por S. mansoni pode aumentar o gasto metabólico do hospedeiro, requerendo um maior 

consumo energético na tentativa de amplificar a resposta imunológica para restringir as lesões 

teciduais causadas pelos parasitos (COUTINHO et al., 2010; ZAPATERA et al., 2015). Diante 

disso, os grupos infectados realmente apresentaram maior ingestão energética quando se 

analisou a interação dos fatores sobre esse dado, mostrando a interferência da doença neste 

resultado. 

O consumo de dieta e a ingestão energética foram maiores nos animais alimentados com 

dieta hiperproteica, corroborando com o alto coeficiente de eficiência alimentar. Em relação ao 

consumo diário de dieta, o tratamento influenciou, mas a doença não. Mesmo sabendo-se que 

a proteína é o macronutriente mais saciável tanto os animais infectados quanto os sadios tiveram 

maior consumo da dieta hiperproteica, provavelmente por ser a mais palatável (PESTA; 

SAMUEL, 2014).  

De qualquer forma, confirmou-se que o conteúdo proteico disponibilizado aos animais 

foi aproveitado devido à alta absorção de nitrogênio da dieta obtida. A digestibilidade é 
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determinada pela fração de nitrogênio ingerido que o animal absorve, sendo que o nitrogênio 

absorvido é obtido pela diferença do nitrogênio ingerido e aquele que aparece nas fezes 

(COSTA et al., 2014). Esperava-se o resultado encontrado, visto que foi oferecida uma dieta 

hiperproteica utilizando-se a caseína como principal fonte. A caseína apresenta alto valor 

nutricional comparada a outras fontes proteicas devido ao conteúdo relativamente alto de 

aminoácidos essenciais e boa digestibilidade (HOFFMAN; FALVO, 2004; DÍAZ-RÚA et al., 

2017).  Por outro lado, a digestibilidade aparente não leva em conta o nitrogênio excretado nas 

fezes como resultado de perda endógena da microbiota intestinal ou descamação celular do tubo 

digestivo, assim o nitrogênio fecal pode estar superestimado porque não foi proveniente apenas 

da proteína da dieta (COSTA et al., 2014). Liisberg et al. (2016) também avaliaram a 

digestibilidade de nitrogênio aparente em camundongos sadios alimentados com dieta com alto 

teor de proteína e encontraram alta digestibilidade, independente da fonte proteica.  

A digestibilidade não ter sido afetada, mesmo diante das alterações intestinais causadas 

pela infecção, também é coerente pelo fato de que a maior parte dos nutrientes já foram 

absorvidos no intestino delgado e ao intestino grosso competem outras funções tais como 

fermentação e absorção de água (WIELEN; MOUGHAN; MENSINK, 2017). Assim, não 

necessariamente a alteração no intestino implicaria em uma alteração na digestibilidade. Mas, 

de qualquer forma, faz-se essencial avaliar o intestino grosso, porque ele é o principal foco de 

escape dos ovos para as fezes (AMARAL et al., 2017; DIAS et al., 2018).  

As alterações dos pesos do fígado estão relacionadas com a esquistossomose que ocorre 

devido a um grande número de ovos que ficam presos em tecidos como o fígado, em que a 

reação do hospedeiro resulta em inflamação granulomatosa (STAVITSKY, 2004). Nesse 

sentido, a análise da carga parasitária no fígado mostrou maior número de ovos nos animais 

com dieta hiperproteica, mas não diferiu estatisticamente do grupo com dieta padrão. 

De qualquer forma, a hepatomegalia guardou relação com a infecção pelo S. mansoni e 

também com a ingestão proteica. Embora esta condição patológica tenha sido observada em 

ambos os grupos infectados, apresentou-se de forma mais acentuada nos animais com dieta 

hiperproteica. O aumento das reservas proteicas e a presença dos granulomas e seus 

constituintes explicam o maior aumento ponderal verificado no grupo hiperproteico. Coutinho 

et al. (2003) demonstraram que o estado nutricional do hospedeiro é fator importante na 

esquistossomose, considerando que os animais com dieta balanceada possuem uma maior 

reserva de proteínas no fígado do que aqueles com dieta hipoproteica.  

A determinação da gordura visceral em animais tem recebido importância devido a sua 

associação com alterações metabólicas, bioquímicas e aumento do risco de aparecimento de 
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doenças crônicas (ESTADELLA et al., 2004). Nesse trabalho, mesmo não apresentando 

diferença estatística, foi possível perceber que os animais infectados apresentaram menor peso 

de gordura do que os animais sadios. A doença tem provado ser importante fator de risco para 

o desenvolvimento de má nutrição e deterioração orgânica associada à infecção (KATONA; 

KATONA-APTE, 2008).  

A análise do número de ovos nas fezes, no fígado e no intestino grosso evidenciou maior 

contagem nos animais com dieta hiperproteica, mas não apresentou diferença estatística do 

grupo com dieta padrão. De qualquer forma, Barros et al. (2014) quando avaliaram o número 

de ovos no fígado e no intestino de animais que recebiam dietas com teor proteico diferenciado, 

caracterizando-os em bem nutridos e desnutridos, confirmou esse dado de que animais que 

recebem teor proteico maior na alimentação podem depositar maior número de ovos nos 

tecidos. A avaliação da distribuição dos ovos do parasito nos tecidos de um hospedeiro é 

importante para entender mais claramente a dinâmica da infecção esquistossomótica 

(AMARAL et al., 2017). Percebemos a importância do desenvolvimento de novos estudos pré-

clínicos in vitro, a fim de determinar e elucidar o efeito da dieta hiperproteica na postura de 

ovos pelos parasitos em meios de cultura com aminoácidos isolados. 

O remodelamento hepático está diretamente associado ao recrutamento de leucócitos e 

à ativação de resposta imune por antígenos de ovos de S. mansoni retidos no fígado (COLLEY 

et al., 2014; HAMS et al., 2013). A estimulação antigênica contínua, resultante do 

aprisionamento de ovos em órgãos-alvo, leva a uma resposta inflamatória intensa em 6–8 

semanas após a infecção associada à uma resposta imune dependente de células T CD4 (DIAS 

et al., 2018). Sendo que, no controle dessa reação estão, principalmente, as interleucinas IL-4, 

IL-10 e IL-13 (PEARCE; MACDONALD, 2002). 

A quantificação da lesão do fígado baseada na estereologia tem sido uma ferramenta 

útil para estudos de esquistossomose mansônica (FRIIS et al., 1998; NEVES et al., 2006; 

BARROS et al., 2009; MACHADO-SILVA, 2010). Os resultados aqui apresentados 

demonstram que a análise estereológica indicou moderado remodelamento patológico do fígado 

em ambos os grupos infectados. A infecção causou danos na estrutura hepática, porque houve 

redução no número e volume de hepatócitos. Além disso, o aumento da densidade de volume 

do tecido conjuntivo nos grupos infectados sugere um processo reativo compensatório do 

estroma em resposta à lesão do parênquima hepático (CORDERO-ESPINOZA & HUCH, 

2018).  

Quanto a essas alterações hepáticas, na fase representativa de infecção aguda, foram 

evidenciadas também diferenças significativas entre as duas estratégias dietéticas, sendo menor 
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a densidade de número de hepatócitos nos grupos com dieta hiperproteica em comparação aos 

grupos com dieta padrão, independente da presença de infecção. Díaz-Rúa e seus colaboradores 

(2017) mostraram que a ingestão prolongada de dieta hiperproteica rica em caseína pode 

aumentar os sinais de lesão hepáticos em ratos, visto que ao analisarem marcadores séricos 

(proteína C-reativa e AST) como indicadores de disfunção hepática, evidenciaram-se aumento 

da inflamação, pois ambos estavam elevados no grupo com dieta hiperproteica (45% proteína) 

em comparação ao grupo com dieta padrão (20% proteína).  

Embora animais infectados recebendo dieta padrão e hiperproteica tenham apresentado 

semelhanças na amplitude do remodelamento do fígado, o número e o tamanho dos granulomas 

apresentaram diferenças marcantes nesses grupos. Os animais com dieta hiperproteica 

apresentaram maior número de granulomas em relação à dieta padrão. Neste caso, a oviposição 

contínua e a retenção de ovos no fígado podem desencadear hiperestimulação imunológica e 

intenso recrutamento celular, eventos necessários para a organização de novos granulomas 

(HAMS et al., 2013). Por outro lado, evidenciou-se granulomas de maior área e volume no 

grupo com dieta padrão. O maior tamanho do granuloma evidenciado pode ser devido ao seu 

aspecto exsudativo-produtivo, característico de fase aguda (RODRIGUES et al., 2017; SILVA 

et al., 2000).  

A esquistossomose aguda é caracterizada pela presença de numerosos granulomas 

periovulares em múltiplos órgãos, especialmente no fígado, intestinos e pulmões. Esses 

granulomas são grandes, com componente predominantemente exsudativo rico em eosinófilos, 

periferia mal delimitada e necrose periovular frequente (DIAS et al., 2019). Tais características 

condizem, em geral, com nossos achados. O tamanho e a composição do granuloma refletem a 

intensidade da reação inflamatória dirigida aos ovos de S. mansoni (AMARAL et al., 2017). 

Após quantificação da celularidade da bainha do granuloma, verificou-se que na fase 

aguda as células polimorfonucleares foram predominantes, sendo que quando se comparou os 

tipos de dieta foi encontrado maior número nos animais com dieta padrão. Da mesma forma, 

quando se quantificaram os leucócitos totais a mesma diferença foi encontrada. Somente o 

número de mononucleares foi superior no grupo com dieta hiperproteica, mas não diferiu do 

grupo com dieta padrão. 

Os animais com dieta padrão apresentaram predominância de granulomas exsudativos-

produtivos, enquanto os animais com dieta hiperproteica mostraram maior número de 

granulomas fibrosos. Granulomas exsudativos-produtivos são característicos no fígado durante 

a fase aguda da esquistossomose mansônica em camundongos (DIAS et al., 2018). Isto indica 

exacerbação da resposta inflamatória nesta fase da infecção, uma vez que este tipo de 
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granuloma é volumoso e grandemente enriquecido em células inflamatórias e também é 

predominantemente encontrado durante a esquistossomose mansoni aguda em humanos 

(LAMBERTUCCI, 2010). 

Notadamente, o grupo que recebeu dieta hiperproteica não diferiu do grupo com dieta 

padrão quanto ao conteúdo de colágeno na bainha do granuloma. A nutrição adequada do 

hospedeiro favorece a modulação da resposta inflamatória, contribuindo para o aumento da 

colagenização (COUTINHO, 2004). Assim, como ambos os grupos receberam uma 

alimentação balanceada, apenas com diferença no teor proteico ofertado, pode ter favorecido a 

distribuição semelhante de colágeno nesses animais. Por outro lado, análise morfométrica com 

coloração picrosirius realizada para comparar animais desnutridos e bem nutridos, por Barros 

e seus colaboradores (2014), mostrou que durante a fase aguda a porcentagem de tecido fibroso 

no fígado do grupo desnutrido foi similar à observada nos animais bem nutridos. Além disso, 

os autores detectaram alta expressão de colágeno tipo I nos granulomas periovulares de 

camundongos bem nutridos, mas, a deposição de colágeno tipo I foi menos evidente nos 

desnutridos e restrita a poucos granulomas com diferenças estatisticamente significantes entre 

os grupos.  

No nosso estudo, não foi feita a quantificação dos tipos de colágeno, no entanto, pode-

se perceber a presença dos tipos de colágeno I e III através da microscopia. Picrosirius é uma 

coloração seletiva de tecido conjuntivo que permite análise qualitativa das fibras colágenas do 

tecido conjuntivo. Quando observada sob luz polarizada, pela diferença na interferência de 

cores, na intensidade e na birrefringência dos tecidos corados, essa coloração permite a 

diferenciação principalmente das fibras tipo I (birrefringência laranja- amarelado a laranja e 

vermelha) e tipo III (birrefringência verde ou verde-amarela) (BEDOYA et al., 2016). 

