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INTRODUCAO



1 - INTRODUCAC

Em varias regides do mundo onde o parasitismo é endémico e
a prevaléncia de algumas helmintoses humanas é bastante alta, vém
sendo desenvolvidos estudos sobre epidemiologia e biologia dos parasitos,
na tentativa de melhor compreender a dinamica da transmissdo nas
varias areas. As geohelmintiases e as esquistossomiases sdo as infeccoes
mais comuns no mundo atual (STEPHENSON & HOLLAND, 1987;
GUYATT, 1991). Ascaris lumbricoides infecta uma quarto da populacée do
mundo, cerca de 800-1300 milhdes de pessoas; os ancilostomatideos
infectam um quinto da populacao do globo, aproximadamente 700-900
milhdes de pessoas; Trichuris trichiura, atinge mais de 500 milhdes de
pessoas (CROMPTON et alii, 1989; PETERS & GILLES, 1981); A infeccéo
por Strongyloides stercoralis € calculada em mais de 56 milhdes de
pessoas (PETERS & GILLES, 1981). A esquistossomose € atualmente
endémica em 74 paises e a estimativa global é que existam 200 milhdes de
pessoas infectadas € 500 a 600 milhoes de pessoas expostas ao risco de
infecgdo. Essa situagfo ocorre principalmente em zonas rurais € agriculas
(WHO, 1991} A distribuicdo das parasitoses, esta intimamente
relacionada aos habitos culturais e socio-econémicos da regido. O
trabalho desenvolvido pela comunidade muitas vezes facilita ¢ contato
com o parasito, o que pode resultar em alta prevaléncia de determinada
parasitose. Esse aspecto foi abordado por GRYSEELS {1991) que estudou
a epidemiologia de Schistosoma mansoni em Burundi onde a distribuicéo
da infecgdo na populacdo foi determinada principalmente pelo contato
com a agua devido ao cultivo de arroz. MARCAL JUNIOR et alii (1993)
estudaram os fatores de risco para infec¢fo por S. mansoni ne municipio

de Pedro de Toledo, Sdo Paulo, Brasil e constataram que as atividades



recreativas desenvolvidas na regido como nadar, brincar e pescar, devido
a0 contato com aguas naturais, foram responsaveis pela transmissao da
esquistossomose. O interesse pela satde publica intensifica-se
principalmente com rela¢do as criangas em idade escolar (NEWELL &
NABARRO, 1989; SCHAD, 1991). As precarias condicdes de moradia,
auséncia de habitos de higiene, falta de saneamento basico aliados a ma
nutricdo, tornam ¢ homem mais suscetivel as parasitoses, acarretando
deficiéncia no desenvolvimento fisico e mental além de provocar altas
taxas de mortalidade infantil (STEPHENSON & HOLLAND, 1987). THEIN-
HLAING et alii {1984} estudaram a epidemiologia e a dinamica de
transmissao de Ascaris lumbricoides em Okpo, regido rural de Burma.

Observaram que a prevaléncia de infeccéo na mesma casa, aumentava de

maneira proporcional ao tamanho da familia, sendo maior nas criancas.
Em 1988, FORRESTER et alii também relataram alta prevaléncia de
individuos intensamente infectados com Trichuris trichiura e Ascaris
lumbricoides na mesma familia, Os autores acreditavam que o fato
poderia ser explicado pela similaridade genética. Morbidez associada com
infeccdo de geohelmintos € mais comum em individuos altamente
infectados e estes representam papel importante na transmissio de
parasitas através da comunidade. SCHAD & ANDERSON (1985)
sugeriram que a heterogenicidade da infeccdo dentro da comunidade
humana, assim como mecanismos genéticos de resisténcia do hospedeiro,
podem ser importantes para determinar agregacio parasitaria e
predisposi¢ao para infec¢do do hospedeiro.

O avanco industrial e tecnolégico pode ser um importante
suporte no controle das parasitoses intestinais (COOPER, 1991) e muito
se tem investigado na area tecnologica, em imunologia, biologia molecular,

producédo de vacinas e tecnologia laboratorial. Nos paises de terceiro



mundo as precarias condi¢ées socio-econdémicas e de saiude publica,
afetam diretamente a incidéncia e a prevaléncia das parasitoses. O clima,
principalmente a temperatura conferem também grandes vantagens ao
desenvolvimento dos parasitas intestinais (COOK, 1986}, Qutros aspectos
agravantes podem estar presentes como as zoonoses € o poliparasitismo.
Nos trépicos, o poliparasitismo pode envolver doengas de importancia na
salde publica tal como a malaria, esquistossomose, infecces por filarias,
tripanosomiases, geohelmintiases e outras. Infec¢ées miltiplas com
parasitas intestinais tém sido estudadas mais frequentemente que outros
tipos de poliparasitismo talvez pela sua larga distribuicdo mundial e

relativa facilidade com que amostras fecais podem ser obtidas para
detalhado exame parasitologico. Porém, pouco se conhece sobre os

possiveis efeitos das infecgbes multiplas na morbidade, na resposta
imune, no uso de medicamentos, na nutricdo, na sensibilidade e
especificidade dos diagnésticos clinico e laboratorial. Assim o
poliparasitismo pode interferir nos programas de controle e treinamento
de pessoal. Em algumas partes do mundo, especialmente na Africa, o
poliparasitismo pode envolver multiplas infecces com agentes
semelhantes causando ainda mais dificuldade no diagnéstico e
tratamento. Tal fato foi relatado por BUCK et alii (19978a), que observaram
na Republica do Zaire, infeccdo com cinco diferentes espécies de filarias
que sédo endémicas e frequentemente descobertas juntas em alguns
individuos. Na vila de LAKA somente 11% dos residentes estavam livres
de infeccao, sendo frequente nesta comunidade individuos infectados com
dois parasitas, representando 38% da populacdo total. As maiores
prevaléncias na vila foram em ordem de frequéncia, Onchocerca volvulus,
Schistosoma mansoni, Dipetalonema perstans e infec¢do por malaria.

BUCK et alii (1978b) observaram associacéo entre Dipetalonema perstans e



Loa loa € entre D. perstans e D. streptocerca em individuos com infeccoes
multiplas. Os autores sugeriram que as ocorréncias de pessoas com
infecgbes miultiplas néo sdo devidas somente ao acaso e podem ser
selecionadas por fatores que determinem a extensdo e a distribuicdo do
poliparasitismo na comunidade.

Assim como os estudos epidemiologicos e de campo, os
ensaios experimentais de laboratéric, apesar de suas limitaces, sdo
importantes para elucidar as consequéncias do parasitismo miiltiplo
natural no homem e nos animais. CHRISTENSEN et alii (1987) revisaram
o assunto abordando os efeitos sinérgicos ou antagdnicos dos diferentes
tipos de interacoes.

Interagoes antagbnicas podem provocar alteragdo de

localizacdo, redugéc no crescimento e fecundidade, prejudicando o
estabelecimento da primeira infec¢do ou aumentando a expulsio dos dois
parasitas em competicdo. A expulsdo de vermes do hospedeiro, depende
de alguns fatores como a resposta imune especifica e as reacoes
inflamatérias n&o-especificas (MOQBEL,1986). A eliminacdo de
Strongyloides venezuelensis em modelo experimental estudado por
CORREA (1990), coincide com aumento do numero de mastocitos e
células caliciformes. NAWA & KORENAGA (1983) relataram demora na
expulsdo de Nippostrongylus brasiliensis e Strongyloides ratti em ratos
concomitantemente infectados, coincidindo com a demora da ativacéao de
mastocitos. A imunidade cruzada ndo é um mecanismo envolvido na
adapta¢do de parasitas e na limitacdo de populagdes de espécies de
parasitas em competicdo (SCHAD,1966). Em geral os protozoarios
induzem resisténcia a uma nova infeccdo por helmintos e as infeccoes
prévias por helmintos induzem supressdo a infecgbes por protozoarios.

Reacdo-cruzada entre helmintos intestinais pode ocorrer induzida por



efeitos ndo-especificos da inflamagéo intestinal, contudo, cada inflamacao
intestinal pode originariamente ser iniciada por mecanismos
imunologicamente especificos. O desenvolvimento da interagdo geralmente
¢ mais marcante quando periodos criticos no desenvolvimento de uma
infeccao, coincidem com o periodo da maxima inflamacéo induzida por
infecc@o concomitante. A reacdo inflamatoéria esta associada a alteracoes
na arquitetura da mucosa, producido de muco e mobilidade intestinal
(LARSH, 1975). KONINKX et alii (1988) evidenciaram, por reacdes
histoquimicas, que 0 aumento no ntmero e a modificacdo na qualidade do
conteudo das células caliciformes contribuiram para expulsdo de

Nippostrongylus brasiliensis de ratos. Algumas das interacdes antagbnicas
entre helmintos intestinais s&o conduzidas por competicdo por nutrientes

ou por interferéncia mecéanica direta (HOLMES, 1973).

Interacbes sinérgicas sédo geralmente representadas por
aumento inicial no estabelecimento e demora na expulsdo da primeira
infecgdo, com desenvolvimento de resisténcia para competicdes
hombdlogas.

Segundo CHRISTENSEN et alii (1987), interagbes antagénicas
e sinérgicas entre parasitas sdo normalmente demonstradas mais
quantitativa do que qualitativamente, por uma modulacdo no curse da
infeccéo, talvez porque a presenga de uma espécie de parasita seja
determinada por outra.

Interagbes parasitarias de S. mansoni com outros helmintos
tém sido relatados tanto em pacientes humanos como em infeccdes
experimentais. CHAMONE et alii (1986) correlacionaram a intensidade da
infeccdo de S. mansoni com a presencga de ancilostomatideo em pacientes
que moravam no Vale do Paraiba - SP. Em 1990 os mesmos autores

investigaram a relagdo de S. mansoni com outros parasitas como Ascaris



lumbricoides e Trichuris trichiura em pesspas que tinham igual
oportunidade de adquirir helmintiase em local endémico. Observaram que
pacientes com S. mansoni, associado com duas outras infeccoes de
helmintos, excretavam mais ovos de S. mansoni que aqueles com o
trematodeo e apenas mais uma infeccio.

Muitos dos estudos de poliparasitismo com diferentes
espécies de Schistosoma foram feitos com o género Schistosoma em
camundongos e hamters (DEAN, 1983; SMITH et alii, 1976). Para que
uma outra espécie de Schistosoma provoque reducédo no estabelecimento
dos vermes de S. mansoni parece ser necessario uma infeccdo primaria
bissexual e um depésito significativo de ovos no tecido (MALEK, 1981;

NELSON et alii 1968). A infec¢ado pré-patente de S. mansoni em hamters,

diminui o estabelecimento dos vermes de S. haematobium (MANSOUR et
alii, 1984}. A infeccio concomitante de S. mansoni com Schistosomatium
douthitti ndo provocou resisténcia para ambos competidores (HUNTER et
alii, 1961) mas levou a perda da suscetibilidade do camundongo para
infecgbes com S. haematobium. MICHAEL et alii (1979} observaram
supresséo da rea¢do granulomatosa para ovos de S. mansoni no figado de
camundongo previamente infectado com S. haematobium.

