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ATIVIDADE DISSACARIDASICA INTESTINAL DA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONICA. ESTUDO EVOLUTIVO EM CAMUNDONGOS COM DIFERENTES
CARGAS DE INFESTAGAO

M. G. A, SADEK (1); D, R. BORGES (2) & S. J. MISZPUTEN (2)

RESUMO

A esquistossomose mansOnica compromete varios orgdos, sendo o intestino
¢ o figado 0s mais agredidos. Com a intengdo de verificar o comprometimento do
intestino delgado, dependente da intensidade e do tempo de infeccio pelo Schis-
losoma mansoni, analisouse a atividade das dissacaridases — lactase, sacarase
e maltase — em 112 camundongos, distribuidos em 3 grupos: grupo I — controle,
grupo II — infestado com 30 cercdrias, grupo III — infestado com 60 cercdrias.
Observamos uma diminuicio da atividade lactdsica, sacardsica e maltdsica do in-
testino delgado, decorrente da infestagio esquistossomdtica, do tempo de infes-
tacdo e da alteraciio entre ambos. O ilec é o segmento que demonstrou maior sen-
sibilidade a esquistossomose, tendo uma diminuicio das suas dissacaridases a
partir da fase inicial de infestacdo. Opostamente, o jejuno s6 mais tardiamente
mostra essas alteracfes, exceto em relacio a lactase. Detectou-se um aumento da
atividade dissacariddsica, inclusive para a lactase, em todos os grupcs, com a
evolugio etdria dos animais, quantitativamente menor nos infestados. Cargas '
de 30 e 60 cercdrias devem ser consideradas de mesmo porte, pois produz1ram

1edu9ao semeihante na atividade dissacariddsica.

UNITERMOS: Esquistossomose mansdnica — Dissacaridases.

INTRODUQCAO

A esquistossomose mansonica 6 uma para-
sitose que atinge, endemicamente, diversas re-
gifes do mundo: Ameéricas do Sul e Central,
Africa e Oriente Médio, estimando-se que
200.000.000 de pessoas estejam afetadas 3. Ovos
do parasita podem se localizar na parede do in-
testino induzindo inflamacfo, fibrose e forma-
¢io de granuloma, no figado causando fibrose
hepdtica ¢ hipertensfio portal, ou se instalar
ectopicamente nos pulmées, medula espinhal
ou outros tecidos,

Dos érgios comprometidos, o intestino del-
gado ¢ 0 que apresenta maior concentracfo de
ovos L3, Enfretanto, ainda nao existe um con-
senso quanto ao acometimento morfo-funcio-

nal deste segmento do tubo digestivo. Alguns
trabalhos mostram o aspecto normal das vilo-
sidades intestinais em humanos e animais de
experimentacfo %5.242%, Contudo, VENGESA &
LEESE 3 encontraram uma camada grossa de
muco e erosdes celulares no dpice das vilosida-
des intestinais. PORTO DE MELQ 2 e NIGRO ¢
notaram diminuicio significativa da altura das
vilosidades intestinais em camundongos infes-
tados experimentalmente e em humanos esquis-
tossomdticos, respectivamente.

£m relagio ao estado absortivo nesta pato-
logia hd pesquisas que referem absorgio nor
mal de D-xilose 1215, de glicose, metionina e pro-
pianato de sddio¥, de trioleina marcada 15, de
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glicose 13, assim como excrecio normal de pbli-
vinil pirrolidona!ll. Qutros trabalhos relatam
diminuicdo na absorgio de gorduras e protei-
nas &2, eliminacdo urintdrio diminuida de D. xi-
lose e excreciio fecal anormal de gordura 19, di-
minuigdo na absorgéo de glicose 2 e redugdo do
transporte intestinal de glicose e sorbitol #.

O acometimento do equipamento enzimiati-
co intestinal pela esquistossomose mansénica
tem sido pouco pesquisado. MISZPUTEN 7 es-
tudou as atividades das dissacaridases jejunais-
maltase, sacarase ¢ lactase — em doentes por-
tadores de esquistossomose mansdnica ¢ con-
cluill nfo haver diferengas daguelas enzimas en-
tre doentes e individuos normais.