A forma hepatoesplênica da esquistossomose é caracterizada por fibrose hepática e 

hipertensão portal, que, ao se propagarem aos ramos intestinais terminais, pode levar a 

alterações na arquitetura da mucosa intestinal, como uma redução da altura das vilosidades 

intestinais do intestino delgado (SIQUEIRA et al., 2010).  

Comparados aos camundongos alimentados com dieta padrão, os animais com dieta 

hiperproteica demonstraram maior espessura da mucosa e tamanho de criptas e menores 

espessuras das camadas musculares externa e interna e do epitélio, principalmente os animais 

infectados com S. mansoni. Embora a esquistossomose afete a mucosa intestinal, há poucos 

estudos sobre sua avaliação em termos de mudanças na mucosa. As alterações histológicas 

podem ser devido à presença de ovos e granulomas observados nas camadas muscular e 

mucosa. Couto e seus colaboradores (2002) avaliaram alterações estruturais na mucosa jejunal 
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de camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta hipoproteica (5% de 

proteína) e normoproteicas (20% de proteína) e consideraram que nos seus estudos 

morfométricos a espessura da mucosa jejunal foi maior nos animais infectados devido à 

inflamação e formação dos granulomas, tendo as dietas pouca influência nesse resultado. Por 

outro lado, Azevedo et al. (2014) relataram que a perda da mucosa é uma ocorrência frequente 

nos animais desnutridos (4% de proteína) quando comparados aos bem nutridos (20% de 

proteína), que normalmente apresentam a mucosa do intestino mais espessa.   

Camundongos pertencentes aos grupos sadios apresentaram estruturas intestinais bem 

preservadas, como esperado. Nos animais submetidos à infecção, foi possível observar a 

presença de ovos na mucosa e submucosa do órgão, com ou sem a presença de granulomas.  

Alencar et al. (2012) analisaram a diferença na morfologia do granuloma de acordo com 

cada dieta testada e o tempo de infecção. Camundongos com uma dieta rica em gordura 

possuíam granulomas em diferentes estágios de maturação, enquanto o grupo controle exibiram 

apenas granulomas exsudativos durante a fase aguda. Os autores sugerem que essas diferenças 

podem estar relacionadas à dieta. No nosso estudo, observou-se presença de granulomas mais 

organizados e com muitas células nos animais com dieta hiperproteica. Da mesma forma que o 

trabalho com dieta hiperlipídica, é possível que a resposta induzida por uma dieta rica em 

proteína possa aumentar o recrutamento de células do granuloma ou tal resultado possa ser 

devido a maior carga intestinal (NEVES et al., 2007; ALENCAR et al., 2012). 

Portanto, paralelamente às análises morfométricas das camadas do intestino, poderia ter 

sido realizada avaliação morfométrica dos granulomas e infiltrados inflamatórios do intestino 

para se esclarecer melhor o efeito da dieta hiperproteica sobre a mucosa intestinal. Entretanto, 

ao avaliar granulomas nos intestinos delgado e grosso autores visualizaram granulomas com 

poucas variações no tamanho e fases evolutivas, com predomínio do granuloma tipo 

exsudativo-produtivo e consideraram que os granulomas intestinais não sofrem nenhuma 

imunomodulação pronunciada observada em granulomas hepáticos (SILVA et al., 2000; DIAS 

et al., 2018). No intestino grosso dos animais infectados com S. mansoni a resposta inflamatória 

ao redor dos ovos do parasito é útil para que estes consigam atravessar as camadas do intestino 

em direção à luz do órgão para serem eliminados juntamente com as fezes, completando o ciclo 

de vida do parasito (AMARAL et al., 2017; DIAS et al, 2018). 

Sabe-se que no intestino encontramos dois plexos ganglionares que fazem parte do 

sistema nervoso entérico, o mioentérico e o submucoso. Os sistemas nervoso e endócrino 

controlam em conjunto movimentos intestinais, secreção de suas glândulas, participam 

indiretamente nos processos de digestão e absorção de nutrientes. Além disso, estão envolvidos 
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em muitos processos fisiológicos e até mesmo em processos patológicos do trato digestivo 

(FREITAS-RIBEIRO et al., 2012). Portanto, avaliamos a área de gânglios dispersos ao longo 

do intestino grosso dos animais e verificamos que as áreas dos gânglios estavam aumentadas 

no grupo de animais infectados, principalmente àqueles recebendo dieta hiperproteica. O plexo 

mioentérico constitui uma rede de pequenos gânglios neuronais interconectados por feixes 

nervosos situados entre as camadas musculares (interna e externa) do trato gastrintestinal. Os 

gânglios encontrados neste plexo variam no tamanho e na forma. Essas diferenças podem estar 

relacionadas à porção do intestino analisada e à espécie de animal em questão (GABELLA, 

1981). Por outro lado, na presença da infecção os gânglios podem ser mais exigidos para 

garantir o peristaltismo e, portanto, apresentarem-se aumentados. 

A taxa de mortalidade analisada ao longo do experimento não evidenciou diferença 

significativa na sobrevivência dos grupos experimentais avaliados, de forma que nem a infecção 

e nem a dieta influenciaram nesse resultado. Sugere-se que o cuidado no manejo rotineiro e na 

manutenção dos animais no decorrer da pesquisa tenha contribuído para aumentar o bem-estar 

animal. 

Assim, os achados histopatológicos e estereológicos indicaram remodelamento 

patológico do fígado em ambos os grupos infectados. Esse achado foi consistente com os danos 

teciduais tipicamente causados pela esquistossomose aguda (LENZI et al., 2008; ANDRADE, 

2009). Além disso, a dieta foi capaz de induzir danos morfológicos hepáticos e intestinais 

evidentes, os quais variaram de acordo com a dieta. Foram observados danos no fígado desses 

animais, que além dos granulomas esquistossomóticos, apresentaram hipertrofia hepática e 

processo inflamatório.  
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6 CONCLUSÃO 

 

Considerados em conjunto, os nossos achados indicaram que embora os animais 

infectados por S. mansoni tenham apresentado marcante remodelamento microestrutural no 

intestino grosso, essas alterações não foram suficientes para modificar a digestibilidade da dieta 

hiperproteica. Além disso, os animais infectados e tratados com dieta hiperproteica 

apresentaram maior coeficiente de eficiência alimentar, consumo de dieta e ingestão energética. 

Como esses não influenciaram a massa corporal, é possível que a infecção por S. mansoni 

aumente o custo metabólico do hospedeiro, requerendo um maior consumo energético na 

tentativa de amplificar a resposta imunológica para restringir as lesões teciduais causadas pelos 

parasitos, incluindo a inflamação granulomatosa que se estabelece em múltiplos órgãos e 

tecidos. Essa proposição é reforçada pelo drástico aumento do número de granulomas e pela 

marcante hipertrofia hepática, a qual é acompanhada de redução da densidade de hepatócitos 

em animais tratados com dieta hiperproteica. Assim, os nossos achados evidenciaram que a 

dieta hiperproteica amplificou a inflamação granulomatosa, favorecendo o desenvolvimento de 

lesões teciduais mais graves, especialmente no fígado, cuja sobrecarga hepática morfofuncional 

é a característica patológica mais grave da esquistossomose. 
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CAPÍTULO 3  

 

EFEITO DA DIETA HIPERPROTEICA NA FASE CRÔNICA DA 

ESQUISTOSSOMOSE EXPERIMENTAL 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A esquistossomose é uma doença causada por trematódeos do gênero Schistosoma, 

incluindo o S. mansoni, responsável pela doença no Brasil, afetando principalmente o fígado e 

os intestinos (KATZ; PEIXOTO, 2000). Neste país, os estados das regiões Nordeste e Sudeste 

são os mais afetados e estima-se que 2,5 milhões de indivíduos brasileiros estão infectados, 

principalmente em áreas rurais e pobres onde a sanitização e a qualidade de vida são precárias 

(KATZ; PEIXOTO, 2000; VITORINO et al., 2012). 

No mundo, a prevalência mundial é de 249 milhões de indivíduos infectados em 78 

países e 800 milhões de pessoas moram em áreas endêmicas para a doença. Regiões do Oriente 

Médio, América do Sul, Sudoeste da Ásia e especialmente África são as regiões do mundo de 

maior incidência e prevalência de esquistossomose (WHO, 2017; DIAS et al., 2019).  

Nessa parasitose, as formas adultas do trematódeo habitam os vasos mesentéricos do 

hospedeiro (vertebrado/homem) e as formas intermediárias (esporocistos primários, 

esporocistos secundários, cercárias) se desenvolvem em caramujos gastrópodes aquáticos do 

gênero Biomphalaria, sendo o mais importante vetor do S. mansoni a espécie B. glabrata 

(ALVES et al., 2016).  

A esquistossomose se desenvolve em humanos em duas fases, aguda e crônica, sendo 

que a fase aguda é geralmente assintomática e representa uma forma leve com envolvimento 

hepatointestinal (DIAS et al., 2019) e a fase crônica, quando sintomática, se manifesta como 

hepatoesplenomegalia e hipertensão portal e é reconhecida como uma forma hepatoesplênica 

avançada (NEVES, 2010). 

Na doença crônica, ovos retidos em vários tecidos induzem a formação da inflamação 

granulomatosa, que juntamente com a fibrose subsequente é responsável pela patogênese da 

doença, causando inflamação grave, eosinofilia tecidual, deposição de colágeno, fibrose e 

hipertensão portal (HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013).  

 Essa inflamação granulomatosa é considerada uma reação de hipersensibilidade tipo 

tardia mediada por células T CD4. Ao longo da infecção, os antígenos liberados pelos ovos 

podem estimular as células do hospedeiro a desencadear uma resposta Th1, com produção de 

IL-2, TNF-α e IFN-γ que estimulam um processo inflamatório e ativam principalmente 

macrófagos; e com o início da postura dos ovos há atenuação da resposta Th1 e aumento de 

uma resposta do tipo Th2, com secreção de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, que suprimem a 

produção e as funções efetoras dos mediadores proinflamatórios, ativando principalmente as 
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células B, estimulando a produção de anticorpos particularmente IgE e aumentam a proliferação 

de eosinófilos (ABATH et al., 2006; CHUAH et al., 2014; PEARCE; MACDONALD, 2002). 

No início da fase crônica, os granulomas são observados em vários estágios de evolução, 

incluindo formas involutivas com baixa celularidade e alta densidade de colágeno; e, em geral, 

os granulomas da esquistossomose são menores na fase crônica. A fase crônica mais avançada 

é grave, sendo predominantemente caracterizada por fibrose hepática periportal (AMARAL et 

al., 2017).  

A forma crônica pode apresentar grandes variações clínicas, dependendo de serem as 

alterações predominantemente intestinais, hepatointestinais ou hepatoesplênicas (NEVES, 

2010). E dessa forma, em indivíduos que desenvolvem esquistossomose hepatoesplênica, a 

fibrose dos espaços periportal hepático leva a lesões vasculares obstrutivas, hipertensão portal, 

varizes, ascite, organomegalia (GRAY et al., 2011). Os intestinos apresentam uma resposta 

granulomatosa da mucosa característica levando à pseudopolipose, microulceração e 

sangramento superficial (GRYSSELS, 2012).  