Outros estudos de interacdes entre espécies de Schistosoma
foram realizados em macacos (EVELAND et alii, 1969; TAYLOR et alii,
1976; WEBBE et alii, 1979; HSU & HSU, 1968), carneiros e gado
(PITCHFORD, 1976,1977; MONRAD et alii, 1981).

Pesadas e repetidas exposicoes a cercarias de diferentes
espécies e linhagens de Schistosoma, assim como exposicoes a cercarias
atenuadas radioativamente, podem induzir resisténcia significante para
competi¢ao com outras espécies e linhagens de Schistosoma (DEAN, 1983).

Resisténcia nestes casos sdo medidas usando pardmetros parasitologicos



como estabelecimento dos vermes, ovos teciduais (total e por casal) e ovos
eliminados nas fezes.

Varios trabalhos foram conduzidos entre espécies de
Schistosoma com nematodeos e outros trematodeos.

HILLYER (1985) estudando reacao cruzada
Fasciola/ Schistosoma observou, em camundongo, resisténcia a F
hepatica. A expulsdo espontianea de Echinostoma revolutum em
camundongo é marcadamente reduzida em animais com quatro semanas
de infeccdo com S. rmansoni talvez devido a imunossupressao
(CHRISTENSEN et alii, 1981; 1985)

Fatores imunes néo especificos como aumento da inflamacéo
pelos ovos de S. mansoni no figado e intestino, fibrose e necrose podem

contribuir para inducdo de resisténcia em infeccées com helmintos.
TOWNSON et alii (1985) observaram resisténcia para microfilaria
Onchocerca lienalis em camundongo abrigando infeccdo por S. mansoni.
KOJIMA et alii (1985a) e HILLYER {1985} deram exemplos de resisténcia
para Schistosoma induzida por helmintos em camundongos: A. suum
induziu resisténcia para S. douthitti; N. brasiliensis e F. hepatica para S.
mansoni,

BINDSEIL (1970) observou que infeccao prévia de S. mansoni
induz resisténcia para competicdo com Trichinela spiralis provocando
reducédo no estabelecimento, reducéo das larvas teciduais e aumento da
expulsdo do nematédeo. Para Ascaris suum a infeccdo prévia por S.
mansoni provocou reducéo das larvas no pulmado.

Interacoes antagonicas entre S. mansoni e protozoarios foram
estudas por varios autores.

Infeccdo com Toxoplasma gondii € Trypanosoma cruzi pode

induzir resisténcia para o estabelecimento de S. mansoni (KLOETZEL et



alii, 1971, 1973). TELLES (1990) em infeccdo concomitante de
Trypanosoma cruzi com S. mansoni em camundongo, observou atrasoc na
oviposicdo dos vermes de S. mansoni durante a fase aguda de
tripanosomiase. GENARO et alii {1982) observou aumento da parasitemia
de infec¢bes agudas por 7. cruzi na fase cronica da esquistossomose em
camundongos. Infeccdo desafiante por 7. gondii em camundongo
abrigando infeccdo prévia por S. mansoni pode resultar em poucos ovos no
tecido por casal de verme de S. mansoni estabelecidos (KLOETZEL et al,
1977). Infeccdo prévia com Plasmodiun yoelli, Trypanosoma brucei e
Toxoplasma gondii levam a imunossupressio para S. mansoni em
camundongo, refletindo em supressdo das reagdes granulomatosas dos
ovos no tecido (ABDEL-WAHAB et alii, 1974; LWIN et alii, 1982).

Os nematddeos mais estudados em situacdes de
poliparasitismo s&o: Trichinella spiralis, Ascaris suum, Nippostrongylus
brasiliensis e as filarias, porém o mesmo néo acontece com Strongyloides.

MOQBEL & WAKELIN (1979) observaram resisténcia cruzada
reciproca entre T. spiralis ¢ S. ratti em ratos, baseada na reacio-cruzada
imunologicamente funcional. Fatores imunes especificos também
parecem ser responsaveis pela resisténcia induzida por S. ratti para N.
brasiliensis em ratos (NAWA et alii, 1982). Interacdo sinérgica entre
helmintos mediada por imunossupressiao foi demonstrada por NAWA e
KORENAGA, (1983) através da demora na expulsdo de ambos N.
brasiliensis ¢ S. ratti em ratos concomitantemente infectados.

Nos ultimos anos, Strongyloides stercoralis vem sendo muito
estudado, principalmente, apds o advento da cirurgia de transplante de
orgaos e da AIDS. Sdo poucas as informacbes epidemiolégicas sobre a
prevaléncia da estrongiloidiase, talvez pela falta de sensibilidade dos

exames de fezes. Testes mais especificos como Elisa e a



imunofluorescéncia indireta, tem demonstrado maior sensibilidade na
deteccéo de antigenos de Strongyloides (DOUCE et alii, 1987). Algumas
dificuldades para o estudo epidemiolégico de 8. stercoralis, incluem
diagnostico, o cronico e frequente curso assintomaéatico da infeccéo, os
varios modos de transmissdo do parasita, a escassez de conhecimentos
sobre aspectos zoonoticos e as dlvidas quanto a heterogeneidade entre as
linhagens do parasita. O desenvolvimento da larva rabditéide para
filarioide infectante nac depende apenas de condicdes climaticas,
hidrograficas ¢ edaficas, mas também da higiene e do contato com o solo
contaminado. Na Europa, os portadores de estrongiloidiase sdo adultos

lavradores, horticultores e jardineiros. Em paises tropicais, criancas séo

infectadas quando expostas a larvas infectantes em solos poluidos com
fezes. Apesar disso, a estrongiloidiase, apresenta ainda aspecto néo
totalmente esclarecido no seu ciclo béasico, tanto no que tange a auto-
infeccdo e disseminacdo generalizada, como na fase de vida livre.
Strongyloides stercoralis difere de outros nematddeos, podendo completar
seu ciclo de vida dentro de hospedeiros através de ciclos de auto-
infecgoes, que explicam a aparente persisténcia indefinida da infeccdo em
alguris pacientes. Uma alteracdo nesta equilibrada relacdo parasita-
hospedeiro estabelecida durante a auto-infeccdo pode resultar em
desordenada multiplicacdo dos vermes com invasdo larval de orgéos
distintos, levando a morte. Esta disseminacio tem sido associada a
terapia com corticosterdides e outras condicbes que afetam a resposta
imune (PAWLOWSKI, 1989). No entanto, S. stercoralis néo se desenvolve
bem em animais de laboratério, como ratos e camundongos (GENTA &
GROVE, 1989). Algumas linhagens de S. stercoralis sdo conhecidas por
infectar primatas, cées ¢ gatos. JASKOSKI et alii (1982) descobriram S.

stercoralis em amostras de fezes de cées coletadas em area residencial de
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Chicago, no entanto, acredita-se ser raro este tipe de transmissdo cédo-
homem (GEORGI & SPRINKLE, 1974;}. Pessoas que mantém contato com
macacos, podem mais facilmente se infectar com 8. stercoralis
(PAWLOWSKI, 1989). Muitas investigacées tém sido conduzidas usando
um modelo animal infectado com outras espécies do género Strongyloides
como por exemplo S. ratti. DAWKINS et alii {1980) e DAWKINS (1989)
trabalhando com S. ratti, parasita de rato, acrescentaram importantes
informagdes para compreensdo da estrongiloidiase. S. ratti é parasita
natural de rato, mas ndo possui habilidade para auto-infeccdo em seus
hospedeiros. Os camundongos, mais faceis de manipular em laboratério,
sac menos susceptiveis para infeccdo com S, ratti que os ratos.

HASEGAWA et alii (1988) mais recentemente registraram em Okinawa,

Japao, a espécie de S. venezuelensis, originariamente descrita por
BRUMPT (1934}, em ratos na Venezuela. SATO & TOMA (1990) estudaram
as linhagens de S. ratti ¢ 8. venezuelensis em varias linhagens de
camundongos € demonstraram que apesar do S. venezuelensis ser um
nematédeo parasita de rato, semelhante em morfologia ao S. ratti, ele se
desenvolve melhor no camundongo, porque demonstrou alta
suscetibilidade e rota de migracdo comparavel a S. stercoralis, ao contrario
de S. matti que apresenta tropismo para liquido cerebroespinhal durante
migracéo no tecidos.

Acreditamos que as pesquisas com espécies de Strongyloides
£m animais de laboratdério sfo de grande utilidade na tentativa de
esclarecer controvérsias na biologia do parasita. Nao foi encontrado, até o
momento, nenhuma referéncia sobre interacdo entre S. mansoni e esp@'-{;im
do género Strongyloides. O desenvolvimento do Strongyloides em animai§

submetidos a outro tipo de parasitismo pode trazer novas e importwl}:gs
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contribuicbes para compreensdo da biologia e da patogenia da

estrongiloidiase.



OBJETIVOS
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2 - OBJETIVOS

Analisar aspectos bioldgicos da interacic entre Strongyloides
venezuelensis e Schistosoma mansoni, em camundongo , acompanhando o
desenvolvimento e permanéncia do parasitismo, através dos seguintes

par@metros:

-nimero de ovos eliminados nas fezes e fecundidade das

fémesas.

-numero de larvas e adultos recuperados nas necrépsias.

-comparacao da morfometria dos vermes adultos nas

infec¢oes concomitantes e respectivos controles.



MATERIAL E METODOS
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Planejamento

Com a finalidade de destacar diferentes fases de interacéo
entre  Strongyloides venezuelensis e Schistosoma mansoni, este

experimento foi compostoe por trés grupos experimentais:

- JUNT

Os camundongos foram infectados simultaneamente com S.

mansoni ¢ S. venezuelensis. A fase intestinal de S. venezuelensis coincide

com a fase pulmonar de S. mansoni.

- SMSV

Os camundongos foram infectados com S. mansoni e apés 35
dias, com S. venezuelensis. Quando os vermes de S. mansoni estavam
estabelecidos no sistema porta-hepatico do hospedeiro, ¢ comecando a
eliminar ovos nas fezes, as fémeas de S. venezuelensis estavam chegando

ao intestino delgado.
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- SVSM

Os camundongos foram infectados previamente com 8.
venezuelensis e apos trés dias, com S. mansoni. Neste caso a infeccdo de
S. mansoni coincidiu com a passagem das larvas de S. venezuelensis do

pulméo para o intestino.