Dos modelos experimentais utilizados o
hanster e o camundongo sio os que apresen-
tam maior suscetibilidade ao 8. mansoni, sem
a ocorréncia de tnorte espontanea do parasita.
Além disso, estes dois animais conseguem re-
produzir todos os eventos fisiopatoldgicos da
infestaciio, com envolvimento intestinal, hepi-
tico, esplénico, presenga de granulomas e posi-
tividade do protoparasitoldégico, em semelhan-
¢a as alteragdes observadas no homem. Outros
animais como a cobaia, o coelho, 0 rato e o
macaco apresentam maior resisténcia a infes-
tacio 493,

Tendo em mente a estreita correlaciio his-
to-funcional enire o epitélio de revestimentio
vilositario e as enzimas por ele produzidas ¥,
pretendemos, com este trabalho, identificar em
camundongos infestados pelo 8. mansoni, o grau
de comprometimento de uma das funcfes do
epitélio de revestimento vilositdrio através do
estudo da atividade das dissacaridases: lactase,
sacarase e maltase; comparando os vdrios tem-
pos de evolugio da parasitose quanto a sua
atuagio no equipamento enzimatico jejunal e
ileal, assim como a repercussfio de diferentes
cargas infestantes.

MATERIAL E METODO

Cento e doze camundongos albinos adultos
da linhagem Swiss. de ambos os sexos, foram
distribuidos em trés grupos:

Grupo I : 30 camundongos controles;
Grupo II : 38 camundongos infestados com 30
cercarias,
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Grupo III : 44 camundongos infestados com 60
cercarias. ’

Atingida a idade adulta, por volta de 40° dia
de vida, os camundongos dos grupcs II e III
foram infestados, respectivamente, com 30 ¢ 60
cercdrias de 8. mansoni da cepa Belo Horizon-
te, segundo técnica descrita por PETERS &
WARREN 2,

Os animais dos trés grupos foram pesados
imediatamente apds a infestagfio e no momento
do sacrificio.

Dois camundongos de cada grupo foram sa-
crificados de duas em duas semanas durante
30 semanas, em horario limitado entre 9:00 e
11:00 h, devido ao ritimo circadiano das dissa-
caridases 27,28,

Apos a separacao do intestino delgado do
restante do trato gastro-intestinal mediante sec-
¢Ges das junches gastro duodenal e ilec-cdlica,
procedeu-se a lavagem de sua luz com 30 ml ¢e
solucdo de NaCl 9g/L. Retirou-se de 7 a 10cm de
jejuno a partir do angulo duodeno-jejunal e de
7 a l0cm de ilea a 3cm da vdlvula ileo-cecal.
Apods seccio longitudinal desses fragmentos, se-
parcu-se sua camada mucosa pPor raspagem,
com auxilio de ld&mina de vidros.

Apods pesagem das mucosas jejunal e ileal
em balanga de precisio METTLER efetuou-se a
homogenizaggo manual, em banho de gelo, com
homogenizadores do tipo POTTER & ELVEH-
JEM, sendo 0s homogenatos estocados a -20°C
até sua manipulacio bioguimica.

As atividades das dissacaridases — lacta-
se, — sacarase e maltase — jejunais e ileais fo-
ram determinadas conforme metodologia des-
crita por DAHLQVIST 567, modificada: a dilui-
cdo usada para o ensaio da lactase foi 1:2 ou
1:5, o da sacarase 1:10 e o da maltase 1:50, A
100 zI, dos homogenatos diluidos, quando das
dosagens de sacarase e maltase, e a 200 gL quan-
do da lactase, adicionaram-se 100 £L de uma so-
lucdo de 0,056 mol/L do dissacdride correspon-
dente em fampdo maleato de sdédio 0,1 mi/l.
pH 6,0, Apds incubacio em banho-maria a 37°C,
durante periodo de tempo varidvel, conforme
a enzima estudada — lactase 60 minutos, saca-
rase € maltase 30 minutos — interrompeu-se a
reacio, colocando-se os tubos de ensaio em dgua
fervendo por 10 minutos. Submeteu-se os mes
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mos & centrifugagio durante 10 minutos a 2500
g; e 50 pL dos sobrenadantes foram usados pa-
ra dosagem de glicose pelo método da glicose
oxidase. A todo desconhecido correspondeu mm
branco, adicionando-se substrato somente na
etapa final da fervura. Todos os tubos foram
processados em duplicatas, Foram feitas duas
solugdes — padrio de glicose — 250 e 500 mg/L,
para as quais se preparou um branco com dgua
destilada.

A atividade especifica das enzimas foi ex-
pressa em unidade por grama de proteina. Pa-
ra tanto, a concentraciio proteica nos homoge-
natos de mucosa foi determinada pelo método
descrito por HARTREE 16,

Define-se uma unidade de atividade de dis-
sacaridase como a quantidade de enzima neces-
sdria para hidrolizar 1 pmol do substrato cor
respondente, na concentracio de 0,056 mol/L,
em pH 6,0, por minuto e a 37°C 7.

