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RESUMO

A esquistossomose é uma parasitose causada pelo trematdédeo Schistosoma
mansoni. Segundo o Ministério da Saude, a esquistossomose no Maranhao é
endémica em mais de 20 municipios. A transmissdo dessa parasitose ocorre
por meio do contato com colec¢des de agua doce, contaminadas por ovos de S.
mansoni, onde também estejam presentes 0s hospedeiros intermediarios
(caramujos do género Biomphalaria). Tendo em vista a semelhanca entre a
placenta dos roedores e a placenta humana (discoidal hemocorial), aliada a
falta de literatura cientifica existente, este trabalho teve por objetivo caracterizar
histologicamente a placenta de roedores Holochilus sp naturalmente
infectados por Schistosoma mansoni que habitam na Baixada Maranhense.
Foram avaliados no periodo de setembro de 20019 a marco de 2020 um total
de 13 fémeas da espécie Holochilus scireus, das quais quatro encontravam-se
em diferentes estdgios de gestacdo. Os roedores do género Holochilus sp
encontrados mostraram-se no estudo suscetiveis a infecgdo por S. mansoni.
Sendo que neste trabalho podemos concluir que a placenta do roedores do
género Holochilus sp apresenta-se de forma semelhante a humana, porém do
ponto de vista da transmissao vertical observou-se que aplacenta cumpre seu

papel no de preservacgéo e protecao fetal.

Palavras- chaves: S. Mansoni, Holochilus sp, Caracterizacéo histoldgica



ABSTRACT

Schistosomiasis is a parasitosis caused by the trematode Schistosoma
mansoni. According to the Ministry of Health, the schistosomiasis in Maranh&o
is endemic in more than 20 municipalities. The transmission of this parasitosis
occurs through contact with fresh water collections, contaminated by S.
mansoni eggs, where intermediate hosts (snails of the genus Biomphalaria) are
also present. In view of the similarity between the rodent placenta and the
human (hemocorial discoid) placenta, combined with the lack of existing
scientific literature, this study aimed to histologically characterize the rodent
placenta Holochilus sp naturally infected by S. mansoni that inhabit the Baixada
Maranhense. From September 20019 to March 2020, a total of 13 females of
the species H. scireus were evaluated, of which 4 were in different stages of
pregnancy. The rodents of the genus Holochilus sp found in the study were
susceptible to infection by S. mansoni.

Keywords: S. Mansoni, Holochilus sp, Histological characterization
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1 INTRODUCAO

As doencas parasitérias sdo reconhecidas como um problema de saude
publica e atingem milhares de pessoas em todo mundo, entre as quais
destaca-se a esquistossomose, doencga resultante de uma teia de relacdes
entre o homem, 0 ambiente aquatico e o helminto Schistosoma sp
(MINISTERIO DA SAUDE 2017). E endémica em aproximadamente 76 paises,
com prevaléncia nas regides tropicais e subtropicais. Apesar dos esforcos, a
doenca continua tendo alta morbidade, afetando aproximadamente 200 milhdes
de pessoas ao redor do mundo, com 85% dos casos relatados na Africa. Em se
tratando do Brasil, estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam infectadas,
atingindo quase todos os estados brasileiros, principalmente regides nordeste,
sudeste e centro-oeste (SAMPAIO et al., 2017).

Desde a década de 1980, o Programa de Controle da Esquistossomose
(PCE) desenvolve inquéritos coprolégicos e outras a¢des com recursos do
governo federal com o objetivo de controlar a doenca em todo o pais (COURA,
2004). A partir de 1998, os municipios passaram a ser responsaveis pelas
atividades de vigilancia e controle dessa parasitose, tais municipios devem
dispor de uma estrutura capaz de proporcionar o desenvolvimento dessas
acoes de forma integrada, tanto em acdes de vigilancia epidemioldgica,
ambiental e controle da doenca, além de realizarem um diagndéstico integral da

situacdo da saude de cada municipio do Brasil (BRASIL,2007)

A transmissao da esquistossomose ocorre devido ao contato com aguas
contaminadas por cercarias, a forma larvar do parasito (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010). Rotineiramente nos locais endémicos, as pessoas utilizam rios
habitados por caramujos infectados pelo S. mansoni para banhos, pescas,

lavagem de roupa e loucgas, tornando-se suscetiveis a doenca (COUTO, 2005).

A esquistossomose pode ser confundida com outras doencas devido as
variadas manifestacdes clinicas que ocorrem, sendo a forma aguda
comumente observada em pessoas que nao vivem em areas endémicas. O
exame parasitolégico de fezes para diagnostico dessa parasitose é realizado

principalmente por meio dos métodos de sedimentagcdo espontanea, entretanto
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Kato-Katz é o método padrdo ouro preconizado pelo Ministério da Saude em
regides endémicas (VITORINO, 2012)

No estado do Maranhdo esta parasitose € notificada em 49 dos 217
municipios existentes. Nas Zonas do Litoral Norte e na Baixada Maranhense
estdo os focos mais antigos, com as prevaléncias mais elevadas. Em 2010, a
prevaléncia do estado foi mais de 69 mil casos registrados nesses municipios
(BRASIL, 2012)

Acredita-se que a esquistossomose € mantida ndo sé pela participacéo
humana, mas também com o auxilio de roedores silvestres do género
Holochilus. Estes animais sao comumente encontrados nesta area e,
geralmente, apresentam alta carga parasitaria, podendo eliminar suas fezes
com ovos viaveis do parasito em ambientes aquaticos onde estdo presentes 0s
caramujos vetores (SOUZA, 2008).

Os roedores do género Holochilus, pertencem sistematicamente a ordem
Rodentia, familia Cricetidae e subfamilia Sigmodontinae. Os cricetideos estao
distribuidos geograficamente por toda América do Sul (MIRANDA, 2015). No
Brasil ocorre desde estado do Espirito Santo ao nordeste do Rio Grande do
Sul, atingindo partes do estado de Minas Gerais (BONVICINO, 2015).