Além desses trés grupos com infeccdo concomitante, foram

formados mais dois grupos experimentais (controles): -

- VSV

Os camundongos foram infectados somente com S

venezuelensis.

- SMSM

Os camundongos foram infectados somente com S. mansoni.

O experimento, em blocos aleatorizados, foi composto de trés
réplicas. Cada réplica foi representada por um bloco, sendo este
constituido pelos cinco grupos experimentais. O dia de necropsia e o
grupo experimental de cada animal, foi sorteado aleatoriamente dentro de
cada um dos trés blocos.

Em cada dia de necrépsia (DAI - dia apds infeccéo), foram
sacrificados trés camundongos, sendo assim cada grupo experimental foi
constituido por 21 animais e cada bloco por 105, totalizando 315 animais.

Dos 21 animais de cada grupo experimental, foram sacrificados 12 para
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coleta de dados de S. venezuelensis (29, 59, 79 e 10° DAl) € 9 para S.
mansoni (40°, 500 e 60° DAI},

Os dados investigados nos diferentes grupos experimentais

foram os seguintes:

Strongyloides venezuelensis

- 2° DAL - nimeroe de larvas no pulmao.

- 5%, 7° e 10° DAL: - nitmero de vermes no intestino.

- namero de ovos eliminados nas fezes.

- Morfometria dos vermes.,

Schistosoma mansoni

- 40°, 50° e 60° DAIL: - numero de fémeas, machos e casais
recuperados do sistema porta-
hepatico.

- nhimero de ovos eliminados nas fezes.

- morfometria dos vermes.
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3.2 - Animais e Linhagens Utilizadas

Para desenvolvimento deste estudo, foram utilizados
camundongos Swiss fémeas SPF (Mus musculus) de 21 a 30 dias de idade,
procedentes do Centro de Bioterismo da UNICAMP.

A linhagem de S. venezuelensis utilizada para infeccdo dos
animais foi cedida a UNICAMP pela Universidade Federal de Minas Gerais
e ¢ mantida em laboratério ha alguns anos, por infecgées subcutaneas
sucessivas em ratos Rattus norvegicus linhagem Wistar, A linhagem BH
de S. mansori, ¢ mantida em Biomphalaria glabrata (variante albina),
nascidas e criadas no laboratério de Parasitologia da UNICAMP, com

passagens em camundongos Swiss SPF,

3.3 - Obtencédo de larvas filaridides de S. venezuelensis e cercarias de

8. mansoni para infeccdo dos animais.

As larvas filaridides foram obtidas de cultura de fezes de rato
em carvao animal granulado e concentradas pelo métedo de Rugai (RUGAI
et alii, 1954) . Foi retirada, por amostragem, uma aliquota de larvas para
infec¢ao dos camundongos.

As cercarias de S. mansoni foram obtidas pela exposicao a luz,
por um periodo de 60 a 90 minutos, de trinta exemplares infectados de B.
glabrata em um beaker contendo 100 ml de 4gua. A aliquota para inéculo

foi obtida também por amostragem.
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3.4 - Infecgéo dos camundongos.

As infec¢bes foram feitas por injecées subcutineas. Cem
cercarias de S. mansoni foram injetadas na regido cervical dorsal e 1300
larvas filaridides de S. venezuelensis na regido abdominal préximo a perna

esquerda.

3.5 - Recuperacio dos vermes

Todos os animais necropsiados, foram mortos por

deslocamento cervical.

A percentagem de recuperacéo dos vermes foi calculada a
partir do namero de cercarias de S. mansoni ¢ larvas filaridides de 5.

venezuelensis utilizados no indculo dos animais.

a) Larvas de S. venezuelensis

Os pulmées dos animais, colocados em placa de Petri com
solucao salina 0,15 M, foram cortados em fragmentos pequenocs €
mantidos em estufa a 37° C por trinta minutes. Apés o periodo de
incubagdo, procedeu-se a contagem das larvas sob microscépio

estereoscoépico.
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b} Adultos de S. venezuelensis.

O intestino delgado dos camundongos foi cortado em trés
segmentos (duodeno, jejunc e ileo). Estes foram seccionados
longitudinalmente e raspados em Placa de Petri contendo solucdo salina
0,15 M . As placas foram entfio mantidas em estufa a 37° C por trinta
minutos. Apéds o periodo de incubacio, os vermes foram contados sob
microscopio estereoscopico, recothidos e fixados em TAF (CORREA et alii,

1979) para posterior estudo morfométrico.

¢) Adultos de S. mmansoni.

Os animais foram submetidos & perfusdo do sistema porta-
hepatico (YOLLES et alii, 1947) com solugdo salina 0,15 M. Os vermes
recuperados da veia porta e das veias mesentéricas, foram contados sob

microscopio estereoscopico e fixados em alcool para estudo morfométrico.

3.6 - Contagem de ovos nas fezes

Na infecgdo de S. venezuelensis a contagem dos ovos por
grama de fezes (OPQ) foi feita, individualmente, em cada camundongo pelo
método de Cornell-McMaster (GEORGI, 1974) com tempo de flutuacéo de
vinte minutos.

Para S. mansoni foi utilizado o método quantitative de Kato-
Katz (KATZ et alii, 1972) com as seguintes modificacées: para cada exame
inicialmente pesamos, em balanca semi-analitica, uma lamina

devidamente identificada e em seguida colocamos sobre esta lamina, uma
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amostra de fezes apés passéd-las por uma tela de arame (MARTINS &
BEAVER, 1968}. Novamente pesamos a preparacéo, € a quantidade, agora
definida, de fezes foi entdo recoberta com papel celofane embebido,

previamente, em solugdo de verde malaquita.

3.7 - Morfometria dos vermes

Para morfometria dos vermes de S. venezuelensis ¢ S. mansoni
foram utilizados os vermes obtidos das necropsias de apenas uma réplica.

As fémeas de S. venezuelensis recuperadas nas necropsias,

foram fixadas em TAF, posteriormente montadas em glicerina Jelly,

desenhadas com auxilio da cAmera clara e as medidas relacionadas abaixo
foram tomadas com o Curvimetro {Figura 1)

-comprimento total (CT).

-comprimento do eséfago (PE).

-posicdo do anus {distancia do anus até extremidade

posterior-PA).
-posicio da vulva (distancia da extremidade anterior até a
vulva-PV),

-largura (tomada na altura da vulva-L}.

Os vermes de S. mansoni foram fixados em alcool 70°GL e
posteriormente corados pelo Carmim-cloridrico (SCHELL, 1969)., As
medidas relacionadas abaixo, foram feitas em cémara clara, utilizando-se
mesa digitalizadora acoplada ao microcomputador. O programa utilizado,
cedido pelo Prof. Dr. Luiz Candido de Souza Dias, foi idealizado pelo Prof.

Eduardo Buzatto, do Departamento de Computacdo, do Instituto de
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Matematica, Estatistica e Ciéncias da Computagéio, da UNICAMP (Figura
2).

-comprimento total {CT).

-distancia entre as ventosas (PV).

-largura (altura dos testiculos para os machos-L).

(altura do ovario para as fémeas-L)

Além dessas medidas o nimero de ovos e testiculos foram

contados para fémeas e machos de S. mansoni.

3.8 - Procedimentos estatisticos

Os procedimentos estatisticos foram executados com auxilio
do programa estatistico SAS para microcomputadores (SAS Inc., 1988),
utilizando o procedimento GLM.

Foram feitos os seguintes testes estatisticos:

Teste de comparacgdes Miiltiplas ( RYAN-EINOT-GABRIEL-
WELSCH ) com nivel de significancia a 5%. - Este teste foi usado para
comparar os diferentes experimentos entre si.

Teste T de DUNNETT para comparar os diferentes
experimentos com o controle,

Para todos os testes realizados a hipé6tese testada (Hipotese

nula) foi de que ndo existe diferenca entre os grupos experimentais.



RESULTADOS
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4 - RESULTADOS:

Para facilidade de interpretacdo dos resultados,
analisaremos, de inicio, o comportamento de cada parasita

separadamente e postericrmente a interacdo entre ambos.

4.1 - Strongyloides venezuelensis - Anilise Biolégica.

a) Recuperacao de larvas:

No 2° DAL as larvas de S. venezuelensis estavam em fase
de migracdo pelos pulmdes dos animais. Observando a Figura 3,
podemos notar que todos os grupos experimentais infectados
concomitantemente com Schistosoma mansoni, apresentaram nimero
inferior de larvas nos pulmées em relacdo ao grupo controle (SVSV).
Essa reducdo € bem evidente nos animais infectados previamente com
Schistosoma (grupo SMSV), apresentando em média, praticamente a
metade do numero de larvas recuperadas (12,2%) em relacdo ao
controle (22,2%). Essa diferenca no entanto nfdo se mostrou

significativa estatisticamente (P=0,1214).

b) Recuperacido de fémeas partenogenéticas:

No 59 ,7° e 10° DAI, foram recolhidas as fémeas que
chegaram ao intestino. O nimero médio de adultos de S. venezuelensis
recuperados do intestino dos animais nos diferentes grupos
experimentais, esta expresso na Tabela 1. Observa-se nesta tabela que
em trés diferentes grupos experimentais {incluinde o controle SVSV),

foram recuperados de 140 a 150 vermes, o que representa 50% a 60%
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das larvas presentes nos pulmoées e cerca de 11% do total de larvas
utilizadas para indéculo. O grupo SMSV mostrou grande reducfo na
recuperacao de vermes no intestino, sendo possivel obter apenas 37,6
vermes em média. Este valor representa menos que 25% do nGamero de
larvas presentes nos pulmdes (2° DAI) e 2,9% em relacdo ao total de
larvas inoculadas.