Procedimento estatistico

Com a finalidade de analisar estatisticamen-
te os dados, a varidvel tempo de infestacio te-
ve seus valores agrupados em 3 periodos: de 2
a 10, de 12 a 20 e de 22 3 30 semanas.

Aplicou-se a andlise de variancia (estatis-
tica ¥ de Snedecor) para avaliar os efeitos de-
vidos & carga infestante, ao tempo de infesta-
¢80 € & interacfio entre ambos. Obtidos valores
significantes ao nivel de 1%, foram calculados
0s contrastes de SCHEFFE 5, analisando separa-
damente o efeito diferencial do nimero de cer-
cdrias, do tempo de infestagfio e a variagio do
Peso, nos 3 grupos. Cada teste foi realizado pri-
meiro ao nivel de signficincia de 1% e, se ndo

ohtido, no de 5%.

Em relacio ao indice de mortalidade, quan-
do se compararam duas proporcgbes (porcenta-
gens observadas em dois grupos distintos), as
diferengas notadas foram testadas pelo meéto-
do do x? para um grau de liberdade, com nivet
de significancia de 1%.

RESULTADOS

Durante as 30 semanas, tempo de duracio
do experimento, nfo houve morte de animais
do grupo controle; porém, nos infestados o nu-
mero de obitos foi significante (grupo II: 38 ca-
mundongos — 8 mortes; grupo III: 44 camun-
dongos - 14 mortes).

O peso médio inicial dos camundongos de
cada um dos grupos fol praticamente o mesmo
para todes; e o ganho de peso foi semelhante
nos trés grupos.

Até o final do experimento, os animais in-
festados mostravam aspecto sadio, sendo im-
possivel distingui-los dos camundongos do gru-
po controle. Entretanto, apds o sacrificlo, nos
animais dos grupos II e¢ I1I pode-se observar: a
partir da 4a, semana granulactes finas ¢ difu-
sas na superficie do figado e do baco; a partir
da 6a. semana hepato-esplenomegalia e presen-
¢a de ovos nas camadas do jejuno e ileo vistos
pela microscopia dptica; a partir da 8a. sema-
na, friabilidade e espessamento do ileo.

A atividade das dissacaridases, tanto no je-
juno como no ileo, variou conforme o tempo
de evoluglo, a carga infestante e a interacio
entre ambos. Estes resultados estfo expressos
nas Tahbelas I, II e III.

TABELA I
Valores medios (# erro padrio) de atividade da lactase jejunal e ileal em U/g proteina segundo grupe e tempo de

evolugio.  (Numero de observagbes por casela igual a 10)
- i

Tempo de Lactase jejunal Lactase ileal
evolugio Grupo Grupo

em
semanas 1 I 111 1 o II1

2 a 10 76 x 1,9 ‘ 4.4 + 1,0 34 + 0,6 80 + 1.8 2,9 = 04 2,7 + 06
12 a 20 17,0 + 2,6 136 = 25 02 = 19 120 = 2.2 7h - 18 6,2 = 1,5
22 a 30 208 = 27 16,0 = 24 132 = 1,9 112 = 1,9 123 + 24 114 = 186
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TAEELA II
Valores médios (& erro padrio} da atividade da sacarase jejunal e ileal em U/g proteina segundo grupo e tempo de

evolugdon. (Numerc de observacdes por casela igual a 10)

Tempo de Sacarase jejunal Sacarase ifeal

evolugdo Grupo CGrupo

em

SETnanas 1 I puid I II 111

2 a 10 w2 + 1% 92 = 15 8 = 9 03 = 17 57 & 6 7 o 1l
12 a 20 118 + 17 14 + 11 102 + 12 4 = 10 66 = B W £ &
22 a 30 154 = 16 109 = 15 90 = 12 103 = 10 B = 11 ™ = 5

TABELA III

Valores meédios (% erro padrio) da atividade da maltase jejunal e ileal em U/g proteina segundo grupo e tempo de
evolugdo. (Nimero de observaghes por casela igual a 10) .
Tempo de Maltase jejunal Maltase ileal
evolugdo
G Grupo
em TUpo Tup
semanas 1 11 111 I I ass
2 a 10 388 = 59 321 = 40 358 + 27 494 2+ 58 266 =+ 36 338 + 38
I2 a 20 509 = 48 463 = 57 458 = 77 475 + 37 31T + 28 205 = 15
22 a 30 812 = 44 B3 = 63 487 = 58 3t = 50 454 += 60 427 = 27
Em relagio ao tempo de evolugio, os ca- DISCUSSAO

mundongos dos trés grupos apresentaram ati-
vidade enzimética maior no 32 periodo (22 a 30
semanas) em relagio ao 1-° (2 a 10 semanas),
excecio feita a sacarase jejunal, nos grupos II
e III e ileal, nos grupos I e III, gue néo apre-
sentaram variagiio da atividade enzimdtica.