Geralmente, as pessoas residentes em regiões endêmicas são também expostas a hábitos 

alimentares inadequados (ADENOWO et al., 2015). O S. mansoni e a desnutrição modulam o 

sistema imune do hospedeiro, com efeito direto sobre o desenvolvimento do parasito e 

progressão da doença (KATONA & KATONA-APTE, 2008; COUTINHO et al., 2010; DA 

SILVA et al., 2012). Por esse motivo, muitos autores estudaram dietas hipoproteicas associadas 

à esquistossomose (COUTINHO et al., 1997; COUTINHO et al., 2010; BARROS et al., 2014). 

A ingestão alimentar nutricionalmente ajustada é um requerimento básico para a 

manutenção de um adequado estado de saúde geral.  Há evidências que deficiências de 

macronutrientes, especialmente proteínas e micronutrientes estão relacionadas ao déficit de 

crescimento, ao prejuízo no desenvolvimento intelectual, ao aumento da susceptilidade a 

doenças e ao risco de morte (CALDER, 2013; CZERWONOGRODZKA-SENCZYNA et al., 

2016). Por outro lado, a adequada disponibilidade de macronutrientes e micronutrientes é 

essencial para o desenvolvimento de células imunes, reconhecimento de antígenos, ativação e 

expressão de fenótipos efetores celulares e humorais (KRAWINKEL, 2012; CALDER, 2013).  

Assim, além dos efeitos de dietas hipoproteicas na esquistossomose experimental, a 

dieta hiperlipídica também é alvo de pesquisas (ALENCAR et al., 2009; ALENCAR et al., 

2012; DA SILVA et al., 2012). Outras estratégias dietéticas como o aumento do teor de açúcar, 

restrição de vitaminas e suplementação de zinco foram menos estudadas na esquistossomose 

(MAGALHÃES et al., 1978; AKPOM; WARREN, 1975; HELMY et al., 2009). E, 

independente da dieta utilizada na esquistossomose experimental, os estudos avaliaram 
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principalmente a formação do granuloma, a fibrose hepática, a carga parasitária e a mortalidade 

(MARQUES et al., 2018).  

Devido a implicações éticas, evidências sobre a relação entre esquistossomose e 

composição da dieta, em humanos, são baseadas principalmente em estudos clínicos-

epidemiológicos, nos quais o desenho metodológico prejudica o entendimento dos mecanismos 

patofisiológicos dessa interação (MEKONNEN et al., 2014; MUNISI et al., 2016). Por outro 

lado, camundongos são altamente susceptíveis ao S. mansoni e desenvolvem características 

patofisiológicas similares à infecção em humanos, bem como são também utilizados em estudos 

envolvendo intervenções dietéticas. Dessa forma, os modelos pré-clínicos in vivo têm fornecido 

uma valiosa contribuição no entendimento de como a composição da dieta interfere na 

patogênese das doenças infecciosas (OLIVEIRA et al., 2004; BARROS et al., 2014). 

Diante do exposto, este capítulo discute o efeito da dieta hiperproteica na fase crônica 

da esquistossomose experimental, em camundongos, principalmente no desenvolvimento de 

granulomas hepáticos e no perfil imunológico. Como este tipo de dieta foi menos estudado, 

busca-se elucidar se existe interação entre a infecção e a dieta e o quanto essa interação pode 

modificar a patogênese nas infecções por S. mansoni. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da dieta hiperproteica na fase crônica da esquistossomose experimental 

em camundongos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Os objetivos específicos foram: 

a) avaliar o efeito da dieta hiperproteica no perfil de crescimento corporal dos 

camundongos não infectados e infectados por S. mansoni. 

b) comparar a digestibilidade da dieta hiperproteica em camundongos não infectados e 

infectados por S. mansoni. 

c) investigar a distribuição de ovos de S. mansoni nas fezes, no fígado e no intestino dos 

camundongos. 

d) analisar o impacto da dieta hiperproteica no remodelamento microestrutural hepático e 

intestinal dos camundongos infectados por S. mansoni. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 ANIMAIS 

 

Quarenta camundongos Swiss machos (n=40), com três a quatro semanas de idade e 

pesando de 10 a 15 g foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas 

(UNIFAL-MG) e mantidos sob condições padronizadas de iluminação (ciclo de claro/escuro 

de 12h/12h), temperatura (22±2ºC) e umidade (60±10%) no Laboratório de Nutrição 

Experimental da Faculdade de Nutrição da UNIFAL-MG. Os camundongos foram alojados em 

caixas de polipropileno com tampas de tela em aço inoxidável com cinco animais em cada 

caixa.  

 

3.2 INFECÇÃO POR S. mansoni 

 

Os animais foram infectados por via subcutânea, com 25 cercárias de S. mansoni cepa 

LE (Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil) obtidas de caramujos Biomphalaria glabrata 

provenientes do Centro de Pesquisas René Rachou.  

 

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL  

 

O experimento teve duração de 32 semanas (FIGURA 21). Durante todo o período os 

animais receberam água ad libitum e dieta padrão e hiperproteica, de forma que inicialmente 

20 animais receberam dieta padrão e 20 animais receberam dieta hiperproteica.  

Na 12ª semana do experimento, metade dos animais (n=20; grupos DPc-I e HPc-I) 

foram infectados por S. mansoni.  

Os camundongos foram eutanasiados vinte semanas pós-infecção, fase relativa à 

infecção crônica (grupos DPc-I, DPc-S, HPc-I e HPc-S). 
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Figura 21 – Delineamento experimental 

 

Fonte: Da autora. 

 

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

   

Os animais foram randomizados em quatro grupos com 10 animais em cada grupo, 

assim denominados e caracterizados:  

Grupo DPc-I: animais infectados com S. mansoni, com dieta padrão e eutanásia na fase 

crônica da infecção (20 semanas);  

Grupo HPc-I: animais infectados com S. mansoni, com dieta hiperproteica e eutanásia 

na fase crônica da infecção (20 semanas);  

Grupo DPc-S: animais não infectados, com dieta padrão e eutanásia na fase 

representativa de infecção crônica (20 semanas);  

Grupo HPc-S: animais não infectados, com dieta hiperproteica e eutanásia na fase 

representativa de infecção crônica (20 semanas).  

A Figura 22 resume as características dos grupos experimentais. 

 

 

 

 

 

 



88 
 
Figura 22 – Fluxograma da randomização dos grupos experimentais e suas características. 

 

Fonte: Da autora. 

 

3.5 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com os princípios éticos 

para experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e o 

projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética no uso de animais (CEUA) da 

UNIFAL-MG (Protocolo no 06/2017) (ANEXO 1). 

 

3.6 DIETAS EXPERIMENTAIS 

 

Foram utilizadas dieta padrão para roedores de laboratório (Nuvilab®, São Paulo, SP, 

Brasil) normoproteica (proteína 22,6%) e dieta hiperproteica (proteína 38%). Para a elaboração 

da dieta hiperproteica considerou-se que a caseína continha, no mínimo, 85% de proteína 

(REEVES et al., 1993) e que a dieta padrão já continha 22 g de proteína para cada 100g de 

dieta. Assim, para se obter uma dieta hiperproteica com teor de proteína aproximado de 40% 

(PESTA; SAMUEL, 2014) foi necessário adicionar 24% de caseína à dieta padrão. Após a 

pesagem nas proporções indicadas, os ingredientes foram homogeneizados e umedecidos para 

formar uma massa (à moda caseira) utilizada para moldar os pellets, os quais foram submetidos 

à secagem em estufa e congelados até o momento do uso.  

A dieta padrão foi disponibilizada pelo Biotério Central da UNIFAL-MG e o ingrediente 

caseína foi adquirido de fornecedor especializado (Rhoster® Indústria e Comércio Ltda). A 

composição centesimal das dietas está descrita na Tabela 1. 

A ingestão de dieta foi controlada com a observação de quantidade ingerida no período 

de aclimatação pelos grupos experimentais, ofertando aproximadamente 10g de dieta 
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hiperproteica e padrão, diariamente por camundongo para todos os grupos em forma de pellets. 

Sendo assim, disponibilizava-se 100g de dieta para cada caixa a cada dois dias.  

A análise da composição centesimal das rações foi realizada no Laboratório de Nutrição 

Experimental da Faculdade de Nutrição da UNIFAL-MG, sendo as determinações de umidade, 

cinzas e lipídeos realizadas de acordo com o método proposto pela AOAC (AOAC, 2000). As 

determinações de proteínas foram realizadas de acordo com o Método de Kjeldahl (AOAC, 

2000), com amostras em triplicata, utilizando-se o fator 6,25 para a conversão dos teores de 

nitrogênio em proteínas. Os carboidratos foram determinados por diferença, diminuindo-se a 

soma dos demais componentes de 100.  

 Para a determinação do valor energético das dietas, considerou-se que os carboidratos 

fornecem 4kcal/g, as proteínas 4 kcal/g e os lipídios 9 kcal/g. 

 

3.7 EXAME PARASITOLÓGICO  

 

A confirmação da infecção por S. mansoni foi avaliada pela quantificação de ovos na 

excreção fecal no dia da eutanásia e as fezes foram analisadas em duplicata pela técnica de 

Kato-Katz (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972). Utilizando-se kit diagnóstico próprio 

(Kit Helm Teste), para cada amostra de fezes, duas lâminas foram preparadas e examinadas ao 

microscópio. Para determinar o número de ovos por grama de fezes, o número médio de ovos 

encontrados nas lâminas foi multiplicado pela constante 24 (BARBOSA et al., 2017). 

 

3.8 NÚMERO DE OVOS PRESENTES NO FÍGADO E NO INTESTINO 

 

 Para obter a contagem do número de ovos presentes no fígado e no intestino dos 

camundongos infectados com S. mansoni realizou o processo de digestão tecidual por KOH a 

10% para a recuperação dos ovos após a eutanásia dos animais na fase crônica da doença 

(ALVES et al., 2016). Fragmentos dos órgãos foram pesados e acondicionados em tubos falcons 

com KOH 10% overnight na geladeira. No dia seguinte, os fragmentos foram incubados a 37ºC 

durante um hora e meia em banho-maria e, imediatamente após os órgãos digeridos foram 

centrifugados por cinco minutos a 1400 rpm, sendo o sobrenadante descartado e o sedimento 

ressuspendido em salina 0,85%. Esta etapa foi repetida três vezes. Após a última centrifugação, 

ressuspendeu-se o sedimento em 2 mL de salina 0,85%. A suspensão contendo ovos do parasito 

foi aplicada em lâminas de vidro, e o número de ovos foi determinado com o uso de um um 
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microscópio de luz. Foram realizadas três contagens de 200 µL da solução de cada órgão a fim 

de se determinar o número de ovos por grama de tecido. 

 

3.9 DIGESTIBILIDADE APARENTE DA PROTEÍNA DA DIETA 

 

 Na 32ª semana de experimento, a fim de se determinar a digestibilidade aparente, as 

dietas foram coradas com índigo carmim (200 mg/100 g de dieta) e foram disponibilizadas aos 

animais no primeiro e no quarto dia dessa semana (MORAES et al., 2012). As fezes foram 

coletadas durante quatro dias, sendo que no segundo dia forma coletadas as fezes marcadas com 

carmim, nos dois dias seguintes todas as fezes, e no quinto dia as fezes não coradas. As fezes 

coletadas foram armazenadas em sacos plásticos identificados para cada grupo e mantidas em 

congelador até a análise. As fezes foram secadas em estufa com circulação de ar a 105ºC por 

24 h, logo após foram resfriadas em dessecador (Marconi®), maceradas, homogeneizadas e 

pesadas para determinação da concentração de nitrogênio pelo método de Kjeldahl, com 

amostras em triplicata (AOAC, 2000).  

 A digestibilidade aparente (DA) foi calculada por mensuração do conteúdo de 

nitrogênio ingerido (NI) e excretado nas fezes (NF) dos grupos-teste, de acordo com a seguinte 

fórmula: DA (%) = (NI - NF) x 100/ NI (COSTA et al., 2014). 