A Figura 4 mostra ¢ numero médic de vemes adultos
recuperados nos diferentes grupos experimentais e dias de infeccéo.
No 5° DAI o numero de fémeas recuperadas é maior no grupo controle
SVBV, mas no 7° e 10° DAI esse numero é menor, exceto quando
comparando com SMSV. A analise por grupo experimental, mostra que
existe semelhanca no comportamento dos grupos SVSM e SMSV em
relacdo ao controle (SVSV). O namerc de fémeas recuperadas foi maior
no 5° DAI, diminuindo, embora muito pouco, nestes grupos no 7° DAl e
acentuadamente no 10° DAL  No grupo JUNT, as fémeas foram
recuperadas em maior ntiimero no 7% DAI, com diminuicdo brusca no
10° DAIL. A analise estatistica (Andlise de Variancia) comprova que o 5°
e 7% DAl apresentaram maior variacdo no namero de f{Emeas
recuperadas entre os diferentes grupos experimentais (P=0,0067 e
P=0,0006 respectivamente). No 10° DAI a diferenca de f8meas também
¢ significativa (P=0,0188), podendo-se observar ainda na Figura 4, que
neste dia, foram recuperadas maijor niimero de fémeas nas infeccoes
concomitantes, indicando persisténcia mais prolongada dos vermes no

intestino, exceto no grupo SMSV, com infec¢io praticamente eliminada.
¢} Eliminacdo de ovos nas fezes e niimero de ovos por fémea:
O numero meédio de ovos por grama de fezes (OPG)

¢liminados por todas as fémeas, de cada um dos grupos experimentais,

assim como © numero de ovos por grama de fezes por fémea
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(OPG/fémea) estdo expressos na Tabela 2. Observa-se que as fémeas
dos grupos SVSV (controle] e JUNT, eliminaram pelas fezes, um total
médio acima de 25000 OPG. As fémeas do grupo SMSV, eliminaram
menos ovos, embora estejam entre as mais fecundas ({218,0
OPG/Fémea). Assim, comparando os grupos SVSM e JUNT com o
controle (SVSV), vé-se que apesar do niimero total de fémeas nao ter
variado muito (Tabela 1), observam-se diferencas no namero de ovos
eliminados pelas fezes, devida a variagio nos valores de OPG/Fémea
que ficaram entre 131,2 e 252,8 ovos por grama de fezes por fémea.
Analisando na Figura 5, o OPG das fémeas nos diferentes DAI e grupos
de experimentais, constata-se que, apesar do namerc de ovos ter
variado, o padrac de eliminacdo se mantém, isto €, aumenta muito no
79 DAI e cai acentuadamente nc 10° DAI. Observa-se ainda nesta
Figura que o numero de ovos nas fezes aumenta, no minimo, o dobro
nos diferentes grupos quando se compara o 5% e o 7° DAl Essa
diferenca € mais extraordinaria nos grupos SMSV e JUNT, chegando a
ser aproximadamente 6 e 4 vezes maior, respectivamente. O
decréscimo de ovos nas fezes no 10° DAI é tao acentuado nos grupos
com infeccdo concomitante como no controle SVSV., Esta diferenca
chega a ser, no minimo, quase 5 e 2 vezes menor que no 7° e 5° DAI
respectivamente. A diminuicdo de OPG no 10° DAI é também
extremamente acentuada no grupo SMSV quando se resgistrou queda
de quase 37 e 6 vezes menos ovos em relacdo ac 7° e o 59 DAJ,
respectivamente. Convém ressaltar que as fémeas do grupe SVSM
apresentaram sempre variacdes mais discretas no numero de OPG nos
diferentes dias. Fato que chama atencdo também na Figura 5, é que
no 5° DAI o OPG é maior no controle (SVSV). A analise estatistica
comprova que o numero de ovos eliminados no 59 € 79 DAI pelas fémeas
dos diferentes grupos € significativamente diferente (P=0,0172 e
P=0,0015 respectivamente). J& no 10° DAI essa diferenca nao se

mostra significativa (P=0,0775). A analise estatistica mostra, ainda,
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diferenca significativa nos OPG do 5° DAl (P<0,0001) e 7° DAI
(P=0,0027) nas trés réplicas efetuadas.

A Tabela 2 registra o nimero de ovos por grama de fezes
por fémea (OPG/Fémea), do total das fémeas dos diferentes grupos
experimentais. Até o momento néo dispomos de dados para comprovar
realmente maior fecundidade nas fémeas de SMSV, pois foi 0 grupo que
apresentou menor numero de fémeas recuperadas (Tabela 1). Os
dados expressos nas Tabelas 1 e 2, nos permite deduzir maior valor de
OPG/Fémea no grupo JUNT e menor no grupo SVSM.

A Tabela 3 mostra o nimero de ovos por grama de fezes
por fémea nos diferentes dias de infecgdo dos diferentes grupos. O

aumento da fecundidade no 7° DAI corresponde, ao periodo de maior

postura das fémeas e ja no 10° DAI as poucas fémeas remanescentes,
muito fecundas, devem ser as responsaveis pela presenca de ovos nas

fezes.

4.2 - Strongyloides venezuelensis - Analise Morfométrica:

As medidas tomadas das fémeas nos diferentes DAI dos
varios grupos experimentais estdo expressas nas Tabelas 4 e 5. Estas
medidas devem ser vistas com cautela, pois as variacdes foram muito
grandes de um camundongo para outro (P<0,0001). No entanto, pode-
se fazer algumas considera¢ées em relacéo as medidas, apesar de nédo
ter sido possivel medir as fémeas do 10° DAI nos grupos SVSV e SMSV
devido ao ntimero reduzido (quase zeroj de vermes. A média geral das
medidas tomadas de todas as fémeas recuperadas durante o
experimento, Tabela 4, mostra que as fémeas obtidas de infeccoes
concomitantes s&o um pouco mais longas que no controle (SVSV).
Paralelamente ao comprimento total, aumentaram também os

comprimentos do eséfago e da vulva, ndo chegando, no entanto, a
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provocar alteragdes nas proporcdes destas medidas (Figura 6). Assim
nas fémeas de JUNT e SMSV, o esdfago passou a ocupar 25% do
comprimento total, enquanto em SVSM e no controle esta proporcao foi
de 24,2% e 24,1% respectivamente. A alteracdo na posicdo da vulva,
ou seja na distancia entre a parte anterior do verme a vulva, foi ainda
menor. Enquanto em SVSM e no controle SVSV, a vulva ocupa 66,1%
do comprimento total, a vulva das fémeas dos grupos JUNT e SMSV
ocupa 66,7% do comprimento. As fémeas do grupo SMSV se
apresentaram um pouco mais largas que as fémeas dos outros grupos
(P=0,0010). Na Tabela 5, pode-se observar que, com excecao do grupo

JUNT, as fémeas aumentaram de comprimento apés o 59 DAI, algumas
de maneira expressiva, chegando a aumentar até 0,55 mm. No grupo

JUNT, as f€émeas ficaram mais compridas no 7° DAI, mas no 10° DAI
mostraram-se mais curtas que no 5° DAL, O aumento do comprimento
total foi acompanhado pelo aumento do comprimento do eséfago e da
distdncia da vulva. Nos diferentes grupos, inclusive no controle, o
esofago das fémeas no 5° DAI ocupa de 23 a 24% do comprimento total
e no 7° DAI essa propor¢do aumentou ocupando 25 a 28% do total.
Deve-se ressaltar, no entanto, que no grupo SVSM, onde houve maior
aumento no comprimento das fémeas do 5° para o 10° DAL, (0,55 mm),
o esofago continuou ocupando os mesmos 24% do total. Apesar da
distancia da vulva ter aumentado conforme o total, proporcionalmente,
a vulva ndo mudou de posigéo, situando-se a cerca de 66 a 67% da
regiéo anterior. A posicdo do danus néo sofre alteracio com o aumento
do comprimento nas fémeas de SVSV e SMSV do 5° para o 7° DAL, No
grupo SVSM, apesar do aumento continuo do comprimento do 5° para
o 10° DAL, o anus ficou um pouco menos terminal (apesar de
estatisticamente nao significante, com P=0,1089) e no grupo JUNT,
onde as fémeas de 10° DAI foram mais curtas que as de 5° DAI, o anus
ficou menos terminal, significando, assim, que o0 aumento se deu na

extremidade posterior. Neste grupc JUNT essa diferenca na posicdao do
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anus foi significativa estatisticamente {P=0,0002). Na maioria dos
grupos, as fémeas ndo mostraram variacdo na largura, apenas as
fémeas de JUNT no 5° e 10° DAI ¢ SMSV no 7° DAI se mostraram mais

largas, com 0,05 mm de largura.
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Figura 3: Numero médio ¢ porcentagem de larvas de S venezuelensis

recuperadas do pulmio dos camundongos no 2° DAL, nos diferentes Erupos
experimentais nas trés réplicas.
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Figura 4: Namero médio e porcentagem de adultos de 8. venezuelensis
recuperados no 5%, 7Y e 10° DAI nos diferentes grupos experimentais. {dados
obtides de camundongos das trés réplicas).
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Figora 5: Nuamero médio de ovos por grama de fezes{(OPG) de S. venezuelensis
observados no 5 ,7° ¢ 10% DAI nos diferentes grupos experimentais. {dados
obtidos de camundongos das trés réplicas).
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Figuea 6: Propor¢io em porcentagem das medidas do eséfago e da vulva em
relacfo ac comprimento totallmm) da Bmeas de S. venezuelensis. Dados
obtidos dos animais de uma réplica.
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Tabela 1: Numero médio e porcentagem de fémeas de S. venezuelensis
recuperadas do intestino dos camundongos nos diferentes grupos
experimentais (dados obtidos de camundongos das trés réplicas).

Grupos n" de fémeas % de
recuperadas recuperacao
SVSv 144,74144,3 11,1
SVSM 152,3+115,9 11,7
JUNT 148,5t113,8 11,4

SMSV 37,6464.9 2,9
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Tabela 2: Numero médio de ovos observados por grama de fezes (OPG) e ¢
valor médio de OPG/Fémea de 8. venezuelensis nos diferentes grupos
experimentais. (dados obtidos de camundongos das trés réplicas).

GRUPOS n" ovos/g/fezes OPG/
(OPG) Fémea

SVSV 259721327299 179,5
SVSM 199781240481 131,2
JUNT 37543+49843,8 252,8
SMSV 8204+14482,3 218,0

Tabela 3: Valor médio de OPG/Fémea de S. venezuelensis nos diferentes
grupos experimentais e dias de infeccdo (dados obtidos de camundongos das

trés réplicas).

GRUPOS OPG/Fémea
5 DAI 7° DA 10° DAI
SVSV 84,9 2971 317,5
SVSM 74,1 180,2 192,9
JUNT 101,6 399,0 165,2
SMSV 54,8 397,9 5054,5
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4.3 - Schistosoma mansoni - Analise Biologica.

a} Recuperacido de vermes aduitos:

A Tabela 6, mostra o nimero total de vermes recuperados em
cada grupo experimental. Apesar da andlise estatistica ter mostrado
diferenga significativa na recuperacdo de f{€meas (P<0,001), machos
(P=0,0035) e casais (P<0,0001} entre as réplicas, pode-se observar que nos
grupos com infeccdo concomitante, exceto SVSM, o niimero total de vermes
recuperados foi maior que no controle. Nesses grupos, notadamente no

JUNT, o ntimero de vermes nao acasalados foi grande, cerca de 30% do total

de vermes recuperados. Em SVSM, o numero total de vermes recuperados
foi menor, chegando a quase 25% do total inoculado. Como se vé na Tabela
6 este valor foi bem inferior acs outros dois grupos concomitantes, porém
mais proximo do controle (SMSM). No entanto, em SVSM, a maior parte dos
vermes recuperados, cerca de 81%, estavam acasalados. Em relacdo ao
numero de vermes acasalados do total de recuperados, o grupo SVSM se
assemelha ao SMSV, ambos com cerca de 80% de vermes pareados,
enquanto essa propor¢ao cai para cerca de 70 a 75% em JUNT e no controle
SMSM.