Levando-se em conta a carga infestante, as
dissacaridases analisadas nos dois segmentos
intestinais apresentaram menor atividade nos
grupos II e III em relacdo ao I, conforme a
enzima e o perfodo de tempo estudados. Para
a lactase jejunal e para a sacarase e maltase
ileal esta menor atividade foi observada nos
trés intervalos de tempo; para a lactase ileal
nos 1° e 2° periodos; e para a sacarase e mal-
tase jejunais somente no 3.° periodo.

N#&o se observou diferenca entre a atividade
das dissacaridases dos grupos IT e ITI, excecdo
feita a sacarase ileal no 1° periodo de tempo
quando o grupo II apresentou menor atividade
que o III, como este fato nfo se repetiu, foi
considerado um acontecimento isolado, ndo ten-
do, portanto, significado maior.
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A esquistossomose mansdnica provocou nos
animais de experimentacio alteracdes hépato-
esplénicas e intestinais semelhantes as relata- -
das na literatura+®. Isto confirma que o ca-
mundongo € suscetivel a infestagdo esquistos-
somética, respondendo a ela, certamente, com
alteracOes fisiopatolégicas gue concorrem para
um indice maior de mortalidade entre os ani-
mais infestados, quando comparados aos do gru-
po controle. Visto que nfo ocorreu morte al-
guma entre os animais do grupo controle, po-
demos afirmar que os Gbitos entre os infesta-
dos foram em conseqiiénecia b esquistossomiase,
uma vez gue todos 0s camundongos sobrevive-
ram ao ato de infestacio.

As atividades das trés dissacaridases estu-
dadas nos camundongos dos trés grupos aumen-
taram, via de regra, com evolugio do tempo,
isto €, com a idade; entretanto, este aumenio
foi quantitativamente menor nos infestados. Ao
estudar, em camundongos normais, as altera-
¢des que o intestino delgado sofre com a idade,
MOQG '8 observou aumento da atividade total
da sacarase, da maltase e da fosfatase alcalina
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Contudo, este Autor ndo realizou a determina-
c&0 da lactase, e nés também observamos au-
mento desta enzima, tanto no jejuno como no
ileo. A nosso ver, 0 aumento da atividade da

lactase acompanhando o avango da idade dos -

animais é um fato novo, necessitando, portan-
to, mais investigagbes a respeito.

Apesar deste aumento na atividade das dis-
sacaridases intestinais com a evolugfo da ida-
de, a esquistossomose mansénica promoveu
uma redugiio nesta atividade, de tal forma que
a elevac@o observada foi significativamente me-
nor quendo se comparou o grupo infestado ao
controle, em diferentes intervalos de tempo con-
. forme a enzima analisada. Para a lactase jeju-
nal e sacarase e maltase ileais observou-se uma
menor atividade ‘nos animais infestados quan-
do comparados aos controles desde o primeiro
intervalo de tempo. Isto nos fez admitir que
estas enzimas, nestes segmentos intestinais, se
mostram sensiveis as alteracSes que decorrem
desde a fase aguda da esquistossomose. A lac-
tase ileal mostrou menor atividade nos infesta-
dos em relacio aos controles no primeiro e se-
gundo intervalo de tempo, devido, provavel-
mente, a falta de “crescimento” enzimgtico nos
controles’ no tdltimo intervalo de tempo, o que
permitiu, no final do experimento, ums “{gual-
dade” de atividade lactdsica nos trés grupos.
Isto nos permite inferir que os niveis da lacta-
se ileal sofrem modificactes, decorrentes da
esquistossomose somente na fase inicial da
doenca. Em relacdo a sacarase e maltase jeju-
nais, os camundongos infestados apresentam
atividade menor que os controles somente no
ultimo intervalo de tempo, o que nos levou s
admitir que a atividade destas enzimas neste
segmento intestinal € alterada, pela esquistosso-
mose, em fase mais tardia da doenca.