Na Baixada Ocidental Maranhense, Bastos et al.(1984) constataram a
coabitagdo de dois hospedeiros definitivos do S. mansoni: 0 ser humano e o
roedor silvestre do género Holochilus. Sabe-se que o roedor Holochilus sp é
um importante elo da cadeia epidemiolégica do S. mansoni, funcionando como
um possivel reservatério natural, ndo s por albergar grande numero de
parasitos adultos, mas também por eliminar ovos maduros em suas fezes
durante todo o ano, destacando-se por serem importantes na manutencdo da
helmintiase na regido (GENTILE, et al, 2010).

Além disso, a Baixada Maranhense é considerada como uma area
endémica para a esquistossomose, caracterizando-se também pela falta de
saneamento basico adequado, concentracdo populacional e cole¢des hidricas
contendo grande nimero de caramujos suscetiveis a infecgdo, com predominio

das espécies Biomphalaria glabrata e Biomphalaria straminea (CANTANHEDE,
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2014). Os espécimes de roedores do género Holochilus sdo animais terrestres,
predominantemente noturnos, de habitos semi-aquaticos, dotados de pequenas
membranas interdigitais que auxiliam na locomogédo dentro d’agua, sendo,
portanto, perfeitamente capazes de se adaptarem a ecologia da Baixada
Maranhense, a qual apresenta um periodo estacional seco e um chuvoso

(OZAN, 2015).

O ciclo reprodutivo de Holochilus sp. é semelhante ao de outros
pequenos mamiferos da regido tropical, e se sabe que o periodo fértil das
fémeas dura cerca de quatro dias e 0s animais estdo aptos para o
acasalamento com trés meses de vida. A gestacdo dura em média 21 dias com
aproximadamente 5 a 10 filhotes por ninhada (BONVIVINO, 2015). Os roedores
costumam fazer ninhos em restos de madeira ou, principalmente, nos
empilhamentos entre as linhas da vegetacdo aquatica, onde se protegem dos
predadores e costumam construir seus ninhos elipsoidais, com média de 22,5
cm de comprimento, 13 cm de largura e 18,7 cm de altura (SAUTHIER, 2010).

Desta forma, mais informac¢des sobre o mecanismo de infec¢cdo do S.
mansoni e a sua transmissdo para os filhotes torna-se necessario para o
estabelecimento de medidas profildticas e educativas para diminuicdo dos

casos no interior do estado do Maranh&o.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Esquistosomose aspectos gerais

A esquistossomose é uma doenca tropical negligenciada (DTN) causada
pelo parasito esquistossomoma, principalmente S. mansoni, que esta
associado a desnutricdo a longo prazo, anemia, problemas em érgéos internos,
resultando na morte dos pacientes infectados e néo tratados na fase inicial da
doenca. Em todo o mundo 190 milhGes de pessoas apresentam a
esquistossomose, com mais de 70 milhdes de novos casos e milhares de

mortes registradas anualmente ( GBD, 2017).

E uma parasitose de veiculagdo hidrica, causada pelo tremat6deo
Schistosoma mansoni, que tem no seu ciclo biolégico o envolvimento de

caramujos do género Biomphalaria, sendo esses 0s Unicos hospedeiros
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intermediérios, e tem o homem como hospedeiro definitivo. Essa doenca é
conhecida popularmente como "doenca do caramujo” ou "barriga d'agua”, que
cursa com um quadro agudo ou crénico, muitas vezes com poucos sintomas ou
assintomético, mas pode também se manifestar com formas mais graves, com
desfecho do ébito do hospedeiro (MELO et al.,2011)

A esquistossomose estd classificada entre as enfermidades tropicais
negligenciadas e é considerada como a segunda doenca parasitaria mais
importante, constituindo um dos principais problemas de saude publica mundial
(BRASIL., 2013). Estatisticas globais demonstram que aproximadamente 250
milhdes de individuos estdo infectados por alguma das espécies do género
Schistosoma e, destes, 120 milhdes apresentam os sintomas clinicos e 20
milhdes a doenca grave. Esta helmintiase € endémica em 78 paises e em
média 780 milhdes de individuos estdo sob risco de adquirir a infec¢do, sendo
a maioria criancas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2014).

O parasito Schistossoma € considerado um platelminto pertencente a
familia Shistossomatidae, da classe dos trematddeos, que apresentam
dimorfismo sexual nitido e ciclo heteroxénico. Dentre o género Schistosoma sp.
seis espécies diferentes de parasitos infectam seres humanos: S. mansoni em
paises como Africa, Ardbia e América do Sul, S. haematobium, na Africa e
Arabia, S. japonicum encontrado na China e Sul Asiatico, S. intercalatum no
Oeste e Centro da Africa, S. mekongi na Bacia do Rio Mekong na Asia e S.
malayensis na Malasia. S. japonicum, S. haematobium e S. mansoni sdo 0s
trés principais agentes etiolégicos da esquistossomose humana, com
distribuicdo geografica diferente (ARANTES, 2016).

Em geral, as espécies que infectam o homem sdo facilmente
identificadas através do tamanho e morfologia do ovo, a origem geografica do
isolado e a especificidade pelo hospedeiro intermediario (HOPE, 1993). Os
ovos de S. mansoni possuem uma espinha lateral, os ovos das espécies S.
haematobium e S. intercalatum possuem espinha terminal, enquanto a espécie
S. japonicum possui ovos sem espicula. Das varias espécies conhecidas de

Schistosoma, sabe-se que S. mansoni € a espécie com maior distribuicao

global e a dUnica espécie causadora da esquistossomose no Brasil
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(BERGQUIST 2002). Os principais manifestagfes clinicas da doenca sao:
febre, dor de cabeca, apatia por hepatoesplenomegalia, podendo até causar a
morte (VAN et al.,2003)

2.2 Esquistossomose no Brasil

No Brasil, a doenca foi descrita em 18 estados e no Distrito Federal,
sendo que sua ocorréncia estd diretamente ligada a presenca dos moluscos
transmissores. Os estados das regides Nordeste, Sudeste e Centro-oeste sdo
0s mais afetados. Estima-se que cerca de 25 milhdes de pessoas vivem em

areas sob o risco de contrair a doenca.