A Tabela 7 mostra ¢ numero de vermes recuperados em cada
grupo experimental por dia de observacdo (DAIl). No controle SMSM, o
numero de vermes recuperados no 50° DAl aumenta quase que duas vezes
em relacdo ao 40° DAI, mas diminui um pouco no 60° DAI, embora ainda
apresente um namero maior que no 40° DAL Interessante observar, ainda
em SMSM, que o nuamerc de casais recuperados que representa
aproximadamente 58% do total no 40° DAI, aumenta para cerca de 79 e
81%, respectivamente, no 50° ¢ 60° DAI, enquantc o numero de vermes nfo
pareados cai de 42% do total para 21 ¢ 18% respectivamente no 40°, 500 e

60° DAL Esse mesmo comportamento se observa nos grupos SMSV e

% W, 1 TR D 8 s e A,
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SVSM, ou seja, o namero total de vermes aumenta do 40° ao 50° DAI e cai
no 60° DAI, mas sempre com aumento da porcentagem de casais em relagao
ao total de vermes recuperados. Assim, a queda no numero de vermes no
60° DAI se deve mais a diminuicdo na porcentagem de vermes machos e
fémeas isoladas. No grupo JUNT, a porcentagem de recuperagio total de
vermes € a porcentagem de casais, em relacdo ao total, aumentam
simultdneamente com o passar dos dias, do 40° ao 60° DAI e a porcentagem
de vermes iéalados, machos e fémeas, cai, mas se mantém ao nivel de 20%
do total no 60° DAI. Verifica-se, ainda, na Tabela 7 que a porcentagem de
casais formados no 40° DAI € menor no grupo controle que nos grupos
infectados concomitantemente ¢ que entre os vermes néo acasalados, hé na
grande maioria das vezes, predominancia de machos. A anilise estatistica
comprova que existe diferenca no nimero de casais nos diferentes DAI
(P<0,0001) e grupos experimentais (P=0,0017). O numero de machos ¢
fémeas nédo acasalados nos diferentes grupos nao foram estatisticamente
diferentes (P=0,0512 e P=0,1647).

b} Eliminacdo de ovos nas fezes e namero de ovos por fémea:

Na Tabela 8 estido registrados o niimerc médic de ovos por
grama de fezes (OPG) € o nimero de ovos por grama de fezes por fémea
(consideradas todas as fémeas acasaladas ou nao) dos diferentes grupos
experimentais. Destaca-se nesta Tabela o niimero total de 1476 OPG
eliminados pelas fémeas do grupo controle (SMSM), embora nao tenha sido
este o grupo com maior nimero de vermes recuperados (Tabela 6). Este
valor é quase duas vezes maior que o OPG das fémeas do grupo JUNT {739
OPGj e cerca de trés a cinco vezes maior que o OPG das fémeas dos grupos
SMSV e SVSM respectivamente. Se compararmos os dados das Tabelas 6 e
8, observamos que apesar dos grupos SMSV e SVSM apresentarem uma

recuperacao de casais proporcionaimente semelhante em relagéio ao niimero
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total de vermes os valores de OPG sdo muito diferentes. Em relacdo ao
numero médio de ovos por grama de fezes(OPG}, a analise estatistica
mostrou diferencga significativa entre os trés dias de observacédo {(P=0,0179)
mas nao entre os grupos experimentais (P=0,5930) e as réplicas (P=0,0663).

A Figura 7 ilustra o numero médio de ovos eliminados nas
fezes, pelas fémeas de S. mansoni, por dia de infeccdo nos diferentes grupos
experimentais. No 40° DAI, os grupos com infeccdo concomitante
eliminaram muito mais ovos que o controle. Esta diferenca chega a ser 16
vezes maior no grupo JUNT e 6 a 3 vezes maior em SMSV e SVSM
respectivamente. No 50° DAI, em todos os grupos ocorre o pico de
eliminacao de ovos, salientando-se o OPG de SMSM, que aumenta cerca de

3050 vezes em relagdo ao 40° DAL, enquanto o aumento ficou entre 69 a 160

vezes nos grupos concomitantes. No 60° DAI ocorre uma pequena
diminuicdo nos OPG de todos os grupos, mas ainda assim de 30 a 84 vezes
maior que no 40° DAI nos grupos concomitantes ¢ 524 vezes maior no
controle SMSM. Ainda em relacéo a eliminacdo de ovos pelas fémeas no 40°
DAI, pode-se observar, pela analise da Tabela 7 ¢ Figura 7, que as fémeas
do grupo JUNT, totalizande 45% dos vermes recuperados neste dia
eliminaram maior niimero de ovos (16 vezes mais} que as fémeas do controle
SMSM. O mesmo aconteceu com as fémeas dos outfros dois grupos
concomitantes, SMSV e SVSM, embora nesses grupos as fémeas
representem uma porcentagem de 51,2% e 48,1% do total de vermes
recuperados, com eliminacdo de 6 a 3 vezes mais OPG que no controle
SMSM. Analisando os valores de OPG/Fémea de S. mansoni em relacdo aos
DAI, observamos na Tabela 9, que o OPG/Fémea aumenta de modo
extraordinario do 40° para o 50° DAI, chegandoc a ser quase 1450 vezes
maior em SMSM e 53, 123 e 79 vezes maior em JUNT, SMSV e SVSM
respectivamente. Do 50° para o 60° DAI ha um decréscimo no valor de
OPG/Fémea de aproximadamente 1,2 a 5,0 vezes, mas, ainda assim 23 a 66
vezes maior que no 40° DAI nos grupos concomitantes. Em SMSM, o valor

de OPG/fémea no 60° DAl é cerca de 286 vezes maior que no 40° DAI
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Observa-se, assim, que as fémeas de SMSM, apesar de inicialmente
discretas, mostraram maior valor de OPG/Fémea durante o periodo de
observacao. Nas infec¢cdes concomitantes, ao contrario, cada fémea
eliminou mais ovos no inicio da infecgdo, mas mostrou sempre menor valor
de OPG/Fémea que as fémeas do grupo controle (SMSM) no transcorrer da

infeccéo, isto €, no 50° e 600 DAL

c) Contagem de ovos nas fémeas e lobos testiculares nos machos:

Quando presente, apenas um ovo foi observade no ttero das
fémeas (Figura 2d). Na Tabela 10, estdo registradas as médias do numero
de fémeas portando um ovo, do numero de lobos testiculares presentes no
machos e do numero de machos com Ilobos testiculares deslocados
recuperados dos animais de apenas uma réplica nos diferentes grupos
experimentais. Observamos nesta Tabela que poucas fémeas foram vistas
com um ovo € que a média geral foi semelhante entre os grupos JUNT e o
controle SMSM, ou seja, 0,8 fémeas em média apresentaram um ovo no
Qtero nestes grupos. Este valor foi um pouco superior no grupe SVSM (0,9}
e inferior no grupo SMSV (0,7). No entanto, se observarmos a média de
fémeas com um ove nos diferentes dias de infeccéo (Tabela 11), verificamos
que esta média aumenta do 40° para o 50° DA], diminuindo no 60° DAI em
todos os grupos, exceto nce grupo SVSM onde este pico é observado no 4(0°
DAIL. A analise estatistica nao mostrou diferenca significativa em relacéo aos
diferentes DAI e grupos experimentais (P=0,4037 e P=0,1075
respectivamente).

Em relacdao ao numero de lobos testiculares dos machos de S.
mansoni, as Tabelas 10 e 11 mostram que tanto a média geral por grupo
experimental (Tabela 10) como a média em cada dia de observacéao nos
diferentes grupos experimentais (Tabela 11}, variou de 8 a 9. Nao

ultrapassa, assim, os limites de variacdo descritos para a espécie. A Unica
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excecdo foi a média registrada no 60° DAI em SVSM, que foi de 10,7 lobos
testiculares, aumentando consequentemente a média geral do grupo para
9,5 lobos (Tabela 10). A analise estatistica, no entanto, mostrou diferenca
significativa no nimero de lobos testiculares dos machos obtidos de um
animal para outro {P=0,0013), mas nao em machos dos diferentes grupos
(P=0,2237) e dias de infecgdo (P=0,1025). Convém ressaltar que em muitos
machos foram observados formacées lobulares semelhantes a testiculos em
localizagfes deslocadas (Figura 8). O maior nimero médio de machos com
formacdes lobulares deslocadas foi observado no grupo JUNT e no controle
SMSM (Tabelas 10 e 11). Nao foi feito, no entanto, estudo histoloégico para
confirmacao de tecido testicular,

4.4 - Schistosoma mansoni - Analise Morfométrica:

Na Tabela 12 estio registradas as medidas médias dos vermes
obtidos de apenas uma réplica nos quatro grupos experimentais. Observa-
se nesta Tabela que as fémeas sempre foram mais longas que os machos,
medindo aproximadamente 8,0 mm de comprimento por 0,1 mm de largura
nos grupos SMSM, JUNT e SMSV. Os machos nestes grupos também
apresentaram comprimentos semelhantes entre si, ao redor de 7,0 mm, com
largura variando entre 0,3 a 0,4 mm. Apenas os machos de SVSM se
mostraram um pouco mais curtos que nos demais grupos. Nas fémeas a
distancia entre as ventosas foi de 0,3 mm para todos 0s grupos e nos
machos ao redor de 0,7 mm.

Analisando a Tabela 13, onde sdo mostradas as medidas dos
vermes dos diferentes grupos nos varios dias de observacéo {DAI), verifica-se
que os vermes, tanto machos como fémeas, apresentaram-se de um modo
geral, mais longos no 60° DAL A analise estatistica mostrou aumento no

comprimento dos vermes do 40° para o 60° DAI (P=0,0106 para os machos ¢
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P<0,0001 para as fémeas). Estas medidas, variaram muito de um

camundongo para outro {P<0,0001).
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Tabela 7: Nimero médio de fémeas, machos e casais de S. mansoni ¢ % de
recuperagdo dos vermes nos diferentes grupos experimentais e dias de
infec¢fo (dados obtidos de camundongos das trés réplicas).