A diminui¢iio da atividade das dissacarida-
ses mais precoce no ileo é devida, provavel-
mente, a quantidades ileais menores? e ao fato
que este ségmento foi, macroscopicamente, o
que revelou alteragOes, tais como espessamento
pronunciado das suas paredes e friabilidade, j4
na primeira etapa da infestagfio. QO jejuno, apa-
rentemente preservado por mais tempo, sé tar-
diamente reflete suas alteraces. Apenas camo
excecio, a lactase jejunal é reduzida nas fases
iniciais da. doenga, possivelmente, por ser uma
enzima, além de quantitativamente menor, pro-

duzida na camada mais externa das microvilo-
sidades ¥ e nos enterdcitos préximos ac dpice
vilositario 3%, Trabalhos anteriores realizados
em nosso meio 2 mostram diminuicio da al-
tura vilositdria jejuno-ileal, em camundongos
e humanos esquistossomdticos, por provével re-
duciio da populagio enterocitdria, justificando
assim a menor atividade desta enzima. Além .
disso, nas vilosidades diminuidas o tempo ne-
cessdrio para migragio e maturagiio de suas
ceélulas estd encurtado, havendo, portanto, me-
nor oportunidade para a diferenciacio celular
e, consequentemente, do seu equipamento en-
zimatico,

As variagOes da atividade da sacarose, tanto
no jejunc como no ileo, foram semelhantes as
observadas para a maltase. Este comporta-
mento era previsivel, uma vez que as duas en-
zimas s&o encontradas nas membranas micro-
vilositarias da mesma populacio enterocitaria 20
o que, presumivelmente, lhes confere algumas
cargeteristicas comuns.

Os dois grupos de animals infestados ndo
apresentaram diferengas entre si, mas ambos
se destacaram dos sadios, revelando corn isso
haver uma agressio morfoldgica e funcional
das vilosidades do intestino delgado decorren-
te da esquistossomose, e este comprometimen-
to se acentuou com o tempo de infestacio. Con-
cluindo-se, deste modo, que as dissacaridases
intestinais dos camundongos reagem de mesmo
mode o agressfo provocada pela infestagfo
com 30 ou 60 cercdrias, entretanto, nfio se po-
de predizer, por este experimento, se este com-
portamento serd idéntico com infestacSes maio-
res.

Em nossa pesquisa pareceunos importan-
te responder qual ou guais fatores colabora-
riam para que ocorressem estas modificagGes
no equipamento enzimético do jejuno e do ileo
nos camundongos esquistossomdticos, Estas al-
teragbes poderiam derivar da agressido parasi-
tdria propriamente dita, ou seja, da presenca
de ovos e granulomas nas diferentes camadas

. da parede intestinal, ou secundariamente da hi-

pertensdo portal que se instala durante a evo-
lugdo _da doenc¢a. Como, presumivelmente, a
hipertens@o do sistema portal se distribui de:
maneira semelhante a todo territério mesenté-
rico, e nossos resultados mostraram que hou-
ve comportamento diferente entre as enzimas

Kj!
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analisadas, a nosso ver este parimetro néo
deve ser considerado para a variabilidade en-
contrada. Por ouiro lado, reconhecemos, no de-
correr do desenvolvimento da pesquisa, dife-
rencas macroscopicas entre jejuno e fileo, que
quase certamente explicam as alteragles enzi-
maticas encontradas. A relativa rapidez com
dque o ileo se modifica, promove uma reducio
precoce na atividade dissacariddsica dos seus
enterdeitos em relacio ao jejuno. Esses fatos
sugerem gue a presenga de ovos e granulomas
na mucosa intestinal € um dos fatores mais im-
portantes para provocar alteracles no eguipa-
mento enzimético intestinal.

SUMMARY

Intestinal disaccharidase activity in schistoso-
miais mansoni. An evolutionary study of mice
with different degrees of infestation,

Schistosomiasis mansoni attacks a number
of organs, of which the intestine and liver are
the most affected. 'This analysis was underta-
ken in order to verify the degree to which the
small intestine is attacked, in accordance with
the intensity and duration of infestation by
Schistosoma mansoni; it focused on the activity
of disaccharidase — lactase, saccharase and mal-
tase — in 112 mice, divided into 3 groups: group
I, for control; group II, infested with 30 cerca-
riae; and group III, infested with 60 cercariae.

We observed a fall in lactase, saccharase
and maltase activity in the small intestine, as
a result of infestation by ischistosomiasis, of the
duration of infestation and of the interaction
between the two. The ileuni was the section
showing greatest _s_e_n‘sitivity to schistosomiasis,
and its disaccharidases fell off right from the
start of infestation. On the other hand, the je-
. junum only showed such alteratfons much later
on, except as regards lactase. An increase in
disaccharidase activity was detected in all
groups as the age of the animals increased, but
this was quantitatively lower in the infested
animals.

Infestation with 30 and 60 cercariae should
.be seen as of the same degree, as they produc-
ed similar reductions in disaccharidase activity.
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