A doenca € detectada em todas as regifes do pais, as areas endémicas
e focais abrangem 19 unidades federadas, sendo os estados mais atingidos os
estados: Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte (faixa litoranea),
Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais (com predominancia no norte
e nordeste do estado). No Para, Maranhao, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Santa Catarina, Parand, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal
(HAMS,2013).

De acordo do Ministério da Saude (MS), entre 2010 e 2012 ocorreram
941 internacdes e 1.464 O6bitos por esquistossomose no mesmo periodo de
tempo no Brasil ( MINISTERIO DA SAUDE , 2014).

No estado do Maranhdo, a presenca dessa parasitose é conhecida
desde 1920, constituindo-se um grave problema no contexto de saude publica
e apresentando focos em diversas regides do Estado. Essa doenca apresenta
carater endémico, especialmente na regido da Baixada Ocidental Maranhense,
onde, segundo o Sistema de Informacdo sobre Esquistossomose, sao
encontradas localidades com altas prevaléncias em humanos, como € o0 caso
do municipio de S&o Bento (6,12% no ano de 2010; 6,48% em 2011) , e

também em hospedeiros ndo humanos ( BASTOS,1984).

No entanto, o tratamento da esquistossomose € baseado em apenas um
medicamento, o praziquantel (PZQ), que tem um efeito limitado nas lesfes ja
desenvolvidas no figado e no baco (E.M et al.;2018).
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Fatores biolégicos, demograficos, socioecondmicos, politicos e culturais
compdem os fatores de risco para a transmissdo da doencga e tém contribuido
para a formacdo de quadros endémicos. A precariedade do saneamento
bésico, o destino dos residuos e o contato com cole¢des hidricas contaminadas
sédo determinantes para o aumento da prevaléncia e endemia (CUNHA,2012).

O controle da esquistossomose € uma das tarefas mais dificeis dos
servigcos de Saude Publica. A importancia da doenca néo se restringe somente
a da prevaléncia e larga distribuicdo geografica no mundo. Ela diz respeito,
também, ao mecanismo de escape do molusco frente ao moluscicida, Além
disso, ha de se considerar a inexisténcia de mecanismos naturais de defesa
imunoldgica, bem como de uma vacina efetiva (AMARAL,2006)

A transmissao da esquistossomose no Brasil depende da presenca de
trés espécies de caramujo do género Biomphalaria: Biomphalaria glabrata;
Biomphalaria tenagophila; e Biomphalaria straminea. Pelo menos uma das trés
espécies j4 foi notificada em 25 das 27 unidades federadas do pais. Esses
moluscos encontram-se em regides onde ha colec¢des de agua doce, como, por
exemplo, barragens, areas de irrigacao, rios, lagos, lagoas e brejo (RESENDE,
2005).

O programa de controle da esquistossomose, implantado no Brasil
entre 1976 e 1993, resultou em significativa reducéo da prevaléncia da doenca
e também da incidéncia de formas graves, no entanto, foi observado o
surgimento de novos focos. Investigacdes mais aprofundadas sdo necessérias
para que se possa verificar se a reducao na prevaléncia da esquistossomose
em areas endémicas representa realmente uma reducdo no numero de
individuos infectados. Ou, por outro lado, se simplesmente reflete uma
diminuicdo na carga parasitaria dos individuos das éreas tratadas, dificultando
sua identificagdo pelos métodos diagndsticos disponiveis atualmente
(VIEIRA,1993).

2.3 O reservatorio natural do Schistosoma mansoni

A patogenia da  esquistossomose tem @ sido estudada
experimentalmente utilizando-se como hospedeiros definitivos os roedores.
MOORE et.al, em (1949) estudaram a susceptibilidade de véarios mamiferos,

utilizados em pesquisas laboratoriais, ao Schistosoma mansoni e concluiram
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gue os roedores se constituiam nos hospedeiros definitivos mais satisfatérios,
pois desenvolviam vermes adultos sexualmente maduros, além de eliminarem
ovos viaveis do parasito nas fezes a partir da 6.2 semana, apos a infeccdo por
cercarias do trematddeo.

Os quadros patoldgicos resultantes da infeccdo por S. mansoni, nestes
pequenos mamiferos se assemelha bastante ao observado no homem portador
de esquistossomose mansonica, evoluindo para hepatoesplenomegalia
(STIREWALT, et.al, 1951)

Os roedores do género Holochilus, pertencem sistematicamente a
ordem Rodentia, familia Cricetidae e subfamiiia Sigmodontinae. Os cricetideos
estdo distribuidos geograficamente por toda América do Sul (MYERS, 2000).
No Brasil ocorre desde estado do Espirito Santo ao nordeste do Rio Grande do
Sul, atingindo partes do estado de Minas Gerais (BONVICINO, 2008).

No Maranhdo esses roedores podem ser encontrados na regido da
baixada ocidental maranhense, localizando-se na porgdo noroeste do estado,
entre as coordenadas 01° 59'- 4° 00' S e 44° 21' — 45° 33' W. Essa localidade é
considerada uma das regides economicamente mais pobres do estado, com a
populacao sobrevivendo a custa dos lagos naturais, da pesca, da caga, lavoura
e pecuaria de pequeno porte. Além de ser uma area endémica para
esquistossomose, sendo considerado um dos focos mais antigos do Maranh&o
(BASTOS, 1984).

Os espécimes de roedores do género Holochilus sdo animais
terrestres, predominantemente noturnos, de habitos semiaquéticos, dotados de
pequenas membranas interdigitais que auxiliam na locomoc¢ao dentro da agua,
sendo, portanto, perfeitamente capazes de se adaptarem a ecologia da
Baixada Maranhense, a qual apresenta um periodo estacional seco e um
chuvoso (OZANAN, 1969).