GRUPOS
DAl VERMES SMSM SVSM JUNT SMSV
Fémeas 2,7+4.1 1,942 2 4,0:4,4 5,645,0
40° Machos 4,618,8 2,74¢2,3 6,746,6 4,7456
Casais 5,045 8 7,8453 8,118,4 13,1494
% 17.5 20,1 26,9 36,4
Fémeas 2,443 1 3,3+3,0 3,9+3.5 2,8+3.0
50° Machos 4,946,0 3,0£2,0 7,947 .1 5,643,6
Casais 13,7123 12,0+10,1 121£76  21,3+151
% 34,8 30,3 36,0 51,0
Fémeas 1,941,6 1,742.1 3,1+1,9 0,9+1,1
60° Machos 3,645,5 1,3+1,4 5,9+4 4 3,946.6
Casais 12,2410,9  10,819,0 17,419,2  13,4x11,2
% 30,0 24,6 437 31,6
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Tabela 8: Nimero médio de ovos por grama de fezes (OPG)}, ntimero médio
de ovos por grama de fezes por fémea(OPG/Fémea) e namero de
camundongos examinados em cada grupo experimental (dados obtidos de
camundongos de trés réplicas).

GRUPOS NYde ovos/gffezes  OPG/Fémeas N’ de camundongos
OPG examinados
SMSM 147616400,5 116,5 27
SVSM 25813456 20,7 27
JUNT 7394890, 1 46,1 26
SMSV 464+771,4 24,4 23

Tabela 9: Valor médio de OPG/Fémea de S. mansoni nos diferentes grupos
experimentais e dias de infecgdo (DAI). Foram consideradas todas as
fémeas recuperadas em cada dia, acasaladas ou néo (dados obtidos de
camundongos das trés réplicas).

GRUPOS OPG/Fémea
40° DAI 50° DAI 80° DAl
SMSM 0,2 2319 457
JUNT 1,7 88,4 38,4
SVSM 0.4 30,1 24,9

SMSV 0,4 49,2 15,8
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Tabela 11: Numerc médio de fémeas de S. mansoni com um ove no Utero,
numero médio de lébulos testiculares nos machos ¢ ntmero médio de
machos que apresentaram l6bulos testiculares deslocados nos diferentes
grupos experimentais e dias de infeccédo (dados obtidos dos animais de
uma réplica).

GRUPOS DAI n° médio de n° médio de lobos nY médio de
fémeas festiculares nos  machos com lobos
com um ovo machos testiculares
deslocados
SMSM  40° 0,7£0,4 9,1£2,7 0,3340,5
SVSM  40° 0,940,3 9,142 4 0
JUNT  40° 07404 9,0+1,9 0,1320,3
smsv  40° 0,640,5 8,4+1,9 0
sSMsMm  50° 0,9+0,3 8,842, 1 0,050,2
SvsM  50° 0,810,3 9,242,0 0
JUNT  50° 0,910,3 8,642,2 0,140,3
SMSV  50° 0,8+0.4 9,242,3 0,02£0,2
SMSM  60° 0,840,4 92422 0,08£0,3
svsm  60° 0,8+0,4 10,741,8 0,1240,3
JUNT  60° 0,804 8,611,9 0,050,2

SMSV 602 0,7+0.4 8,5+1,5 0,05+0,2
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4.5 - Interacdo de Strongyloides venezuelensis e Schistosoma

mansont:

No grupo experimental SMSV, a infeccdo prévia por S.
mansoni, ja entrando em fase de plena maturacdo, pareceu inibir
sensivelmente o desenvolvimento de S. venezuelensis, reduzindo a
recuperacio de vermes e provocando eliminacdo precoce. Ja o
desenvolvimento do Schistosoma foi favorecido, pois observou-se
aumento na carga de vermes. Neste grupo pudemos destacar dois
momentos na interagdo dos parasitas:

- A maturacao dos vermes de S. mansoni no sistema porta-
hepatico do hospedeiro coincidiu com a migra¢do das larvas de S.
venezuelensis até os pulmobes. Observou-se uma sensivel diminuicio
na recuperacéo de larvas de S. venezuelensis nos pulmoes.

A formacdo de casais de S. mansoni foi influenciada pela
infecgao de S. venezuelesis, que provocou aumento na recuperagéoe de
vermes. O inicio do aparecimento de oves de S. mansoni coincidiu com
o inicio da eliminacdo de ovos de S. venezuelensis pelas fezes, afetando

a recuperacéo € 0 nimero de ovos de S. venezuelensis.

No grupo SVSM, a infeccio posterior por S. mansoni
favoreceu o desenvolvimento de S. venezuelensis que persistiu por mais
tempo no hospedeiro, além de ter permitido maior recuperacgic de
vermes. As fémeas de S. venezuelensis neste grupo apresentaram-se
maiores que nos demais grupos experimentais. O desenvolvimento de
S. mansoni foi prejudicado pela infecgdo prévia por S. venezuelensis.
Notou-se uma diminuicdo na carga de vermes, sendo as fémeas e 0s
machos menores que nos demais grupos. Podemos destacar o seguinte

momento como ponto critico na interacdo dos parasitas:
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- Quando as larvas de S. venezuelensis estdo migrando dos
pulmbes ao intestino, 08 esquistossémulos de S. mansoni estao
iniciando o ciclo pulmonar, Este fato pareceu favorecer ¢
estabelecimento das fémeas de S. venezuelensis. Quando os adultos de
S. mansoni chegaram ao sistema porta-hepatico, acasalam-se e
comecam eliminar ovos, a infeccio de S. venezuelensis ja foi eliminada,
mas, apesar disso, ocorreu uma menor recuperacao ¢ diminuicdo no

tamanho dos vermes adultos de S. mansoni.

No grupo JUNT, podemos dizer que houve uma interacao

sinérgica. @ Ambos parasitas se beneficiaram da competicdo, com
aumento da carga de vermes, sendo que a infecgdo por S.

venezuelesnsis persistiu por mais tempo que o controle (SVSV). A fase
pulmonar pareceu ser neste grupo, o ponto mais importante da
interacéo.

- O ciclo pulmonar dos parasitas se processou de forma
subsequente. Primeiro ocorreu o ciclo pulmonar de S. venezuelensis e

em seguida o ciclo pulmonar de S. mansoni.



EM RESUMO:

- SMSV:

S. vrenezuelensis:

S. mansoni:
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- diminui recuperacéo de larvas nos pulmoes.
- diminui recuperacao de fémeas no intestino.
- diminui eliminacao de ovos nas fezes.

- aumenta o valor de OPG/Fémea.

- a infeccao é eliminada precocemente.

- aumenta a carga de vermes:
féemeas: diminui
machos: aumenta
casais: aumenta
- diminui eliminacdo de ovos nas fezes.

- diminui o valor de OPG/Fémea.



- SVSM:

8. venezuelensis:

8. mmansonit:

- aumenta a recuperacao de fémeas no
intestino.

- diminui a eliminacio de ovos nas fezes.

- diminui o valor de OPG/Fémea.

- a infeccao persiste por mais tempo.

- as fémeas siao menores.

- diminui a carga de vermes:
fémeas: diminui
machos: diminui
casais: diminui
- diminui eliminacdo de ovos nas fezes.
- diminui o valor de OPG/Fémea.
- as fémeas e 08 machos sdo menores.
- ocorre maior numero de fémeas com ovo.
- pcorre maior numero de testiculos nos

machos.
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- JUNT:

S. venezuelensis:

8. mansoni:
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- aumenta recuperacio de fémeas no intestino.
- aumenta eliminacéo de ovos nas fezes.
- aumenta o valor de OPG/Fémea.

- infecgdo persiste por mais fempo.

- aumenta carga de vermes:

femeas: aumenta
machos: aumenta
casais: aumenta
- diminui eliminacioe de ovos nas fezes.

- diminui o valor de OPG/Fémea.
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5 - DISCUSSAO:

Muitos individuos em érea endémica de 8. mansoni, tém ou
tiveram amplas oportunidades de adquirir varios helmintos intestinais.
CORREIA-QOLIVEIRA et alii {1988) observaram reacao-cruzada com &.
mansoni no soro de pacientes infectados com cestédeos e em alguns
casos com A. lumbricoides. ROSSI et alii (1993) observaram reacio-
cruzada com antigenos de S. mansoni em pacientes soropositivos para
S. stercoralis, na regiao de Campinas/SP. Devido a ampla distribuicéo

mundial, tanto da estrongiloidiase como da esquistossomose € possivel

observar na natureza muitos individuos portando ambos parasitas.
Apesar disso, ndo foi encontrado na literatura dos ultimos anos,
nenhum relato sobre infeccdo experimental concomitante entre
espécies de Strongyloides e Schistosoma.

Poliparasitismo pode ser estudado sob varios aspectos,
sendo a interagdo dos parasitas monitorada por parémetros
parasitolégicos, clinico-patolégicos, imunolégicos, genéticos, etc.

Este trabalho baseou-se em parametros parasitologicos,
fornecendo dados quantitativos sobre a interacaoc de S. mansoni com S.
venezuelensis. Esta interacidc foi estudada em trés grupos
experimentais, de maneira a obter uma infeccio simultanea e alternada

de ambos parasitas.

Em comum com a larva filaridide de S. venezuelensis, a
cercaria de S. mansoni infecta 0 homem por penetracdo ativa pela pele e
segue semelhante rota no estagio inicial de migracdo. Em nosso
trabalho, néo foi possivel obter uma boa infeccdo de S. venezuelensis
através da imersao da cauda dos camundongos em tubos de ensaio,

contendo larvas filariéides. Esta metodologia, por nés desenvolvida,
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necessita ainda de aperfeicoamento. Sendo assim escolhemos a injecao
subcutanea para padronizar a infeccao de ambos parasitas. TEIXEIRA
et alii {1993) estudaram o¢s mecanismos da resposta inflamatéria
induzida pela injecao subcutédnea de extrato de cercaria de S. mansoni
na pele de cobaias. Observaram que durante o processo de penetracdo
a cercaria secreta varios produtos de sua glandula acetabular e
também sofre alteracdes no seu tegumento. Seu glicocdlix de
superficie, que € um poderoso ativador de complemento C10 e assim
potencialmente letal para o parasita, é perdido. Sua secrecdo glandular
contém varias enzimas capazes de degradar diferentes componentes da

sua matriz. Istc pode salvar a cercaria e facilitar sua entrada no
sistema sanguineo. Em diferentes espécies de animais, incluindo o

homem, a reacdo inflamatoria € vista como resposta da penetracédo da
cercaria, mas os autores acreditam que a reacao inflamatéria pode
aumentar a destruicdo do tecido e facilitar a movimentacido e
penetracao do parasita. No grupo JUNT do nosso trabalho com
infeccao simultanea de S. mansoni e S. venezuelesis, este processo pode
ter sido mais intenso, visto que as larvas filaridides de S. venezuelensis
e as cercarias de S. mansoni sdo inoculadas simultdneamente, ainda
que em regides diferentes. A migracdo das larvas e o ciclo pulmonar
dos parasitas se processaram de maneira subsequénte, iniciando com
as larvas de S. venezuelensis. Talvez pelo continuo e diferenciado
estimulo antigénico, durante a migracédo para os pulmées o organismo
do hospedeiro ndo consiga uma reagdo imunolégica eficiente, Assim
neste grupo, ambos parasitas se beneficiaram da competicdo, sendo
esta uma interacao sinérgica.