 

3.10 ANÁLISE DE EFICIÊNCIA ALIMENTAR E BIOMETRIA  

 

Para avaliar a eficiência alimentar, foram obtidos os seguintes parâmetros: coeficiente 

de eficiência alimentar (CEA), peso corporal (g), comprimento naso-anal (cm) e índice de Lee. 

O CEA representa a relação entre o ganho de peso pela quantidade de alimento 

consumido: CEA = (PF - PI) / TA, em que PF: peso final (g) do animal durante o período de 

acompanhamento; PI: peso corporal do animal no início do experimento em gramas, TA: 

quantidade total de alimento ingerido no período em gramas (CAMPBELL et al., 1963). 

A ingestão dietética foi avaliada pelo registro do consumo da dieta por caixa, a cada 

dois dias, sendo o consumo alimentar obtido através da subtração entre a cota alimentar 

oferecida e o rejeito verificado dois dias depois (NERY et al., 2011). Levou-se em consideração 

o número de dias avaliados e o número de animais por caixa para obtenção do consumo 

alimentar diário e total dos animais. A ingestão energética dos animais foi obtida pelo cálculo 

do valor calórico desse consumo alimentar dos animais. 
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A pesagem dos animais foi registrada semanalmente desde o início do experimento para 

cálculo do ganho de peso: PF - PI, onde PF: peso final (g) do animal durante o período de 

acompanhamento; PI: peso corporal (g) do animal no início do experimento. Utilizou-se uma 

balança eletrônica digital (Marte®). 

Ao final do experimento, o comprimento naso-anal foi obtido após anestesia do animal, 

com as medidas registradas em papel milimetrado e o índice de Lee foi determinado por meio 

da raiz cúbica do resultado obtido na divisão do peso corporal (g) pelo comprimento naso-anal 

(cm) de cada animal: [3 Peso (g)/CNA(cm)]. O Índice de Lee é um preditor para obesidade e 

tem forte correlação com massa gorda, sendo um indicativo do estado nutricional do animal 

(NOVELLI et al., 2007). Um Índice de Lee igual ou inferior a 0,300 indica peso normal e no 

caso de valores superiores a 0,300, os animais são classificados como acima do peso ideal 

(BERNARDIS & PATTERSON, 1968). 

Os órgãos coletados foram pesados e o peso relativo do fígado e da gordura 

periepididimal foi calculado por meio da divisão do peso do órgão pelo peso corporal do animal. 

Além disso, determinou-se o volume do fígado usando o método de imersão descrito por 

Scherle (SCHERLE, 1970). 

  

3.11 EUTANÁSIA DOS ANIMAIS E COLETA DE MATERIAL 

 

Os camundongos foram eutanasiados por exsanguinação por punção cardíaca após 

anestesia com administração intraperitoneal de quetamina (0,1 mg/kg de peso corporal) e xilazina 

(0,05 mg/kg de peso corporal). O sangue foi coletado e colocado em tubos eppendorfs contendo 

heparina e centrifugado imediatamente para obtenção do plasma, mantido armazenado a -80 °C 

até o momento da análise bioquímica e das citocinas. Realizaram-se toracotomia e laparotomia 

mediana para coleta de fígado e intestino grosso, os quais foram fixados em solução de 

formaldeído para análises posteriores. 

A taxa de mortalidade durante o período experimental foi calculada por meio de registro 

diário. 

 

3.12 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO PARA MICROSCOPIA  

  

Fragmentos do lóbulo esquerdo do fígado e da primeira porção do intestino grosso de 

camundongos não-infectados e infectados foram removidos e fixados em solução de 

formaldeído 4% tamponada neutra. Após a fixação histológica, os órgãos foram desidratados 
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em concentrações crescentes de álcool a partir de 70% até álcool absoluto (99,8%). Em seguida 

os órgãos foram diafanizados em xilol e incluídos em parafina a 60°C. Para a montagem das 

lâminas, os cortes microscópicos com 5 µm de espessura foram obtidos em micrótomo rotativo 

e corados, de acordo com as normas do Laboratório de Patologia do Departamento de Patologia 

e Parasitologia da UNIFAL-MG, com HE para observação dos aspectos histomorfológicos do 

tecido e análise estereológica e com picrosirius para identificação e análise de fibras colágenas. 

As imagens das lâminas histológicas foram capturadas com uma câmera fotográfica digital 

(QColor 3, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada ao microscópio de luz convencional (Axioscope 

A1, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As imagens obtidas foram processadas e analisadas 

por software de captura e análise de imagens Axion Vision LE (Carl Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha).  

 

3.13 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

 Na análise microscópica do fígado foram investigadas qualitativamente a necrose 

tecidual, a hipertrofia de hepatócitos, o padrão de organização e distribuição das células do 

parênquima e do estroma, a distribuição das células intersticiais, bem como a distribuição de 

focos inflamatórios, granulomas esquistossomóticos e áreas de fibrose tecidual. A análise 

microscópica foi realizada em 6 campos histológicos aleatórios para cada animal, obtidos com 

a utilização de lente objetiva de 40× (ampliação de 400×), perfazendo uma área total do fígado 

de 18,5 ×104 µm2 para cada animal (NOVAES et al., 2013). 

 

3.14 ANÁLISE ESTEREOLÓGICA 

 

 O método estereológico foi utilizado para avaliar a amplitude do remodelamento 

morfológico do parênquima e estroma do fígado (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995). A 

densidade de volume, parâmetro utilizado para medir o percentual da área ocupada pela 

estrutura de interesse (hepatócitos, tecido conjuntivo) e densidade de número (hepatócitos, 

células intersticiais, granulomas esquistossomóticos) foram obtidos de acordo com Novaes et 

al. (2013).  

Para estas análises, foi usado um sistema de teste com 100 pontos presentes em uma 

área de teste (At) de 31×103 µm2 ao nível do tecido. A densidade de volume (Vv, %) dos 

hepatócitos e do tecido conjuntivo foi estimada pela contagem de pontos, de acordo com a 

seguinte fórmula: Vv= ΣP/Pt, em que ΣP representa o número de pontos do sistema de teste que 
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incidem sobre a estrutura de interesse e Pt corresponde ao número total de pontos do sistema 

de teste. A análise estereológica foi realizada com o auxílio do software de análise de imagens 

Image-Pro Plus 5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA) em 6 campos 

histológicos aleatórios de cortes corados em HE para cada animal, obtidos com a utilização de 

lente objetiva de 40× (ampliação de 400×) (NOVAES et al., 2013). 

A intensidade do processo inflamatório no fígado foi obtida pela densidade de número 

de células intersticiais (QAint) e de número de hepatócitos (QAh). A celularidade tecidual nas 

áreas remotas ao granuloma foi avaliada em 6 campos histológicos aleatórios de cortes corados 

em HE com a utilização de lente objetiva de 40× (ampliação de 400×), numa área total do fígado 

de 18,5 ×104 µm2 por animal. Para isso, foi aplicado um sistema de teste quadrático (At) sobre 

as imagens histológicas. O número de núcleos celulares na área de teste (QAint) foi 

determinado por meio de software de análise de imagens Image-Pro® plus 5 (Media 

Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). O número de núcleos celulares por unidade 

de área (células / mm2) foi determinado pela fórmula: QAint = Σint / At, onde Σint representa 

o somatório do número de núcleos de células inflamatórias (intersticiais) na área de teste e At 

corresponde a dimensão da área de teste utilizada (31×103 µm2), conforme metodologia de 

Caldas et al. (2008 a,b) e Novaes et al. (2013). Procedeu-se da mesma maneira para se 

determinar a contagem dos núcleos dos hepatócitos. 

 

3.15 ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA DOS GRANULOMAS 

 

Nos animais infectados com S. mansoni foi obtido o número e dimensão dos granulomas 

esquistossomóticos. O estágio evolutivo dos granulomas (exudativos-produtivos ou fibróticos) 

também foi quantificado, diferenciando-se de acordo com uma caracterização morfológica 

previamente estabelecida (LENZI et al., 1999; ARAÚJO et al., 2019) em cortes de fígado 

corados pelo corante vermelho picrosirius.  

A análise de distribuição total e diferencial do granuloma da esquistossomose hepática 

foi avaliada pelo método estereológico. Para a análise da densidade de número de granulomas 

por unidade de área (QAg, n/mm2), foi utilizada a fórmula QAg = Σg / At, onde Σg representa 

somatório do número de granulomas e At corresponde a dimensão da área de teste utilizada 

(37×105 µm2). A QAg foi estimada a partir de 10 campos histológicos aleatórios de cortes 

corados com HE para cada animal, obtidos com a utilização de lente objetiva de 5× (ampliação 

de 50×). 
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A área dos granulomas e as medidas dos diâmetros menor e maior foram determinadas 

diretamente por meio da ferramenta de contorno e medidas do programa Axion Vision em 

objetiva de 20×. Para cada animal foram medidos 10 granulomas e obtida a média do grupo e 

as medidas foram realizadas apenas nos granulomas em que o ovo de S. mansoni foi claramente 

observado (REIS et al., 2001).  

O volume do granuloma foi estimado pelo princípio do esferoide prolato, de acordo com 

a fórmula: V= (4/3)πa2b, onde a é o diâmetro menor e b é o diâmetro maior de uma estrutura 

esferoide. 

A análise do colágeno dos granulomas hepáticos foi feita a partir de 10 granulomas 

aleatórios por grupo de animais, em cortes corados com picrosirius, sob microscopia de 

polarização obtidos com a utilização de lente objetiva de 20×. A análise foi realizada pelo 

software de análise de imagem, ImageJ (National Institutes of Health, USA). As intensidades 

foram equalizadas usando a ferramenta threshold do programa ImageJ. O Threshold é usado 

para limitar um objeto de interesse em uma imagem eliminando os efeitos de background, no 

qual todos os pixels na imagem que estão abaixo deste limite são convertidos em preto e todos 

os pixels com valores acima deste limite são convertidos em branco ou vice-versa. A área da 

foto foi determinada por meio de software de análise de imagens Image-Pro® plus 5 (Media 

Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). Para saber a quantidade de colágeno na área 

histológica, foi utilizada a fórmula: área de colágeno/mm2 = [% colágeno da imagem x 

dimensão da área da foto utilizada (37 x 10-2 mm2)]/100. 

 

3.16 ANÁLISE DA CELULARIDADE DA BAINHA DO GRANULOMA 

 

O número de células polimorfonucleares (PMNs – predominantemente neutrófilos) e 

mononucleares (MNs - macrófagos, linfócitos) foi avaliado na bainha do granuloma. Foram 

analisadas 6 imagens por lâmina de cada animal com área de 48x102 µm2, com utilização de 

lente objetiva de 100×, aplicando-se um sistema de teste quadrático (At) sobre as imagens. O 

número de células (QA) na área de teste foi determinado por meio de software de análise de 

imagens Image-Pro® plus 5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). O 

número de núcleos celulares por unidade de área (células / mm2) foi determinado pela fórmula: 

QA = Σcél / At, onde Σcél representa somatório do número de células polimorfonucleares ou 

mononucleares na área de teste e At corresponde a dimensão da área de teste utilizada (48 x 

102µm2) de acordo com a metodologia encontrada em Caldas et al. (2008a,b) e Novaes et al. 

(2013).  
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3.17 MORFOMETRIA INTESTINAL 

 

A espessura das camadas da mucosa (epitélio, mucosa e muscular da mucosa) e da 

camada muscular (muscular externa e muscular interna) foram determinadas diretamente pela 

ferramenta de medidas do programa Axion Vision em objetiva de 20× (ampliação de 200×), em 

6 campos histológicos aleatórios em 4 regiões diferentes (total de 24 medições/animal) de cortes 

corados com HE, numa área total do intestino de 24,3 ×104 µm2. A largura e o comprimento de 

15 criptas por corte foram mensurados e as medidas foram realizadas apenas nas criptas em que 

a base e o ápice foram observadas. 