O ciclo reprodutivo de Holochilus sp. € semelhante ao de outros
pequenos mamiferos da regido tropical, e se sabe que o periodo fértil das
fémeas dura cerca de quatro dias e 0s animais estdo aptos para o
acasalamento com trés meses de vida. A gestacdo dura em média 21 dias com
aproximadamente 5 a 10 filhotes por ninhada (GENTILE, 2010).
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Os roedores costumam fazer ninhos em restos de madeira ou,
principalmente, nos empilhamentos entre as linhas da vegetacdo aquatica,
onde se protegem dos predadores e costumam construir seus ninhos
elipsoidais, com média de 22,5 cm de comprimento, 13 cm de largura e 18,7
cm de altura (SAUTHIER, 2010).

2.4 Sédo Bento: Baixada Maranhense

O municipio de Sao Bento teve sua autonomia politica em 29/04/1835,
esta inserido na Mesorregido Norte Maranhense, dentro da Microrregido
Baixada Maranhense abrangendo uma &rea de 459 km?, com uma populacao
de aproximadamente 60.736 habitantes e densidade demografica de 90,74
habitantes/km? (IBGE 2018).

Limita-se ao Norte com os municipios de Bacurituba e Peri Mirim; ao
Sul com os municipios de Sao Vicente Ferrer; a Leste como municipio de
Cajapio e a Oeste com os municipios de Palmeirandia, Pinheiro e Pedro do
Rosario. Cerca de 57,7% da populacdo reside na zona urbana, sendo que a
incidéncia de pobreza no municipio é de 54,42% e o percentual dos que estéo
abaixo do nivel de pobreza é de 44,66% ( IBGE,2019)

Na educacdo, destacam-se 0s seguintes niveis escolares em S&o
Bento: Educacao Infantil, creche e pré-escolar (12,57%); Educacdo de Jovens
e Adultos (11,08%); Educacao Especial (0,63%); Ensino Fundamental, 1° ao 9°
ano (58,83%); Ensino Médio, 1° ao 3° ano (16,88%). O analfabetismo atinge
mais de 22% da populacao da faixa etéria acima de 07 anos (IMESC, 2010).

No campo da saude, a cidade conta com 17 estabelecimentos publicos
de atendimento. No censo de 2000, o Estado do Maranho teve o pior indice
de Desenvolvimento Humano (IDH) do Brasil e Sado Bento obteve baixo
desempenho, com IDH de 0,592

O clima da regido, segundo a classificacdo de Koéppen, € tropical
umido com dois periodos bem definidos: um chuvoso, que vai de janeiro a
junho, com médias mensais superiores a 255 mm e outro seco, correspondente
aos meses de julho a dezembro. Dentro do periodo de estiagem, a precipitacdo
pluviométrica varia de 6,8 a 83,9 mm e no periodo chuvoso varia 135,9 a 351,8
mm, com média anual em torno de 1.767 mm (FREITAS, 2013)



20

As regibes de baixadas sdo alagadas durante o periodo chuvoso,
formando lagos interligado, esses fazem parte da bacia hidrografica do Pindaré
e a vegetacdo € composta por Floresta Ombrdfila e por formacéo vegetal com

influéncia marinha e Fluvio-Marinha.

2.5 A placenta dos roedores x placenta humana

A placenta se forma em funcdo do sucesso da implantacdo do
blastocisto no utero, representando o 6rgao funcional da unidade bioldgica
materno-fetal. E, tanto do ponto de vista morfolégico como funcional, um 6rg&o
muito complexo, que no seu desenvolvimento apresenta ndo somente
modificacdes quantitativas e qualitativas de sua estrutura macroscopica geral,
mas também diversas modifica¢cdes microscopicas (OLIVEIRA et al., 2006).

A placenta apresenta morfologia bastante diversificada, apresentando
grande diversidade de tamanho, arquitetura e componentes da barreira
materno-fetal, sujeito a um padrao de variabilidade nos diferentes mecanismos,
gue sédo ativados no seu desenvolvimento, garantindo a formacdo de um 6érgao
altamente eficiente para a troca respiratéria, de nutrientes e também de
metabdlicos (OLIVEIRA, 2004).

As placentas sdo classificadas de acordo com diferentes critérios,
como a formacdo dos vasos placentarios, anatomia, histologia, nutricao,
implantacdo e a perda de tecidos durante o parto. Quanto a formacdo dos
vasos placentarios podem ser coriovitelina, quando sédo formadas pelos vasos
vitelinicos, o qual tem a funcionalidade restrita ao transporte de células
sanguineas, originados na propria vesicula vitelina.

Na grande maioria dos animais esse tipo de placenta ndo exerce
trocas de substancias com a méae. Este tipo de placenta sempre precede a
formacédo da placenta propriamente dita, a placenta corioalantoidiana que a
substitui formando os vasos sanguineos placentarios definitivos a partir da
parede mesodérmica do alantoide ou da vesicula alantoidiana, conforme o
caso (GARCIA, 2012).

Anatomicamente elas sdo classificadas em: difusas, cotiledonarias,
zonaria e discoidal, ja histologicamente em: epiteliocorial, mesocorial,

endoteliocorial, hemocoriale hemoendotelial
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Normalmente as espécies da Ordem Rodentia possuem uma placenta
principal zonaria discoidal, corioalantdidea e estruturalmente organizada em
trés regides distintas: labirinto, zona juncional ou espongiotrofoblasto e decidua
(COAN et al., 2004). Essas camadas de tecido sdo responsaveis por promover
0S meios necessarios para regular a comunicacdo e transferéncia de
nutrientes, hormonios, ions, gases, excretas e agua entre a mae e o feto em
desenvolvimento.

Ultra estruturalmente a placenta corioalantéidea é classificada como
hemocorial, pois a interagdo materno-fetal resulta da invaséo do leito vascular
uterino pelo trofoblasto, que passa a ser banhado pelo sangue materno
extravasado, assim como ocorre em outros animais como chiropteros
(RASWEILER, 2000), xenartras (REZENDE et al, 2012), lagomorfos
(ENDERS, 2004) e na propria placenta humana (MALASSINE et al., 2003).