Nos outros dois grupos experimentais (SVSM e SMSV), a
infecc8o que se processou primeiro se beneficiou da competicio,
provocando antagonismo para o parasita inoculado posteriormente.
Como este comportamento independe de qual parasita tenha sido
injetadogpreviamente, poderiamos supor que a infec¢io posterior ajue
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como uma infeccdo secundaria ou reinfeccdo, no que diz respeitc a
reacdo imunologica do hospedeiro. Nestes dois grupos experimentais,
guando é feita a infeccho posterior de um dos parasitas, a fase
pulmonar do parasita envolvido na infeccdo prévia ja se processou
dando condicdes ao sistema imunologico do hospedeiro para definir sua
estratégia de defesa. Através destes resultados, poderiamos supor que
a fase pulmonar € o ponto critice da interacdo, com maior influéncia na
resposta imunologica do hospedeiro. TIMOTHY et alii (1992) sugeriram
que resisténcia a reinfec¢do de S. mansoni em camundongoe, induzida
por vacinagdo com cercarias irradiadas, deve estar relacionada as

formas migratorias ou imaturas do trematédeo, ambas encontradas na

pele e pulmdes do hospedeiro. Os autores trabalhando com infecc¢do
concomitante de Schistosoma com Necator americanus, sugeriram que a
pele e os pulmées seriam os sitios de resisténcia para competicdo com
N. americanus, sendo que resisténcia pode ser induzida por ambas

espécies.

5.1 - Recuperacdo das larvas de S. venezuelensis e dos adultos de

8. venezuelensis ¢ Schistosoma mansoni:

No grupo experimental JUNT o atraso na chegada das
larvas de S. venezuelensis aos pulmoées em relacdo ao controle SVSV,
pode ser devido a reacdo imunolégica-cruzada causada pela migracéo
de ambos parasitas. As larvas de S. venezuelensis poderiam também
chegar e sair assincronicamente dos pulmdes em diferentes dias, o que
poderia explicar a menor recuperacio de fémeas no 5° DAI e o pico de
recuperagdo no 7° DAI superior aos demais grupos experimentais.
WILKINSON et alii (1990) observaram intenso fluido edematoso alveolar
no 5° dia apés infeccdo com N. americanus em camundongo BALB. Por

volta do 9° DAI ambos camundongos com infecgdo primaria e
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secundaria de N. americanus, apresentaram vermes nos alvéolos e
particularmente nos animais imunes, estes foram rodeados por células
inflamatérias com ocasionais células gigantes. Fatos similares na
resposta pulmonar foram previamente observados na infecgdo com S.
ratti e N. brasiliensis. A reacéo pulmonar provocada pelo fato do ciclo
pulmonar dos parasitas ter se processado subsequentemente pode ser
responsavel pela interacdo sinérgica, refletida no aumento da carga de
vermes adultos de ambos os parasitas. Esse aumento foi uniforme
para S. mansoni neste experimento, pois referiu-se ao nuamero de
machos, fémeas e casais.

No grupo experimental SMSV, a infeccdo prévia de S.
mansoni provocou efeito antagénico para S. venezuelensis infectado
posteriormente. Este antagonismo é evidenciado pela sensivel
diminuicdoc na carga de vermes de S. venezuelensis. TIMOTHY et alii
(1992), observaram um aumento relativo de IgG para antigenos de
larvas filaridides em camundongos infectados com Necator americanus.
Este aumento foi potencializado pela exposi¢dc prévia a S. mansori.
Contudo a imunidade funcional, n&o foi detectada para ambos
parasitas, apds competicdo. Em nosso experimento observamos gue o
numero de larvas de S. venezuelensis recuperadas dos pulmoes se
reduz a metade em relacio ao controle SVSV., MOQBEL & WAKELIN
(1981) observaram que durante infeccdo primaria de S. ratti em ratos a
resposta imunologica € operada contra o estagio intestinal € durante a
infeccdo secundéaria as manifestagbes de imunidade intestinal sdo
aceleradas. DAWKINS et alii {1980) nao observaram reacio
inflamatoria pulmonar ao redor das larvas de S. ratti em camundogo
com infeccdo primaria, mas na reinfeccao foi evidenciado intenso
infiltrado inflamatdrio. Inicialmente o infiltrado foi composto por
células polimorfonucleares e depois por células mononucleares. As
larvas observadas dentro dos granulomas foram desintegradas e néo foi

possivel identifica-las apds trés dias de infec¢do. Talvez em nosso
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experimento, a exposicio prévia ac S. mansoni, tenha sido responsavel
por uma resposta imunolégica mais efetiva do hospedeiro contra S.
venezuelensis. Sendo assim, grande parte dos vermes seriam
eliminados na fase pulmonar, ¢ que explicaria a pequena recuperacgio
de larvas nos pulmées e consequentemente de f€meas no intestino dos
animais. QOutra hipétese que explicaria este efeito antagdnico, seria o
fato das fémeas de S. wvenezuelensis chegarem ao intestino do
camundonge {5¢ e 7¢ DAI) quando as fémeas acasaladas de S. mansorni
ja estariam eliminando ovos { 40° e 42° DAl). ANDREASSEN et alii
(1990} demonstraram que a inflamacio intestinal induzida pelos ovos

de S. mansoni foi responséavel pelo efeito antagdnico da infecgho
concomitante de S. mansoni com Hymenolepis diminuta ¢ H.

microstoma. Talvez a inflamacgio causada pela passagem dos ovos de S.
mansorni pelo intestino, prejudique o estabelecimento das f€meas de S.
venezuelensis, A passagem das larvas de S. venezuelensis pelos
pulmdes, provavelmente néo foi afetada pela formacéo de granulomas
ao redor de ovos de S. mansoni, pois as larvas filaridides estariam nos
pulmdes no 37° DAI do ciclo do S. mansoni, quando parece pouco
provavel, ja existirem granulomas de S. mansoni nos pulmoées. Estes
devem aparecer por volta do 50° a 60° DAI (ZANOTTI et alii, 1983}. S.
mansoni neste grupo experimental (SMSV) sofreu efeito sinérgico,
aumentando a carga de vermes em relacdo aos demais grupos
experimentais, porém este aumento ao contrario do grupo JUNT, naoc
foi uniforme, sendo evidente para numero de casais ¢ fémeas. Neste
grupo, até o 35° DAI, o desenvolvimento de S. mansoni ocorre
normalmente, sem interferéncia do outro parasita. A infeccéo de S.
venezuelensis é feita no 35° DAI, quando ja esta concluida a migragao
pulmonar dos vermes. Nesta fase os esquistossomulos que sairam dos
pulmdes, estdo a caminho do figado, migrando pelo sangue. DEAN et
alii (1984} observaram, por autorradiografia, focos de vermes em outros

tecidos que ndo a epiderme, pulmao ou figado. MILLER & WILSON
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(1978) relataram a migracdo vascular dos esquistossémulos apods
penetrarem na pele. Esta detecgdo de esquistossémulos através do
corpo do camundongo infectado faz verdadeira a teoria que estes
seriam destruidos possivelmente na circulagido quandoc caminham para
o sistema porta-hepatico. BARBOSA et alii (1978) observaram
assincronismo na chegada dos vermes de S. mansoni ao sistema porta-
hepatico de camundongos. A resposta imunolégica desenvolvida pelo
hospedeiro para infeccio de S. venezuelensis, poderia afetar a migracao
dos esquistossémulos. Estes que estariam migrando para o figado ao
invés de mortos ou eliminados pelo organismo do hospedeiro, seriam
canalizados para o figado, aumentando a recuperacdo de vermes

adultos no sistema porta-hepatico. Os esquistossomulos poderiam

ainda perfurar a pleura, o diafragma e chegariam ao figado perfurando
a capsula de Glisson (BRUCE et alii, 1974). Estas varias hipoteses nos
levam a sugerir gue de acordo com a situacdo enfrentada pelo parasita,
dentro das condicées imunoclégicas apresentadas pelo organismo do
hospedeiro, os esquistossémulos poderiam adotar diferentes rotas de
migragéo, na tentativa de driblar o ataque imunoldgico do hospedeiro.
Dos experimentos com infeccdo concomitante, o SVSM
obteve a maior recuperacéo de larvas de S. venezuelensis nos pulmoes.
Pode-se dizer que a maior parte das larvas filaridides fazem sua
migracdo pulmonar sem interferéncia da infecgdo com S. mansoni
Quando foi feito o indculo das cercarias, as larvas de S. venezuelensis
estavam no terceiro dia de migracdo, sendo que a maior parte
provavelmente ja teria passado pelos pulmoées no 2° DAL, Na infecgdo
controle de S. venezuelensis (SVSV] o maior numero de larvas foi
observado no intestino do camundongo no 5° DAI. Neste experimento,
assim como nos demais com infeccdo concomitante, as larvas de S.
venezuelensis chegaram ao intestino mais lentamente, sendo o maior
nimero recuperado no 7° DAL, A infeccéo posterior de S. mansoni neste

experimento aumentou levemente a recuperacic meédia de fémeas no
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intestino dos camundongos. Podemos dizer que a infeccéo prévia de S.
venezuelensis provocou anfagonismo para S. mansoni, afetando a carga
de vermes recuperada, mais evidentemente em relacic aos machos.
Sempre se acreditou na destruicdo de grande parte das cercéarias de S.
mansoni apds a penetracdo da pele (CLEGG & SMITHERS, 1968;
SMITHERS & CAMMAGE, 1980}, ou durante seu percurso até os
pulmoées. DEAN & MANGOLD (1992} demonstraram, em camundongo,
que 50% das cercarias séo eliminadas na fase pulmonar, quando
passariam pelos alvéolos e seriam deglutidas, sendo eliminadas vivas,
pelo trato digestivo. Estes mesmos autores acreditam que o

comportamento semelhante aos nematédeos, inclusive ao S.

venezuelensis ndo € regra entre os hospedeiros estudados em
laboratorio, sendo observado em camundonge C57. Eliminacdo de
grande parte dos Schistosoma foi observada na pele de camundongo
CBA/Ca imunizados com linhagem porto-riquenha de S. mansoni
(MILLER et alii, 1980; McLAREN et alii, 1987). Os ratos e as cobaias
vacinadas, diferem do camundongo quanto ao sitic de eliminacfo
mediada por imunidade. Em ratos, além da pele, essa eliminagao
parece ocorrer nos pulmoes ou na rota de migracio para o figado. A
cobaia (Cavia porcellus) apresenta a capacidade adicional de matar
vermes de Schistosoma no figado (McLAREN et alii, 1985; McLAREN et
alii, 1986). Deve-se enfatizar, contudo, que os sitios implicados por
estes experimentos como tendo a capacidade para elimina¢io dos
parasitas mediada pela imunidade nao séo necessariamente os sitios
de atritos que ocorrem em circunsténcias normais. No grupo
experimental SVSM, a infeccdo prévia de S. venezuelensis desenvolveu
seu ciclo pulmonar antes dos esquistossémulos chegarem aos pulmdées,
este fato talvez promova a eliminacédo dos esquistossémulos ainda na
fase pulmonar.