A área de gânglios e o número de células por gânglio foram avaliados nas camadas 

musculares. Foram analisados 20 gânglios por lâmina de cada animal com área de 59,5 x 103 

µm2, determinando-se a área por meio da ferramenta de contorno do programa Axion Vision, 

em lente objetiva de 40×. Para determinação do número de células por gânglios por µm2, 

dividiu-se o número de células pela área do seu respectivo gânglio. 

 

3.18 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram relatados utilizando-se valores de média e erro padrão. A 

normalidade na distribuição dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a análise 

de dois fatores (dieta × infecção), os valores de média foram comparados entre os grupos por 

meio do teste Two-way ANOVA, seguido pelo pós-teste Student-Newman-Keuls. Para a análise 

unifatorial entre entre dois grupos, dados paramétricos foram comparados pelo teste t de student 

e dados não paramétricos foram comparados pelo teste Mann-Whitney U. Resultados com 

P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As análises estatísticas foram 

realizadas por meio do programa Sigma Plot versão 14.0 (Systat Software Inc.) e os gráficos 

construídos com a utilização do software estatístico GraphPad-Prism versão 5.0 (Prism 

Software, Irvine, Califórnia, EUA). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 EFEITO DA DIETA NO PERFIL DE CRESCIMENTO CORPORAL DOS 

CAMUNDONGOS 

 

Os animais alimentados com dieta hiperproteica apresentaram maior consumo de dieta 

e ingestão de energia como mostrado na Tabela 5. Assim, em relação ao consumo de dieta, 

tanto os animais infectados quanto os sadios com dieta hiperproteica consumiram maior 

quantidade de dieta do que os alimentados com dieta padrão na fase crônica da infecção 

(P<0,05). O mesmo ocorreu em relação à ingestão energética, mas esse parâmetro também 

apresentou diferença quando se comparou os animais infectados e não infectados com a mesma 

dieta (P<0,05).  

A Tabela 5 mostra que com 20 semanas, a eficiência alimentar nos grupos com dieta 

padrão foi maior nos animais infectados (P<0,05), mas não houve diferença estatística entre os 

grupos infectados e não infectados com dieta hiperproteica (P>0,05). Além disso, o CEA diferiu 

com relação à dieta nos grupos não infectados (P<0,05), sendo maior no grupo com dieta 

hiperproteica.  

O ganho de peso e o índice de Lee não apresentaram diferenças estatísticas entre os 

grupos (P>0,05). Mas, ao considerar os pesos e tamanhos corporais dos animais, os 

camundongos foram considerados com sobrepeso, independente da dieta consumida.  
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Tabela 5 - Parâmetros biométricos e ingestão dietética dos grupos experimentais infectados/não infectados que receberam dietas padrão/ 

hiperproteica e foram eutanasiados 20 semanas pós-infecção. 

 
 

Parâmetros 
Dieta padrão Dieta hiperproteica 

Infectados  Sadios  Infectados  Sadios 

Ganho de peso (g/dia) 0,06 ± 0,02aA 0,05 ± 0,04aA 0,07 ± 0,03aA 0,07 ± 0,04aA 

Consumo de dieta (g/dia) 7,42 ± 0,18aA 7,06 ± 1,70aA 8,32 ± 0,24bB 8,5 ± 0,00bB 

Ingestão energética (kcal/dia) 30,40 ± 0,75aA 28,93 ± 6,96aB 32,85 ± 0,94bA 33,55 ± 0,003bB 

CEA (%) 0,86 ± 0,02aA 0,73 ± 0,1aB 0,86 ± 0,03aA 0,88 ± 0,01bA 

Índice de Lee 0,39 ± 0,02aA 0,37 ± 0,02aA 0,37 ± 0,01aA 0,37 ± 0,02aA 

Fonte: Da autora 

Nota: CEA, coeficiente de eficiência alimentar. Médias seguidas de letras minúsculas (a, b) na mesma linha referem-se à dieta padrão e 

hiperproteica e quando seguidas de letras maiúsculas (A, B) referem-se a infectados e não infectados (sadios). Diferentes letras nas linhas 

indicam diferença estatística entre os grupos (P<0,05). Análise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.
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4.2 DIGESTIBILIDADE DA DIETA HIPERPROTEICA  

 

Para avaliar o percentual de absorção de nitrogênio, o Coeficiente de Digestibilidade 

Aparente (DA) foi adotado. Quando se comparou animais infectados com animais sadios, houve 

diferença na fase crônica da infecção (P<0,05) (TABELA 6).   

Em relação ao nitrogênio ingerido da dieta pelos grupos durante o teste, a condição de 

saúde do animal não influenciou na ingestão de nitrogênio, sendo que não houve diferença 

significativa entre os grupos sadio e infectado (P>0,05). Quanto ao nitrogênio fecal, observou-

se diferença entre os animais infectados e não infectados de fase crônica, sendo maior a 

excreção de nitrogênio no grupo sadio (P<0,05).  

 

Tabela 6 -  Nitrogênio ingerido, nitrogênio fecal e digestibilidade aparente da dieta 

hiperproteica dos grupos experimentais infectados/não infectados na fase 

representativa de infecção crônica. 

 

 Infectados Sadios 

NI (g) 3,53 ± 0,19A 3,52 ± 0,28A 

NF (g) 0,23 ± 0,01A 0,26 ± 0,01B 

DA (%) 93,49 ± 0,24A 92,71± 0,27B 

Fonte: Da autora 

Nota: NI, nitrogênio ingerido; NF, nitrogênio fecal; DA, coeficiente de digestibilidade 

aparente. Médias seguidas de letras maiúsculas na mesma linha referem-se a 

infectados e não infectados (sadios). Diferentes letras nas linhas indicam 

diferença estatística entre os grupos (P<0,05). Análise teste t student. 

 

4.3 PESO E VOLUME RELATIVO DOS ÓRGÃOS 

 

Os resultados do peso e volume relativo do fígado encontram-se representados nas 

Figuras 23A e 23B. Como pode ser observado, os animais infectados com dieta padrão ou 

hiperproteica apresentaram maior média de peso e volume do fígado em relação ao grupo sadio 

com dieta padrão ou hiperproteica, respectivamente (P<0,05), 20 semanas pós-infecção.  
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Figura 23 – Peso (A) e volume (B) relativos do fígado de camundongos alimentados com dieta padrão e 

hiperproteica, sadios e infectados com 20 semanas pós-infecção por S. mansoni. 
 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP, n=7; 

HP, n=9) 20 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. ξDiferença do grupo 

infectado com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta padrão (P<0,05); *Diferença do grupo 

infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo sadio com dieta hiperproteica (P<0,05). Análise 

Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.  

 

 Quanto à gordura periepididimal, houve aumento da gordura entre os animais sadios 

com dieta padrão ou hiperproteica em relação ao grupo infectado com dieta padrão ou 

hiperproteica, respectivamente (P<0,05) (FIGURA 24).  
 

Figura 24 - Peso relativo da gordura periepididimal de camundongos alimentados com dieta padrão 

e hiperproteica, sadios e infectados com 20 semanas pós-infecção por S. mansoni. 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=8) e 

infectados (DP, n=7; HP, n=9) 20 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta 

hiperproteica. ξDiferença do grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo 

sadio com dieta padrão (P<0,05); *Diferença do grupo infectado com dieta 

hiperproteica em relação ao grupo sadio com dieta hiperproteica (P<0,05). Análise 

Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.  
 

4.4 DISTRIBUIÇÃO DE OVOS DE S. mansoni NAS FEZES, NO FÍGADO E NO   

INTESTINO DOS CAMUNDONGOS 

 

No que diz respeito à eliminação de ovos nas fezes (FIGURA 25A), a média de ovos 

quantificados nos grupos (12,00 ± 9,49 ovos/g de fezes nos camundongos DP e 13,33 ± 11,65 
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ovos/g de fezes nos camundongos HP), foi similar na fase crônica, não apresentando diferença 

significativa (P>0,05). 

A quantidade de ovos retidos no fígado de camundongos infectados por S. mansoni com 

dieta padrão foi ligeiramente superior aos animais com dieta hiperproteica (FIGURA 25B), mas 

não foi detectada diferença estatística entre os grupos (P>0,05). 

Quanto ao intestino, quantificou-se um número pequeno de ovos, de forma que foram 

encontrados ovos apenas no grupo de animais com dieta hiperproteica, mas não foi encontrada 

diferença significativa quando a média foi comparada à dieta padrão (FIGURA 25C).  

 

Figura 25 - Número de ovos presentes nas fezes (A) e retidos no fígado (B) e no intestino (C) de camundongos 

infectados com S. mansoni alimentados com dieta padrão ou hiperproteica, na fase crônica da 

doença. 

 
Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrão; HP, dieta 

hiperproteica. Análise test t de student. 

 
 

4.5 ANÁLISE MICROSCÓPICA DO FÍGADO  

 

4.5.1 Análise Histopatológica 

 

A análise microscópica do tecido hepático (FIGURA 26) demonstrou que os animais 

não infectados apresentaram morfologia normal, com cordões de hepatócitos organizados 
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radialmente em relação à veia centrolobular, capilares sinusóides com aspecto regular 

distribuídos entre os cordões de hepatócitos. Nos animais infectados com dieta hiperproteica, o 

tecido hepático em área remota aos granulomas apresentou leve dilatação de capilares 

sinusoidais e discreto infiltrado inflamatório. Os animais infectados com dieta padrão 

apresentaram estreitamento do leito capilar, menor densidade de hepatócitos e aparente 

expansão conjuntiva. Em todos os grupos não foram observadas evidências de alterações 

nucleares, sendo que o núcleo de hepatócitos apresentou morfologia típica com áreas 

eucromáticas e heterocromáticas bem definidas e nucléolos evidentes. 

 

Figura 26 - Fotomicrografias representativas do tecido hepático de camundongos com dieta hiperproteica e padrão, 

sadios e infectados com S. mansoni na fase representativa de infecção crônica (20 semanas de 

infecção).  

 

 
Fonte: Da autora 

Nota: (Microscopia de campo claro, coloração: hematoxilina-eosina). HPc-S, grupo sadio com dieta hiperproteica, 

fase representativa de infecção crônica; HPc-I, grupo infectado com dieta hiperproteica, fase crônica; DPc-

S, grupo sadio com dieta padrão, fase representativa de infecção crônica; DPc-I, grupo infectado com dieta 

padrão, fase crônica. Os grupos sadios (HPc-S e DPc-S) evidenciam padrão de organização dos hepatócitos 

preservados em relação aos animais infectados. Seta grossa: hepatócito; asterisco: capilar sinusóide; ponta 

de seta: núcleo de célula intersticial. 
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4.5.2 Parâmetros estereológicos do tecido hepático 

 

A densidade de volume de hepatócitos (Vv hepatócitos [%]) aumentou 

significativamente nos animais do grupo sadio com DP quando comparados com os animais do 

grupo infectado com DP, 20 semanas pós-infecção (P<0,05) como apresentado na Figura 27. 

Os animais do grupo sadio com HP se comportaram da mesma forma quando comparados com 

os animais do grupo infectado com HP (P<0,05). Resultado inverso ocorreu com a densidade 

de volume de tecido conjuntivo (Vv conjuntivo [%]), que aumentou significativamente nos 

animais dos grupos infectados tanto com DP quanto HP, quando comparados aos animais dos 

grupos sadios com DP e HP, respectivamente (P<0,05).  