Na espécie humana inicia entre o0 7 0 e 0 12 o dia. Ocorre na regido
supero posterior do endométrio especificamente em um local que a partir do
inicio da implantacdo passa a ser chamado de decidua basal, pois durante a
invasdo nessa regido uterina as células deciduais sédo formadas. O embrido, na
fase de blastocisto pré-implantado, tem o seu trofoblasto modificado para
citotrofoblasto que séo células mais ativas. Essas células, por sua vez, formam
o sinciciotrofoblasto que tem caracteristica invasiva devido a produgcdo de
enzimas que digerem o tecido do endométrio (WOLPERT, 2000)

As células deciduais nutrem o embrido na fase inicial e ativam o
sinciciotrofoblasto. Com o0 desenvolvimento dessa estrutura, formam-se
espacos intervilosos separados por trabéculas, onde se estabelecerdo as
vilosidades placentarias. Essa formacdo se da em trés etapas: vilosidades
primérias, secundarias e terciarias entre 0 14° dia e 0 3° més. Elas sdo
constituidas por elementos do cério (trofoblasto, inicialmente e com posterior
substituicho  pelo citotrofoblasto e  sinciciotrofoblasto, = mesoblasto
extraembrionario e vascularizacdo alantoidiana). Desenvolve dentro da mucosa
uterina, formando inicialmente uma placenta difusa (MOORE, 2015).
Histologicamente a placenta é formada por uma porcdo alantoideana e outra
coridnica, ambas oriundas do mesoderma e a invasao vascular acompanha o
mesoderma alantoideano (ALLEN, 2005).
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De um modo geral a placenta de roedores pode ser classificada como
discoidal, labirintica e hemocorial ( MOSSAN, 1987). Segundo Carter (2004) a
placenta de roedores é classificada como discoidal ou esféricas e com areas
labirinticas nas quais ha desenvolvimento da zona esponjosa onde ocorre
trocas sanguineas.

O utero de roedores de laboratério no inicio da prenhez muda de uma
forma irregular para uma luz com criptas na mucosa com orientacao
antimesometrial/mesometrial antes do blastocisto se fixar ao epitélio luminal (
DANTER,1988).

2.6 Microscopia Eletronica de Transmissao e Varredura

O microscopio eletrbnico de transmissao utiliza um feixe de elétrons
sob alta tens@o emitido por uma coluna de elétrons. Lentes eletromagnéticas
sao utilizadas para focalizar o feixe de elétrons na amostra. Ao passar através
da amostra, os &tomos que constituem o feixe de elétrons produzem diferentes
tipos de radiacdo. Em geral, apenas os elétrons transmitidos sdo analisados
pelo detector, o que se traduz sinal de imagem mista (KESTENBACH,1989)

A parte mais importante desde microscopio € a coluna, onde o feixe de
elétrons é gerado e dirigido para atravessar a amostra e onde a imagem sera
ampliada para a realizagdo da andlise e registro digital. Os elementos principais
gue controlam a passagem dos elétrons pela coluna séo: filamento, anodo,
sistema de alinhamento, lente condensadora, corregcdo de astigmatismo,
campo escuro, lente objetiva, lente projetora e tela (BOTTA FILHO, 1989).

O microscoépio eletronico de transmissédo é muito utilizado para andlise
de materiais bioldgicos, pois permite a definicAo de imagens intracelulares,
possibilitando observar a morfologia celular, aspectos gerais das organelas, a
organizacdo molecular de virus ou constituintes subcelulares, a interacdo de
parasitas-células, fornecendo informagcBes sobre alteragcdes celulares
ocasionados por virus, fitoplasmas, micoplasmas, bactérias, entre outros
organismos diminutos, de impossivel visualizacdo na microscopia Optica
(GALLETI, 2003).

A preparacdo de amostras para microscopia eletronica de transmissao

requer muito cuidado. O material precisa ser cortado em uma série de secc¢des
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ultrafinas. Pra obtenc&o desses cortes, a amostra precisa ser submetida a
varios processos especificos que garantam a preservacdo de suas
propriedades originais durante a analise. Esses passos variam de acordo com
a amostra e objetivo de estudo, sendo de forma geral utilizados os métodos de
fixacdo, desidratacédo, incluséo e ultramicrotomia (GRIMSTONE, 1980).

O Microscopio Eletrénico de Varredura atinge resolucbes que na
ordem de 3.0 nm e grande profundidade de foco, da ordem de 300 vezes
melhor que a do microscopio 6ptico, resultando em imagens com aparéncias
tridimensionais. Utilizando-se elétrons de baixa energia, da ordem de 50eV,
tém-se informacdes topoldgicas da amostra. J& com elétrons de alta energia,
tém-se informacBes sobre topologia, numero atébmico ou orientacdo
(MACHADO, 2007).

As principais aplicacdes do MEV para as areas biologicas demandam
0 estudo de detalhes estruturais finos, de objetos pequenos, tridimensionais.
Assim, o microscoépio tem sido utilizado em analises de objetos, como graos de
pélen, esporos de fungos, superficies de folhas, ornamentacéo superficial de
sementes de frutos, cuticula e ovos de insetos, diatoméaceas, foraminiferos e
pequenos fosseis (GRIMSTONE, 1980).

Como a analise em MEV é realizada com a coluna do instrumento em
vacuo, as amostras precisam estar secas. Espécimes relativamente resistentes
gue contenham em sua forma original baixo teor de agua, tais como graos de
pélen, sementes, diatomaceas, carapacas de forminiferos, paredes celulares
espessas ou cuticula de insetos, necessitam de pouca preparagdo. Essas
amostras resistem a dissecag¢do sem colapsar. No entanto, para amostras mais
delicadas (como protozoarios ou células inteiras crescidas em cultivo de
tecidos) ou naquelas onde a estrutura interna deve ser examinada, sdo
necessarios outros processos, por exemplo, métodos especificos de
desidratacdo, que evitam o dano geralmente causado por agentes
desidratantes orgéanicos, como o etanol. Logo, o método de preparacdo da
amostra depende da natureza da mesma.

As amostras biolégicas que precisam ser preparadas, passam por
etapas de coleta, selecdo, limpeza (remocdo de detritos depositados na
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superficie a ser estudada, mas sem afetar suas caracteristicas originais),

estabilizagdo da forma (fixacdo) e desidratacéo (SILVEIRA,1998)

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliacdo morfolégica da placenta do Holochilus scireus naturalmente

infectado pelo Schistosoma mansoni

3.2 Especificos

e Caracterizar o tipo de placenta de H. scireus;

e Avaliar se ha passagem ovos ou parasitos adultos de S. mansoni para
as diferentes regides da placenta;

e Caracterizar as principais alteracdes da placenta das fémeas infectadas
por S. mansoni;

o Verificar se os ovos de S. mansoni atingem os vasos fetais na placenta

4 MATERIAL E METODO

4.1 Local de Estudo

Sao Bento é um municipio do estado do Maranhdo com populagéo de
40.736 habitantes, com &rea de unidade territorial de 459,068 km? e densidade
demografica de 88,74 hab/km? (IBGE, 2010). Localizado na mesorregido Norte
Maranhense e microrregido Baixada Maranhense, situado a 314 km da capital
do estado do Maranhéo.

A Baixada Maranhense, local onde o municipio encontra-se inserido, é
formada pelo maior conjunto de bacias lacustres do Nordeste Brasileiro,
abrangendo as bacias hidrogréaficas dos rios Mearim, Pindaré, Grajad, Aurd,
Pericumd, Turiacu e outros menores. Apresenta clima tropical Umido,
destacando-se duas estagfes climaticas: uma chuvosa, entre janeiro e julho e
outra seca entre agosto e dezembro. Nessa regido encontra-se um dos mais
importantes focos de esquistossomose humana do Estado e a presenca do
roedor Holochilus sciureus, hospedeiro alternativo da esquistossomose.

4.2 Captura de roedores
Foram avaliados no perido de setembro de 20019 a marco de 2020 um
total de 13 fémeas da espécie Holochilus sp, das quais 4 encontavam-se em
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diferentes estagios de gestacdo. Os roedores Holochilus sciureus foram
capturados utilizando armadilhas do tipo Tomahawk, as quais foram
depositadas em alguns pontos do campo alagado, caracteristico da regiao de
S&o Bento, onde esses animais costumam fazer seus ninhos utilizando
vegetacdo aquatica. As armadilhas foram colocadas durante a noite, com uma
distancia minima de 10 metros uma da outra, tendo como isca, banana untada
com pasta de amendoim.Sendo eutanasia dos animais realizada de acordo
com os protocolos do Comité de Experimentacdo Animal e do Sistema de
Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade — SISBIO pelo niumero 718991
(anexo 1)
4.3 Analises biométricas

Para iniciar as analises biométricas, os roedores foram anestesiados
com ketamina 5% e cloridrato de xylasina 2%, sendo utilizados 0,1 e 0,2 mL
por 100g de peso, e administrado por via intraperitoneal (PADDLEFORD,
2001). Em seguida, com o auxilio do paquimetro (com precisdo de 0,1 mm) e
fita métrica foram medidos o comprimento total (CT), comprimento cabeca-
corpo, comprimento cauda. Por fim, foi realizada a andlise da massa corporal
(MC), com o auxilio da balanca e a identificagcdo quanto ao sexo dos animais
capturados, nas quais somente as fémeas continuaram no estudo e os machos

foram devolvidos ao local de coleta.

4.4 Andlise da Positividade para S. mansoni nos Roedores

A analise de positividade do parasito nos roedores foi realizada por meio
do método Kato-Katz (KATZ, 1972), de forma qualitativa, pela identificacdo de
ovos nas fezes. Neste método foram utilizadas trés laminas para cada amostra
de fezes.

Apds a eutandsia e por conseguinte a exposi¢cdo dos 6rgaos, coletou-se
as fezes do animal em todo ter¢o do intestino, com o objetivo de identificacao
de ovos do S. mansoni. Para o diagnéstico, utilizou-se o método padrdo ouro
segundo Chaia (1968) de Kato-Katz, o método simplificado de Kato (1954), foi
realizado da seguinte forma: colocou-se uma pequena amostra de fezes sobre

papel absorvente, em seguida depositou-se em uma tela de nylon a qual foi
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comprimida com auxilio da espatula para retirar o excesso de fezes com a
lateral da espatula. A lamina foi invertida sobre uma superficie lisa e
pressionada de modo a espalhar uniformemente o material entre lamina e
laminula evitando o extravasamento das fezes. Aguardou -se 30 min. para
clarificacdo do esfregaco fecal; o material foi examinado ao microscopio de luz.
Os ovos do S.mansoni apresentam trés camadas: camada externa
microespinhosa, camada densa intermediaria medial e camada densa interna. A
camada chamada de Reynold (Reynold's layer), se desenvolve subjacentemente a
casca do ovo, que possui ramificacdes filamentosas compactas e uma camada

Unica de células escamosas ( LINS, 2008)

4.5.Analise Histologica e Ultraestrutural

Além de placentas foram coletados fragmentos de figado, utero, intestino
e rim, sendo o material fixado em solucdo de paraformoldeido tamponado a
4%. Ap6s a fixacdo o material processado para a inclusdo em parafina,
segundo técnica descrita por Luna (1968). Secc¢des de 5 um foram corados por
Hematoxilina e Eosina, Tricromo de Masson e Acido Periddico de Shiff (PAS).