 

Figura 27 - Densidade de volume (Vv) de hepatócitos (A) e tecido conjuntivo (B) no fígado de 

camundongos não infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrão e 

hiperproteica, 20 semanas pós-infecção. 

 

 
 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP, 

n=7; HP, n=9) 20 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. ξDiferença do 

grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta padrão (P<0,05). *Diferença 

do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo sadio com dieta hiperproteica 

(P<0,05). Análise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls. 

 
A densidade de número de hepatócitos (QAh [hepatócitos/mm2]) encontra-se 

apresentada na Figura 28A. Os animais infectados apresentaram diminuição do número de 

hepatócitos em relação ao grupo não infectado, sendo que a densidade de número de hepatócitos 

foi significativamente maior nos dois grupos experimentais (DP e HP) sadios comparado aos 

grupos infectados (DP e HP, respectivamente) na fase crônica da infecção (P<0,05).  

Quanto à densidade de número de células intersticiais (QAint[células/mm2]) o grupo 

infectado com dieta padrão diferiu estatisticamente do grupo não infectado com a mesma dieta 

(P<0,05) (FIGURA 28B). Outra diferença foi encontrada nos grupos de animais não infectados, 
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sendo que os animais HP apresentaram maior densidade de células intersticiais quando 

comparados aos animais DP (P<0,05). 

 

Figura 28 - Densidade de número de hepatócitos (QAh) (A) e células intersticiais (QAint) (B) no fígado de 

camundongos não infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrão e 

hiperproteica, com 20 semanas pós-infecção. 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP, 

n=7; HP, n=9) 20 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. ξDiferença do 

grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta padrão (P<0,05); *Diferença 

do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo sadio com dieta hiperproteica 

(P<0,05); #Diferença do grupo sadio com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta 

hiperproteica (P<0,05).  Análise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls. 

 

4.5.3 Análise microscópica dos Granulomas hepáticos – Coloração HE 

 

A partir da análise microscópica, os granulomas hepáticos de camundongos infectados 

por S. mansoni apresentaram característica morfológica involutiva, caracterizada por 

granulomas menores, com celularidade menos pronunciada e um acúmulo acentuado de 

material amorfo eosinofílico ao redor dos ovos de S. mansoni (FIGURA 29). Os animais com 

dieta hiperproteica apresentaram bainha granulomatosa bem definida, baixa celularidade, fibras 

colágenas circunferenciais ao redor dos ovos. Animais tratados com dieta padrão apresentaram 

tamanho semelhante do granuloma, porém com maior celularidade do infiltrado inflamatório 

ao redor do ovo de S. mansoni. 
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Figura 29 - Fotomicrografias representativas dos granulomas hepáticos de camundongos infectados com S. 

mansoni alimentados com dieta hiperproteica e padrão na fase crônica da infecção. 

 

 
Fonte: Da autora 

Nota: (Microscopia de campo claro, coloração: hematoxilina-eosina). HPc-I, grupo infectado, dieta 

hiperproteica, fase crônica; DPc-I, grupo infectado, dieta padrão, fase crônica. Os cortes evidenciam 

granulomas caracterizados pelo ovo do parasito disposto centralmente circundado por um intenso 

infiltrado inflamatório. 
 

 

4.5.3.1 Análise Histomorfométrica dos granulomas 

 

Os resultados da análise dos granulomas dos animais infectados com S. mansoni 

encontram-se apresentados nas Figuras 30 e 31. Como pode se observar na Figura 30, o número 

e a área dos granulomas foi similar entre os grupos, não apresentando diferença estatística na 

comparação entre os animais com dieta hiperproteica e os animais com dieta padrão (P>0,05).  

  

Figura 30 - Densidade de número (QAg) (A) e área dos granulomas esquistossomóticos (B) no fígado de 

camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta padrão ou hiperproteica, na fase 

crônica da infecção. 

 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrão; HP, dieta 

hiperproteica. Análise teste t de student. 

 

 



105 
 

Em relação aos diâmetros e volume do granuloma (FIGURA 31), houve diferença 

estatística apenas quando se avaliou o diâmetro maior (P<0,05); o diâmetro menor e o volume 

do granuloma não apresentaram diferença significativa do grupo com dieta hiperproteica em 

relação ao grupo com dieta padrão (P>0,05). 

 

Figura 31 – Diâmetro menor (A), diâmetro maior (B) e volume (C) dos granulomas esquistossomóticos 

no fígado de camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta padrão ou 

hiperproteica, na fase crônica da infecção. 

 

 
Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrão; HP, dieta 

hiperproteica. φ Diferença do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo 

infectado com dieta padrão (P<0,05). Análise teste t de student. 
 

 

4.5.3.2 Quantificação da celularidade   

 

A contagem das células MN na bainha do granuloma mostrou aumento significativo 

(P<0,05) na fase crônica no grupo HPc-I (10413,85 ± 2372,22/mm2) quando comparado ao  

grupo DPc-I (8323,43 ± 1743,15/mm2) (FIGURA 32A). Em relação as células PMN, como 

mostrado na Figura 32B, ocorreu o inverso, as células PMN mostraram-se aumentadas nos 

animais DPc-I (2790,86 ± 1522,79/mm2) quando comparado ao grupo HPc-I (1402,53 ± 

1098,19/mm2). A contagem de leucócitos totais foi semelhante nos dois grupos e não foi 

encontrada diferença estatística (P>0,05) (FIGURA 32C). 



106 
 
Figura 32 - Contagem do número de células mononucleares (A), polimorfonucleares (B) e leucócitos totais (C) 

na bainha de granulomas esquistossomóticos do fígado de camundongos infectados com S. 

mansoni alimentados com dieta padrão ou hiperproteica, na fase crônica da infecção. 

 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrão; HP, dieta 

hiperproteica. φ Diferença do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação ao grupo infectado 

com dieta padrão (P<0,05). Análise teste t de student. 

 

 

4.5.4 Análise microscópica dos granulomas hepáticos – Coloração picrosirius 
 

 

 Na Figura 33 pode-se observar granulomas com fibras colágenas evidenciadas em 

vermelho (microscopia de campo claro) ou em tons brilhantes de vermelho, amarelo ou verde 

(microscopia de polarização). A acentuada deposição, bem como a organização das fibras de 

colágeno mais espessas reforçam a caracterização granulomatosa involutiva predominante em 

ambos os grupos infectados. Sob luz polarizada, foi possível identificar a presença de fibras de 

colágeno em diferentes estágios de maturação. O colágeno mais espesso (tipo I) marcado pela 

birrefringência laranja e vermelha, e o colágeno mais recente formado por fibras delgadas (tipo 

III) com birrefringência verde-amarelada (BEDOYA et al., 2016). Os animais com DP 

apresentaram maior acúmulo de colágeno, especialmente do tipo I, e bainha granulomatosa 

mais espessa. Os animais com HP apresentaram moderado acúmulo de fibras colágenas com 

maior grau de compactação e organização circunferencial em torno dos ovos de S. mansoni 

(FIGURA 33). 
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Figura 33 - Fotomicrografias representativas dos granulomas hepáticos de camundongos infectados com S. 

mansoni alimentados com dieta hiperproteica e padrão na fase crônica da infecção. 

  

 
Fonte: Da autora 

Nota: (Imagens primeira linha: Microscopia de campo claro, coloração: picrosirius; Imagens segunda linha: 

Microscopia sob luz polarizada, coloração: picrosirius). HPc-I, grupo infectado, dieta hiperproteica, 

fase crônica; DPc-I, grupo infectado, dieta padrão, fase crônica. Os cortes evidenciam granulomas 

caracterizados pelo ovo do parasito central circundado por fibras colágenas. 

  

4.5.4.1 Análise histomorfométrica dos granulomas 

 

Em relação ao estágio evolutivo dos granulomas, foi possível observar nas Figuras 34A e 

34B que o número de granulomas produtivos e de granulomas fibrosos foi ligeiramente maior 

nos animais com dieta padrão em comparação aos animais com dieta hiperproteica, mas não 

diferiu estatisticamente entre os grupos (P>0,05).  
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Figura 34 – Densidade de número de granulomas esquistossomóticos - granulomas produtivos (A) 

e granulomas fibrosos (B) no fígado de camundongos infectados com S. mansoni 

alimentados com dieta padrão ou hiperproteica, na fase crônica da infecção. 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrão; HP, 

dieta hiperproteica. Análise teste t de student. 

 

4.5.4.2 Quantificação de colágeno  

 

A Figura 35 ilustra como foram obtidos os resultados de quantificação do colágeno a 

partir das imagens coradas com picrosirius sob luz polarizada.  

 

Figura 35 - Fotomicrografia representativa de granuloma hepático de camundongo infectado com S. mansoni 

alimentado com dieta padrão na fase crônica da infecção e suas respectivas imagens no Programa 

ImageJ. 

 

Fonte: Da autora 

Nota: (Microscopia de luz polarizada, coloração: picrosirius). DPc-I, grupo infectado, dieta padrão, fase 

crônica. A figura mostra o conteúdo de colágeno na imagem à direita inferior como pontos pretos em 

fundo branco.  

 
A distribuição de colágeno no grupo com dieta padrão foi superior aos animais com dieta 

hiperproteica (FIGURA 36), mas tal diferença não foi significativa entre os grupos (P>0,05). 
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Figura 36 – Área relativa de colágeno no fígado de camundongos infectados com S. mansoni 

alimentados com dieta padrão ou hiperproteica, na fase crônica da infecção. 
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Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± erro padrão. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrão; 

HP, dieta hiperproteica. Análise teste t de student. 

 

 

4.6 ANÁLISE MICROSCÓPICA DO INTESTINO 

  

Em camundongos sadios (HPc-S e DPc-S) foi observada microestrutura intestinal 

preservada, com característica bem definida das camadas mucosa, submucosa e muscular da 

parede do intestino grosso. Além disso, o epitélio intestinal apresentou células absortivas e 

caliciformes evidentes, principalmente distribuídas nas criptas intestinais. Nos animais com 

dieta HP submetidos à infecção, foi possível observar a presença de ovos e granulomas na 

mucosa e submucosa do órgão intestinal, além de criptas intestinais menores. Nessas regiões, 

foi identificado intenso infiltrado inflamatório. Nos animais do grupo DPa-I, notou-se 

deposição de ovos, mas a presença de granulomas não foi evidente. Entretanto, encurtamento 

de criptas intestinais e marcante infiltrado inflamatório nas camadas mucosa, submucosa e 

muscular também foi detectado (FIGURA 37).  
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Figura 37 - Fotomicrografias representativas do intestino grosso de camundongos não infectados e infectados 

com S. mansoni alimentados com dieta padrão ou hiperproteica na fase crônica da infecção.  

 

 
Fonte: Da autora 

Nota:  Microscopia de campo claro, coloração: hematoxilina-eosina. HPc-S, grupo sadio com dieta 

hiperproteica, fase representativa de infecção crônica; HPc-I, grupo infectado com dieta hiperproteica, 

fase crônica; DPc-S, grupo sadio com dieta padrão, fase representativa de infecção crônica; DPc-I, 

grupo infectado com dieta padrão, fase crônica.  Nos grupos HPc-S e DPc-S notaram-se preservação 

das estruturas intestinais. Ponta de seta: célula caliciforme; colchete simples: epitélio intestinal; 

colchete duplo: camada muscular; seta de duas pontas: camada mucosa; seta: ovo de S. mansoni. 