Para a técnica de microscopia eletronica de varredura, amostras das
placentas foram fixadas em paraformoldeido a 4%. Apds fixacao foram lavadas
em tampao fosfato a 0,1 M pH 7,4, e pés fixadas em tetréxido de ésmio a 1%,
seguido de desidratacBes continuas em &lcool etilico (70%, 80%, 90%, 95% e
100%). Por fim as mesmas foram desidratadas a seco em ponto critico (Balzers
CPD 020). Posteriormente o material foi colocado em um suporte metalico para
revestimento em ouro (“sputtering” Emitech K550). Para observar os resultados
foi utilizado o microscépio eletrénico ME Leo 435

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados no periodo de setembro de 2019 a margco de 2020
um total de 20 ratos da espécie H. sciureus. Destes, 13 eram fémeas, as quais
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foram incluidas no estudo. Os animais foram eutanasiados de acordo com 0s
protocolos do Comité de Experimentacdo Animal e do Sistema de Autorizag&o
e Informac&o em Biodiversidade — SISBIO pelo niamero 718991 (anexo I).

A Tabela 1 mostra os dados biométricos das fémeas de H. Sciureus

Tabela 1: Avaliagbes biométricas das fémeas de Holochilus sciureus

capturadas no municipio de Sdo Bento — Maranhéao.

DADOS BIOMETRICOS

Cca*  Cco* Cc* CT* PESO* GESTACAO MEDIA*

FEM 1 e 11,5 10,1 31,1 218,80 10 dias 10,36

FEM 2 8,3 9,1 11,2 28,6 128,25 7 dias 9,5

FEM 3 7,5 9,4 9,6 26,5 112,77 8 dias 8,83
FEM 4 5,6 8,3 9,0 22,9 97,12 - 7,63
FEM 5 9 10,1 12,0 31,1 220,05 10 dias 10,36
FEM 6 8 9,9 11,1 29 130.22 14 dias 9,66
FEM 7 8,7 10,5 10,3 29,5 164.85 18 dias 9,83

FEM 8 9,0 12,0 10,3 31,3 223,18 15 dias 10,43
FEM 9 6,9 10,9 10,9 28,7 120,36 13 dias 9,56

FEM 7,9 9 12,0 28,9 128,60 14 dias 9,63
10

FEM 8,9 13,1 9,9 31,9 227,1 20 dias 10,6
11

FEM 6,7 9,2 8,5 24,4 99.75 6 dias 8,1
12

FEM 5,3 8,9 12 26,2 103,49 8,7
13

Cca = Comprimento da cabeca

Cco = Comprimento do corpo
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Cc = Comprimento da calda
CT = Comprimento total
* Dados de comprimento avaliados em centimetro com o auxilio do paquimetro
** Peso em gramas, medidos com a balanca de precisao analitica.
- Nao gestante

Os dados biométricos mostram que as fémeas (1,5,8,11) eram de
maiores e mais pesadas devido a estarem em um processo avancado de
gestacao

A analise macroscépica da cavidade abdominopélvica revelou que 8
femeas capturadas apresentavam utero contendo fetos bem desenvolvidos e
uma das fémeas apresentou uma estava em fase inicial da gestacéo ( Foto 1).

Foto 1: Placentas gravidicas em diferentes fazes gestacionais (gestacdes
durando de 21 4 25 dias ) figura A e B entre os primeiros 7 a 10 dias, figura C
entre os 12 a 15 dias, figura D em fase final de 16 a 20 dias

O exame macroscopico mostrou também que o uUtero de Holochilus
tem dois cornos que se abrem em um canal cervical comum. Histologicamente,

o0 Utero é semelhante a outras espécies de roedores.
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Nas fezes de 6 animais foram identificados ovos de S. mansoni ( Foto
2). Para Enk et al. (2008), a presenca de ovos em fezes € um indicador de

infeccao.

Foto 2: Ovo de S. mansoni identificado em fezes de Holochilus sciureus pelo
método Kato-katz.

A identificacdo de ovos viaveis nas fezes de Holochilus, confirmam a
importancia desse roedor na manutencdo e disseminacao da esquistossomose
na regido da Baixada Maranhense (SILVA-SOUZA et al., 2019).

Embora as fémeas prenhes estivessem intensamente parasitadas nao
foi identificado ovo ou vermes adultos no tecido placentario ou tecido fetal por
meio das técnicas utilizadas. Esses achados mostraram que a transmissao
vertical ndo ocorreu nos animais estudados, provavelmente em humanos,
também ndo ocorre esse tipo de transmissao, considerando que a placenta se
em constitui em barreira que impede a passagem da maioria dos
microrganismos que afetam a gestante, conforme descrevem Jing et al. (2021).

Os roedores em geral apresentam muitas caracteristicas semelhantes

a placenta humana (disco hemocorial), citadas por Egund & Carter (1974), por
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isso sdo utilizados em estudos da fungéo placentéria, cujos resultados podem
ser em parte extrapolados para humanos (MESS 2007 )

Na andlise histolégica observou-se que a placenta no estagio inicial
apresentava a regido de labirinto formando a maior por¢do do disco
placentario, o qual € constituido por colunas de células trofoblésticas, que

delimitam lacunas preenchidas por sangue materno extravasado (Foto 3: A- C).

Foram identificadas células trofoblasticas de natureza sincicial
denominadas de sinciciotrofoblastos (Foto 3: E). Os capilares fetais na regiao
de labirinto apresentam células endoteliais de formato alongado. Entre os
capilares fetais e as lacunas maternas estavam presentes muitas células
trofoblasticas, identificadas pelo seu tamanho maior com nudcleos ovoides e
com cromatina em granulos (Foto 3: E). A zona de espongiotrofoblasto era
formada por células trofoblasticas. No inicio da gestacdo esta regido estava
disposta de forma irregular (Foto 3: D), enquanto no final da gestacdo a regiao
de espongiotrofoblasto estavam mais agrupadas e formando uma faixa

continua (Foto 3 A).

A placenta em final de gestacdo, na transicdo entre a zona de
espongiotrofoblastos e a decidua, apresentava muitas células trofoblasticas
gigantes. Estas células apresentavam um citoplasma aciddéfilo e nudcleos
grandes (Foto 4 : B-C).

A decidua é uma regido de origem de tecido materno, resultante do
crescimento e proliferacdo do estroma da camada do endométrio uterino. As
células dessa regido sao pequenas com citoplasma acidofilo e ndcleos ovoides.

Os nucleos séo localizados na regido central do citoplasma da célula (Foto 3F).
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Foto 3: Histologia da placenta. A e B: Visdo geral da placenta, observar a
sintopia da placenta vitelinica e a formagédo da regido do labirinto placentario.
C: Regido da zona de espongiotrofoblastos, notar sangue materno extravasado
nas lacunas maternas. D-Observar a regido da decidua continua a zona de
espongiotrofoblastos. E- Observar a regido do sincicio inicial, os nucleos ficam
proximos uns dos outros, em circulo observar célula trofoblasticas gigante, em
cf (capilares fetais) .
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Foto 4 :A- Placenta de Holochilus sciureus no final da gestagédo. Observar a
sintopia do labirinto placentario com a zona de espongiotrofoblastos com a qual
mantém um contato intimo. B- Regido do Labirinto placentério, notar a grande
guantidade de sangue materno extravasado nas lacunas maternas (LM).
Notou-se que as lacunas maternas na regidao do labirinto ndo apresentam
endotélio de revestimento, com excecdo aos capilares fetais presentes no
labirinto, sendo possivel observar uma grande quantidade de células
trofoblasticas (setas). La - Labirinto placentariob Sz - Zona de

espongiotrofoblastos
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A analise ultra estrutural mostrou que a placenta do roedor H.
sciureus é do tipo vitelinica e é formada por células endodérmicas, que se
dispdem em forma de dobras. Estes achados sao semelhantes aos descritos
por Gaynor et al.;(1961) que afirmam que a placenta de alguns roedores é
semelhante entre si, as quais possuem ramificacdes voltadas para a placenta
principal (corioalantoidea).

Na analise ultra estrutural foi observado no presente trabalho que uma
fina camada mesotelial delimitava e sustentava as células endodérmicas de
formato hexagonal segundo a Foto 5 ( A e B). Nas regides onde o saco vitelino
visceral encontrava-se distante da placenta corioalantéide (préximo a parede
uterina), 0 mesmo apresentava-se compacto e ausente de ramificacbes

mostradas na Foto 5 ( C e D).

Foto 5: Microscopia Eletronica de varredura da placenta de Holochilus
brasiliense. SVP- células que compdem o saco vitelino parietal revestindo a
face fetal da placenta ; VS- vasos sanguineos; M- camada mesotelial ; *
Células endodérmicas de formato cuboide.
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A Foto 6 mostra uma visdo panoradmica da placenta corioalantéide em
estagio final de gestacdo, onde se observa o labirinto , que corresponde a

maior porc¢éo do disco placentério.

Foto 6: Microscopia Eletrbnica de Transmisséo da placenta de Holochilus

brasiliense. Visdo panoramica do disco placentario (A, com o quadrado azul

evidenciando)

A placenta é um 6rgdo multifuncional responséavel pelo fornecimento de
nutrientes e transferéncia de produtos residuais da circulacao fetal a circulagéo
materna (JOSHI ET AL. 2016). Além disso funciona com uma barreira que
protege o feto contra substéncias toxicas e acdo de patdgenos. A barreira
placentaria é composta pelo sincitiotrofoblasto, que esta em contato com o
sangue materno, o citotrofoblasto ou células trofoblasticas internas), o
mesoderma e o sistema vascular fetal ( DIAZ_LUJAN ET AL., 2016).

Comparando-se a placenta humana com os roedores em especial, a de
H. sciureus observa-se que s&o bastante semelhantes quanto a relagéo
materno fetal, por isso, os resultados do estudo da transmissao vertical nesse

roedor pode sinalizar o que ocorre em humanos.

O roedor Holochilus é encontrado naturalmente infectado por S. mansoni
na Baixada Maranhense, local onde poucas pessoas contam com servigo de
agua encanada e esgoto e, grande parte das pessoas, incluindo as mulheres,
realizam atividades de lazer, pesca e até mesmo lavagem de roupas nas
aguas onde circulam esse roedor, 0 caramujo e 0 parasito, 0 que favorece o

contagio. Em nosso estudo considerando a similaridade das placentas,
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averiguamos se havia transmissao vertical ou lesdes na placenta que pudesse

interferir no desenvolvimento fetal.

Em todas as placentas examinadas ndo foram observadas lesoes,
provavelmente, um dos fatores que explica é a eficiéncia da barreira
transplacentaria como também o tamanho do ovo, o qual é no tamanho de
110pum possuindo um conteudo altamente granulado dificultando assim a
passagem pela barreira transplacentaria, além disso, o parasita tem

dimensdes que nao permitiram a passagem.

Do ponto de vista histologico a placenta humana apresenta
compartimentos, que funcionam como uma unidade vascular dentro da
placenta Essas estruturas contém uma vilosidade formada no lado fetal da
placenta a termo, que formam uma &rvore, a qual contém um capilar fetal
central, estroma de vilosidade e uma camada trofoblastica externa, que é

banhada em sangue materno.

7

Essa camada externa €é composta por uma membrana
sincitiotrofoblastica multinucleada formada pela fusdo de células-tronco
citotrofoblasticas mononucleares (SYME et al. 2004). Caracterisiticas

semelhantes foram descritas em H. sciureus.
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6 CONCLUSOES

A placenta de H. sciureus apresenta caracteristicas semelhantes a
placenta dos roedores ja descritas na literatura

N&ao foi evidenciado a transmissao vertical neste trabalho e nem lesdes

na placenta dos roedores.

As fémeas prenhes capturadas apontaram que esse animal tem um alto
potencial reprodutivo, possuem placenta discoidal do tipo corioalantoide em

estagio final da gestacgéo.
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Schistosoma does not across placental barrier of this rodent.
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