 

4.6.1 Morfometria do intestino  

 

A camada muscular interna aumentou significativamente nos animais do grupo sadio 

com DP quando comparados com os animais do grupo infectado com DP, 20 semanas pós-

infecção (P<0,05) como apresentado na Figura 38B. Quando se avaliou a espessura da muscular 

da mucosa (FIGURA 38C) verificou-se que os animais sadios com HP diferiram 

estatisticamente dos animais infectados com a mesma dieta. Além disso, quando comparou-se 

os animais infectados, o grupo com DP apresentou maior medida em comparação ao grupo com 

HP (P<0,05). Na análise da camada muscular externa (FIGURA 38A) observou-se resultados 

semelhantes aos apresentados na Figura 38C, mas não foram encontradas diferenças 

significativas entre os grupos. Da mesma forma, a espessura do epitélio (FIGURA 38D) 
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mostrou-se regular em todos os grupos e não diferiu entre os mesmos quando fez-se a 

comparação (P>0,05). Quanto à espessura da mucosa (FIGURA 38E), os animais do grupo 

sadio com dieta hiperproteica apresentaram maior espessura em relação aos outros grupos, 

encontrando-se diferença estatística quando comparados ao grupo infectado com a mesma dieta 

e ao grupo sadio com DP (P<0,05).  

 

Figura 38 – Espessura das camadas da mucosa (epitélio, mucosa e muscular da mucosa) e da camada 

muscular (muscular externa e muscular interna) do intestino grosso de camundongos não 

infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrão e hiperproteica, 

com 20 semanas pós-infecção. 

 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Os valores representam a média ± desvio padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados 

(DP, n=7; HP, n=9) 20 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. 
ξDiferença do grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo sadio com dieta padrão 
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(P<0,05); φDiferença do grupo infectado com dieta padrão em relação ao grupo infectado com 

dieta hiperproteica (P<0,05); *Diferença do grupo infectado com dieta hiperproteica em relação 

ao grupo sadio com dieta hiperproteica (P<0,05); #Diferença do grupo sadio com dieta padrão em 

relação ao grupo sadio com dieta hiperproteica (P<0,05).  Análise Two-way ANOVA post-test 

Student-Newman-Keuls. 

 

 

Como observado na Figura 39A, os animais sadios apresentaram média de comprimento 

de cripta ligeiramente superior às dos animais infectados, mas houve diferença apenas quando 

se comparou os animais infectados e sadios que receberam dieta hiperproteica (P<0,05). Além 

disso, entre os animais infectados, o grupo com dieta hiperproteica apresentou menor 

comprimento de cripta comparado ao grupo com DP (P<0,05). Já na Figura 39B, pode-se 

perceber que a largura da cripta foi semelhante entre os grupos e não diferiram estatisticamente 

quando comparados (P>0,05). 

 

Figura 39 – Comprimento (A) e largura (B) das criptas do intestino grosso de camundongos não infectados 

e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrão e hiperproteica, com 20 semanas 

pós-infecção. Os valores representam a média ± erro padrão. 

 

 

Fonte: Da autora 

Nota: Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP, n=7; HP, n=9) 20 semanas pós-infecção. DP, 

dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. φDiferença do grupo infectado com dieta padrão em relação 

ao grupo infectado com dieta hiperproteica (P<0,05); *Diferença do grupo infectado com dieta 

hiperproteica em relação ao grupo sadio com dieta hiperproteica (P<0,05). Análise Two-way 

ANOVA post-test Student-Newman-Keuls. 

 

A área dos gânglios mioentéricos e o número de células pela área dos gânglios 

encontram-se apresentados nas Figuras 40A e 40B. Os animais infectados apresentaram 

aumento da área dos gânglios em relação ao grupo não infectado, principalmente no grupo com 

dieta padrão, mas não houve diferença significativa entre os grupos (P>0,05). A quantificação 

de células pela área do gânglio mostrou número semelhante entre os grupos sadios e infectados, 

independente da dieta, os quais não apresentaram diferença estatística entre si (P>0,05), às 20 

semanas de infecção (FIGURA 40B). 
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Figura 40 – Área dos gânglios (A) e número de células dos gânglios (B) do intestino grosso de 

camundongos não infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrão e 

hiperproteica, com 20 semanas pós-infecção. 

 

  

Fonte: Da autora 

Nota:  Os valores representam a média ± erro padrão. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados 

(DP, n=7; HP, n=9) 20 semanas pós-infecção. DP, dieta padrão; HP, dieta hiperproteica. Análise 

Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls. 

 

4.7 MORTALIDADE 

 

 A taxa média de mortalidade dos animais foi 15,5 ± 0,06%, não diferindo 

estatisticamente entre os grupos. Foi possível verificar que os animais alimentados com dieta 

hiperproteica apresentaram média de mortalidade menor (10%) que os grupos alimentados com 

dieta padrão (21,1 ± 1,55%). Quando se avaliou o efeito da doença na taxa de mortalidade, a 

média foi semelhante quando se comparou os grupos de animais infectados (16,1± 8,62) e 

sadios (15 ± 7,07).  

 

Tabela 7 – Taxa de mortalidade 

Grupos experimentais 
Número de camundongos 

experimentados 
Mortalidade 

(Eventos/grupo) 

Taxa de 

mortalidade (%) 

DPc-I 9 2 22,2 

DPc-S 10 2 20,0 

HPc-I 10 1 10,0 

HPc-S 10 1 10,0 

Fonte: Da autora 

Nota: DPc-I: animais infectados, dieta padrão e fase crônica; DPc-S: animais sadios, dieta padrão e fase 

representativa de infecção crônica; HPc-I: animais infectados, dieta hiperproteica, fase crônica; HPc-S: 

animais sadios, dieta hiperproteica, fase representativa de infecção crônica. 
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5 DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 

A elucidação dos mecanismos responsáveis pela patogênese da esquistossomose 

mansônica requer o desenvolvimento de um modelo experimental que contribua para esclarecer 

aspectos imunopatológicos da parasitose, particularmente aqueles associados à formação de 

granulomas e subseqüente fibrogênese hepática (ABATH et al., 2006). No entanto, são 

escassas, na literatura, referências sobre o perfil patológico e imunológico de camundongos 

infectados com dieta hiperproteica, considerando que o estado nutricional do hospedeiro é tido 

como um dos prováveis fatores coadjuvantes nessa infecção parasitária (MEKONNEN et al., 

2014; ADENOWO et al., 2015; GOES et al., 2012; BARROS et al., 2014).  

Os resultados encontrados demonstraram que o consumo de dieta e a ingestão energética 

foi maior nos animais alimentados com dieta hiperproteica na fase crônica da doença. Mesmo 

sabendo-se que a proteína é o macronutriente mais saciável, tanto os animais infectados quanto 

os sadios tiveram maior consumo da dieta hiperproteica, provavelmente por ser a mais palatável 

(PESTA; SAMUEL, 2014). Além da influência da dieta na ingestão energética, a análise da 

interação dos fatores mostra que a doença também interferiu no resultado, uma vez que os 

animais sadios com diet hiperproteica apresentaram maior ingestão na fase crônica da doença. 

Em relação ao consumo diário de dieta, o tratamento influenciou, mas a doença não. De 

qualquer forma, sabe-se que a infecção por S. mansoni pode aumentar o gasto metabólico do 

hospedeiro, requerendo um maior consumo energético na tentativa de amplificar a resposta 

imunológica para restringir as lesões teciduais causadas pelos parasitos, entretanto, a menor 

ingestão alimentar pelos animais infectados pode ser devido aos sintomas clínicos 

característicos da forma hepatointestinal da doença crônica que em geral apresentam-se como 

sensação de plenitude gástrica, náuseas, vômitos, flatulência e anorexia, associados à dor 

abdominal (COUTINHO et al., 2010; ZAPATERA et al., 2015; SOUZA et al., 2011). 

É possível que esse seja também um dos motivos pelos quais a dieta hiperproteica não 

mostrou diferença estatística para ganho de peso e Índice de Lee, que é um preditor para 

obesidade e tem forte correlação com massa gorda (NOVELLI et al., 2007). Entretanto, 

Hernandez-Alonso et al. (2015) avaliaram o efeito do consumo de dieta hiperproteica a longo 

prazo sobre mudanças de peso corporal de indivíduos sadios e concluíram que esse alto 

consumo de proteínas pode estar relacionado com um maior risco de ganho de peso. Por outro 

lado, outros estudos indicam que dietas hiperproteicas (>30% de ingestão de energia), têm 

promovido perda de peso, melhora da composição corporal e resposta glicêmica controlada em 

humanos e modelos animais (FRENCH et al., 2017). 
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Mesmo diante das alterações intestinais observadas nos animais infectados, confirmou-

se que o conteúdo proteico disponibilizado aos animais foi aproveitado, em função da alta 

absorção de nitrogênio da dieta obtida. A digestibilidade é determinada pela fração de 

nitrogênio ingerido que o animal absorve, sendo que o nitrogênio absorvido é obtido pela 

diferença do nitrogênio ingerido e aquele que aparece nas fezes (COSTA et al., 2014). 

Esperava-se o resultado encontrado, uma vez que a maior parte dos nutrientes já foram 

absorvidos no intestino delgado e ao intestino grosso competem outras funções tais como 

fermentação e absorção de água (WIELEN; MOUGHAN; MENSINK, 2017). Assim, não 

necessariamente a alteração no intestino implicaria em uma alteração na digestibilidade. Mas, 

de qualquer forma, faz-se essencial avaliar o intestino grosso, porque ele é o principal foco de 

escape dos ovos para as fezes (AMARAL et al., 2017; DIAS et al., 2018). 

Por outro lado, ofereceu-se uma dieta contendo caseína como principal fonte, sendo que 

esta apresenta alto valor nutricional comparada a outras fontes protéicas e tem conteúdo 

relativamente alto de aminoácidos essenciais e boa digestibilidade (HOFFMAN; FALVO, 

2004; DÍAZ-RÚA et al., 2017).  De qualquer forma, não se sabe se o nitrogênio fecal foi 

proveniente apenas da proteína da dieta, já que a digestibilidade aparente não leva em conta o 

nitrogênio excretado nas fezes como resultado de perda endógena da microbiota intestinal ou 

descamação celular do tubo digestivo (COSTA et al., 2014). 

As alterações dos pesos do fígado estão relacionadas com a patologia da 

esquistossomose que ocorre devido a um grande número de ovos que ficam presos em tecidos 

como o fígado, em que a reação do hospedeiro resulta em inflamação granulomatosa, com 

consequente desenvolvimento de hepatoesplenomegalia, quadro característico da fase avançada 

da esquistossomose mansônica, tanto nos camundongos infectados com dieta padrão como nos 

alimentados com dieta hiperproteica (ANDRADE, 2009; STAVITSKY, 2004; GRYSSELS, 

2012; SILVA et al., 2012). 

 Além disso, a hepatomegalia guardou relação com a infecção pelo S. mansoni e também 

com a ingestão proteica. O aumento das reservas protéicas e a presença dos granulomas e seus 

constituintes explicam o maior aumento ponderal verificado no grupo hiperproteico infectado.  

A determinação da gordura visceral em animais tem recebido importância devido a sua 

associação com alterações metabólicas, bioquímicas e aumento do risco de aparecimento de 

doencas crônicas (ESTADELLA et al., 2004). Nesse trabalho, a dieta não impactou de forma 

diferente na gordura periepididimal, mas a doença sim, uma vez que os animais infectados 

apresentaram menor peso de gordura do que os animais sadios. A doença tem provado ser 
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importante fator de risco para o desenvolvimento de má nutrição e deterioração orgânica 

associada à infecção (KATONA; KATONA-APTE, 2008).  

A quantificação da lesão do fígado baseada na estereologia tem sido uma ferramenta útil 

para estudos de esquistossomose mansônica (FRIIS et al., 1998; NEVES et al., 2006; BARROS 

et al., 2009; MACHADO-SILVA, 2010). A análise da interação do tipo de dieta e a condição 

de saúde dos animais, mostrou que a doença influenciou nos danos na estrutura hepática, mas 

a dieta não. Isso porque houve redução no volume e número de hepatócitos dos camundongos 

infectados. Além disso, o aumento da densidade de volume do tecido conjuntivo nos grupos 

infectados sugere um processo reativo compensatório do estroma em resposta à lesão do 

parênquima hepático (CORDERO-ESPINOZA; HUCH, 2018). Curiosamente, quando se 

avaliou a densidade de número de células intersticiais nos animais sadios, verificou-se maior 

número no grupo com dieta hiperproteica. O fígado é o principal órgão que manipula os 

macronutrientes ingeridos e está associado ao início de diferentes patologias. Nesse sentido, 

Díaz-Rúa et al. (2017) explicam que ao analisar o fígado de ratos com ingestão prolongada de 

dieta hiperproteica rica em caseína (45%), os parâmetros relacionados à lesão hepática ficam 

aumentados e resulta em elevação dos sinais de risco à saúde (aumento da inflamação, 

alterações no equilíbrio ácido-base e estresse oxidativo). 

 No início da fase crônica, os granulomas são observados em vários estágios de 

evolução, incluindo formas involutivas com baixa celularidade e alta densidade de colágeno 

(DIAS et al., 2019). Durante a fase crônica, a reação inflamatória é contrabalançada pela 

destruição dos granulomas mais antigos e, em geral, os granulomas da esquistossomose são 

menores (HAMS et al., 2013; AMARAL et al., 2017). A fase crônica mais avançada é grave, 

sendo predominantemente caracterizada por fibrose hepática periportal (DIAS et al., 2019). 

Em 1964, Andrade e Warren demonstraram uma diminuição no tamanho dos 

granulomas formados ao redor dos ovos do S. mansoni que ocorre na fase crônica da doença, 

assim como alterações nos constituintes celulares e não celulares que participam desse processo 

inflamatório. Esse fenômeno na diminuição do tamanho do granuloma observado na infecção 

tardia tem sido chamado de modulação ou modulação imunológica (RASO et al., 2012). A 

resposta imune do hospedeiro contra os antígenos dos ovos é mais intensa na fase aguda da 

infecção, diminuindo durante a fase crônica. Isso acontece porque durante a fase crônica ocorre 

uma diminuição na produção de mediadores inflamatórios Th1 (IL-1, IL-2, IL-6, IFN-γ) ao 

mesmo tempo em que se verifica um ligeiro aumento na secreção de mediadores Th2 (IL-4, IL-

5, IL-13, IL-17), bem como moléculas de células T reguladoras (IL-10 e TGF-β) (BARSOUM; 

ESMAT; EL-BAZ, 2013). Essa transição no perfil de citocinas produzidas leva a uma 
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diminuição do tamanho dos granulomas recentemente formados (PEARCE; MACDONALD, 

2002). Entretanto, não foram evidenciadas diferenças na modulação de acordo com o tipo de 

dieta consumido pelos animais, uma vez que não houve diferença estatística entre os grupos em 

relação ao tamanho e número de granulomas. Sabe-se que o número de granulomas também 

pode variar de acordo com a oviposição por fêmeas de S. mansoni, nível de retenção de ovos 

nos tecidos do hospedeiro, linhagem do animal e do parasito (LENZI et al., 2006; ARAÚJO et 

al., 2019) 

A composição celular do granuloma esquistossomótico inclui eosinófilos, macrófagos, 

linfócitos, neutrófilos, mastócitos e fibroblastos (SOUZA et al., 2011). Após quantificação da 

celularidade da bainha do granuloma, verificou-se que na fase crônica as células 

polimorfonucleares estavam aumentadas no grupo com dieta padrão e as células mononucleares 

foram predominantes no grupo com dieta hiperproteica. Sendo que em geral, a fase crônica 

apresentou células mononucleares em maior número. Esse aumento de células mononucleares 

está intimamente ligado à resposta Th2 que está relacionada com o desenvolvimento da doença 

crônica (PEARCE; MACDONALD, 2002).  

Na fase crônica, os animais infectados com S. mansoni apresentaram granulomas 

involutivos mais pronunciados, com presença de mais fibras de colágeno, entretanto, não houve 

diferença entre os grupos com dieta hiperproteica em relação aos animais com dieta padrão. 

Estudo recente de infecção por S. mansoni realizado por Araújo et al. (2019) também encontrou 

bainha granulomatosa com reduzida celularidade, marcada deposição de matriz colagenosa 

eosinofílica e fibras de colágeno dissociadas. Como consequência da imunomodulação, 

granulomas tendem a reduzir seus tamanhos e tornarem-se mais fibróticos (AMARAL et al., 

2017).  

Da mesma forma, o grupo que recebeu dieta hiperproteica não diferiu do grupo com 

dieta padrão quanto ao conteúdo de colágeno na bainha do granuloma. Esse dado pode ter 

sofrido interferência do baixo número de áreas histológicas analisadas nos grupos em estudo. 

De qualquer forma, a nutrição adequada do hospedeiro favorece a resposta inflamatória, 

contribuindo para o aumento da colagenização (COUTINHO, 2004). Por outro lado, a 

deficiência de proteínas interfere diretamente nas alterações do tecido conjuntivo que ocorrem 

na esquistossomose hepática murina (COUTINHO et al., 2003). Em análise morfométrica 

(coloração picrosirius) realizada por Barros et al. (2014) revelaram que durante a fase crônica, 

a síntese de colágeno nos camundongos desnutridos é menor que no grupo bem nutrido. Além 

disso, esses mesmos autores avaliaram o conteúdo de colágeno por hidroxiprolina no estágio 

crônico da esquistossomose, e também verificaram menor quantidade de colágeno 
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(aproximadamente quatro vezes menor) no grupo com dieta hipoproteica quando comparado 

aos animais bem nutridos (dieta normoproteica). 

No nosso estudo, não foi feita a quantificação dos tipos de colágeno, mas pode-se 

perceber a presença dos tipos de colágeno I e III através da microscopia, sendo notável a 

presença de fibras de colaração avermelhada, tanto nos animais com dieta padrão quanto no 

grupo com hiperproteica. Picrosirius é uma coloração seletiva de tecido conjuntivo que permite 

análise qualitativa das fibras colágenas do tecido conjuntivo. Quando observada sob luz 

polarizada, pela diferença na interferência de cores, na intensidade e na birrefringência dos 

tecidos corados, essa coloração permite a diferenciação principalmente das fibras tipo I 

(birrefringência laranja- amarelado a laranja e vermelha) e tipo III (birrefringência verde ou 

verde-amarela) (BEDOYA et al., 2016). 

Como esperado, camundongos pertencentes aos grupos sadios apresentaram estruturas 

intestinais preservadas. Nos animais submetidos à infecção, foi possível observar a presença de 

ovos na mucosa e submucosa do órgão, com ou sem a presença de granulomas. A presença de 

granulomas pode levar a alterações na arquitetura da mucosa intestinal (SIQUEIRA et al., 

2010).  

Comparados aos camundongos alimentados com dieta padrão, os animais com dieta 

hiperproteica demonstraram maior espessura das camadas mucosa, muscular da mucosa e 

comprimento de criptas e menores espessuras da camada muscular interna. Azevedo et al. 

(2014) relataram que os animais bem nutridos (20% de proteína) normalmente apresentam a 

mucosa do intestino mais espessa, quando comparados aos desnutridos, sendo a perda da 

mucosa uma ocorrência frequente nos animais com dieta hipoproteica (4% de proteína). 

Embora a esquistossomose afete a mucosa intestinal, há poucos estudos sobre sua avaliação em 

termos de mudanças na mucosa. As alterações histológicas podem ser devido à presença de 

ovos e granulomas observados nas camadas muscular e mucosa. Couto e seus colaboradores 

(2002) avaliaram alterações estruturais na mucosa jejunal de camundongos infectados com S. 

mansoni alimentados com dieta hipoproteica (5% de proteína) e normoproteicas (20% de 

proteína) e consideraram que nos seus estudos morfométricos a espessura da mucosa jejunal foi 

maior nos animais infectados devido à inflamação e formação dos granulomas, tendo as dietas 

pouca influência nesse resultado.  

No intestino grosso dos animais infectados com S. mansoni a resposta inflamatória ao 

redor dos ovos do parasito é útil para que estes consigam atravessar as camadas do intestino em 

direção à luz do órgão para serem eliminados juntamente com as fezes, completando o ciclo de 

vida do parasito (AMARAL et al., 2017; DIAS et al, 2018). 
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Sabe-se que no intestino encontramos dois plexos ganglionares que fazem parte do 

sistema nervoso entérico, o mioentérico e o submucoso. Os sistemas nervoso e endócrino 

controlam em conjunto movimentos intestinais, secreção de suas glândulas, participam 

indiretamente nos processos de digestão e absorção de nutrientes. Além disso, estão envolvidos 

em muitos processos fisiológicos e mesmo em processos patológicos do trato digestivo 

(FREITAS-RIBEIRO et al., 2012). Portanto, avaliamos a área de gânglios dispersos ao longo 

do intestino grosso dos animais e verificamos que as áreas dos gânglios se apresentaram maiores 

no grupo de animais infectados, mas não diferiram estatisticamente entre os grupos. Os gânglios 

encontrados neste plexo variam no tamanho e na forma (GABELLA, 1981). Por outro lado, na 

presença da infecção os gânglios podem ser mais exigidos para garantir o peristaltismo e, 

portanto, apresentarem-se aumentados. 

A taxa de mortalidade analisada ao longo do experimento não evidenciou diferença 

estatisticamente significativa na sobrevivência dos grupos experimentais avaliados, de forma 

que nem a infecção e nem a dieta influenciaram nesse resultado. Sugere-se que o cuidado no 

manejo rotineiro e na manutenção dos animais no decorrer da pesquisa tenha contribuído para 

aumentar o bem-estar animal. 

Diante disso, os achados histopatológicos e estereológicos indicaram que os grupos 

infectados sofreram remodelamento patológico. Esse achado foi consistente com os danos 

teciduais característicos da esquistossomose crônica, especialmente no fígado (LENZI et al., 

2008; ANDRADE, 2009). Além disso, a dieta foi capaz de induzir danos morfológicos ao 

fígado e intestino desses animais, que além dos granulomas esquistossomóticos, apresentaram 

hipertrofia hepática, processo inflamatório e possível fibrose tecidual.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



120 
 

6 CONCLUSÃO 

 

Considerados em conjunto, os nossos achados indicaram que embora os animais 

infectados por S. mansoni tenham apresentado marcante remodelamento microestrutural no 

intestino grosso, essas alterações não foram suficientes para modificar a digestibilidade da dieta 

hiperproteica. Além disso, os animais infectados e tratados com dieta hiperproteica 

apresentaram menor ingestão energética em relação aos sadios. Dessa forma, uma menor 

ingestão alimentar pode ser devido aos sintomas clínicos característicos da forma 

hepatointestinal da doença crônica, principalmente perda de apetite. Entretanto, a infecção por 

S. mansoni aumenta o gasto metabólico do hospedeiro, requerendo um maior consumo 

energético, sendo essa proposição reforçada pela drástica redução da gordura periepididimal 

nos grupos infectados.  Isso pode acontecer na tentativa de amplificar a resposta imunológica 

para restringir as lesões teciduais causadas pelos parasitos, incluindo a inflamação 

granulomatosa que se estabelece em múltiplos órgãos e tecidos. Embora a dieta hiperproteica 

não tenha influenciado no número e volume dos granulomas, pôde-se evidenciar hipertrofia 

hepática acompanhada de redução da densidade de hepatócitos em animais tratados com dieta 

hiperproteica. Diante disso, evidencia-se que a dieta hiperproteica possa favorecer danos 

morfológicos teciduais, especialmente hepáticos, característicos da patogênese da 

esquistossomose. 
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