No grupo controle de S. venezuelensis (SVSV) observamos

uma queda abrupta do numero de vermes recuperados no 10° DAI
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(Figura 4}, mas quando ocorre competicdo deste parasita com S.
mansoni essa queda apesar de continuar ocorrendo foi menor, exceto
para o grupo SMSV onde a infeccao de S. wvenezuelensis foi
praticamente eliminada no 10° DAIL. Essa persisténcia no 10° DAI, pode
ser consequéncia da interagio dos parasitas, como observamos ainda
nesta Figura 4. A maior parte das fémeas de S. venezuelensis nas
infeccdes concomitantes chegaram mais tarde ao intestino, deslocando
0 pico de recuperacéo para o 7° DAL, Este atraso pode ser observado ja

na fase pulmonar (Figura 3).

5.2 - Eliminacdo de ovos nas fezes dos animais e nimero de ovos

por fémea de S. venezuelensis e S. mansoni:

No grupo experimental JUNT, observou um aumento na
eliminacdo de ovos de S. venezuelensis nas fezes dos animais. As
féemeas deste grupo chegaram em menor nimerc ao intestino dos
camundongos no 5° DAI do que as do grupo SVSM, apresentando o
maior pico de recuperacdo no 7° DAL No entanto, o nimero de ovos
eliminados por grama de fezes foi sempre superior a SVSM nestes dois
dias, especialmente no 7° DAL, As fémeas do grupo SVSM, apesar do
menor valor de OPG/Fémea, ndao mostraram grande oscilacdo de OPG,
mesmo no 10° DAI quando a reducdo do ntmero de ovos, apesar de
grande, foi menor que nos demais grupos, inclusive em relacdo ao
controle (SVSV]. A infeccdo simultdnea [JUNT) pareceu interferir
fisiologicamente nas fémeas de S. venezuelensis, pois apesar da
recuperacao de vermes ser semelhante ao SVSV, o valor de OPG/Fémea
foi maior (Tabelas 1 ¢ 2). Neste grupo os valores de OPG eOPG/Fémea
de 8. mansoni foram maiores em relacdo aos oufros grupos
concomitantes, mas abaixo do observado no controle (SMSM}. Ainda

assim o valor de OPG foi a metade do observado em SMSM. Apesar dos
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vermes de S. mansoni desses grupos SMSM e JUNT terem apresentado
valores semelhantes na porcentagem de casais recuperados, cerca de
70 a 74%, o OPG foi muito diferente (Tabela 8). Isto talvez possa ser
explicado pelo menor niimero de vermes ndo pareados encontrados em
SMSM a partir do 500 DAI (Tabela 7}, embora o ntmero total de fémeas
recuperadas tenha sido menor em SMSM.

No grupo experimental SVSM observou-se o menor valor de
OPG/Fémea de S. venezuelensis. Este fato deve ser efeito da interacéo
com S. mansoni, visto que ndo houve diferenca na recuperacio geral de
S. venezuelensis entre os diferentes grupos exceto no SMSV. Para S.

mansoni ¢ menor valor de OPG e OPG/Fémea também foi observado

neste grupo. Este fato ocorre provavelmente devido a interacdo dos
parasitas, pois a recuperacido de fémeas foi semelhante ao controle
(Tabela 6). Os vermes de SVSM, apesar de apresentarem o mesmo
comportamento em relacdo a SMSM e a SMSV, ou seja, o namero de
casais e a porcentagem de vermes recuperados aumentaram do 40°
para o 50° DAI e diminuram no 60° DAI (Tabela 7}, o OPG foi muito
diferente entre eles. Nas Tabelas 6 ¢ 10 observamos que as fémeas de
S. mansoni nos grupos SMSM e 8VSM apresentando semelhanca no
nimero total de fémeas recuperadas, diferiram um pouco na média de
féemeas contendo um ovo no utero (0,8 0,9 respectivamente} e no
nuamero médio de OPG (Tabela 8). Assim, pode-se supor que a
interagdo entre os parasitas tenha influenciado na fisiologia, se ndo no
OPG/Fémea, pelo menos na eliminacdo de ovos de S. mansoni pelas
fezes.

No grupo SMSV o menor valor de OPG das fémeas de S.
venezuelensis foi devido ao pequeno numerce de fémeas presentes na
infeccdo, o gue se pode verificar pela Figura 3 ¢ Tabela 1, onde se nota
menor niimero de larvas recuperadas nos pulmées e destas larvas uma
pequena parcela chegou ao intestino. Apesar do pequeno nimero de

fémeas de S. venezuelensis no intestino no 7° ¢ principalmente no 109
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DAI, a oviposi¢ac por fémea foi muifo intensa em relacdo aos demais
grupos. Este parece mais um efeito bioloégico natural do que uma
interferéncia propriamente dita da interacio dos parasitas. Em relacdo
a S. mansoni, comparando o grupo SMSV e JUNT, parece que o JUNT
sofreu menor influéncia da interacdo, pois embora o nimero total de
vermes seja semelthante nos dois grupos, o OPG/Fémea e o valor de
OPG séo inferiores em SMSV (Tabela 8). O grupc JUNT foi o tinico
onde o numero de casais € a porcentagem de recuperagiac de vermes
aumentaram de forma crescente do 40° ao 60° DAl (Tabela 7).
Analisando as Tabelas 8 ¢ 10, verificamos que apesar dos grupos com
infeccdo concomitante apresentarem menor valor de OPG e

OPG/Fémea em relagao ao controle (SMSM), a média de f€meas com

um ovo no Gtero foi semelhante ao grupo JUNT e superior no grupo
SVSM. No grupo SMSV onde houve maior recuperagéo de vermes, com
maior namero de fémeas e casais (Tabela 6), observamos a menor
média de fémeas com ovo no Utero. Analisando o numero total de
fémeas de S. mansoni, acasaladas ou ndo, nota-se no grupo controle
SMSM que 7,8 fémeas, representandce 44,5% do total de vermes
recuperados no 40° DAI, {Tabela 7), climinaram 1,2 OPG (Figura 7) ¢
no 50° DAI, um nimero um pouco maior de fémeas, 46,4% do total de
recuperados, foi responsavel pela eliminacdo de 3752,2 OPG, cerca de
3051 vezes maior. No 40° DAI, a interacdo dos parasitas provocou uma
eliminacdo maior de ovos pelas fezes, explicade em parte pela
fecundidade possivelmente mais precoce € maior das fémeas nas
infec¢bes concomitantes (Tabela 9). O numero de OPG e o OPG/Fémea
de S. mansorni foram em média inferiores nas infecgdes concomitantes
em relacdo ao controle SMSM (Tabela 8). Apesar dos grupos JUNT e
SMSV apresentarem maior carga total de vermes, inclusive casais, nao
superam o controle SMSM quanto ao OPG/Fémea ¢ a eliminagédo de
ovos nas fezes. Talvez uma proporcdo maior de ovos nas infeccoes

concomitantes fique retido no figado ou outros orgiaocs em reacdes
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granulomatosas, visto que consideramos em nossa analise apenas o0s
ovos eliminados nas fezes. Porém a passagem de ovos de S. mansoni
nas fezes, nem sempre € claramente um bom indicador de depésito de
ovos no tecido. CHEEVER et alii (1994a e b), associaram ¢ aumento da
intensidade de infeccao a diminuicéo da fibrose hepatica. O ntmere de
ovos por casal no tecido de humanos infectados diminui com o
aumento da intensidade de infeccdo, mas o nimero de ovos por casal
eliminados nas fezes nao altera significativamente com a intensidade de
infeccdo. Segundo os autores, alguns casais de S. mansoni sao inferteis
e isto costuma ser visto como um processo gradual, que contribui para

a variabilidade. Observaram também que a fecundidade permanece

constante com o tempo e casais inférteis foram mais frequentes em
camundongos com infeccdo cronica de S. mansoni, indicando que néo
foi um prolongado periodo de diminuicdo da fecundidade. Estes
autores acreditam que diferencas genéticas dos vermes, parecem ser a
mais provavel causa da variacdo na fecundidade, mas o ambiente ou a
soma das condi¢ées e circunstancias do organismo, tal como a
inaparente infec¢do intercorrente, parece também afetar os vermes.

Os valores de OPG/Fémea de S. venezuelensis,
notadamente no 10° DAI, devem ser encarados com certa reserva, pois
ndc se pode esquecer a possibilidade de ovos eliminados terem ficado
retidos na mucosa intestinal e serem eliminados mais tarde, quando ja
havia poucas fémeas no intestino. ABE et alii (1993) observaram que
os vermes de S. rafti eliminados do intestino delgado foram retidos no
ceco por alguns dias antes de serem expelidos. A reten¢éo de S. ratti no
ceco seria um evento biolégico, mas ndo um simples mecanismo no
transito das fezes. Acredifa-se que os vermes se desloquem para evitar
a resposta imune do hospedeiro. O ceco é uma regido anatémicamente
sem vilosidades. Esta diferenca pode levar a diferentes respostas
imunologicas entre o delgade e o ceco. A interleucina (IL-3) induz

expulsdo do verme presente no intestino delgado, mas ndo no ceco,
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Um infiltrado de eosindfilos ceincide com o pico de carga de vermes no
ceco ¢ possivelmente estas células sdo responséaveis pela expulsao dos
vermes do ceco. A possivel importancia da IL-3 depende da hiperplasia
de mastoécitos da mucosa na expulsdo de espécies de Strongyloides.
Mastocitos da mucosa sdo considerados efetores seletivos da expulsao
de espécies de Strongyloides, pois para outras espécies como N.
brasiliensis outras c¢lulas sdo requeridas, como por exemplo as células
caliciformes da mucosa do jejuno. A hiperplasia dessas células assim
como a alteracio na quantidade e qualidade de muco produzido,
coincidem com a expulsédo de N. brasiliensis em ratos (ISHIKAWA et alii,
1994). Os eosindfilos tem uma importante papel na imunologia das

parasitoses, sao c€lulas potentes capazes de secretar, gerando muitos

produtos toxicos e alguns deste produtos secretados tém sido
descobertos associados a formas cronicas de esquistossomose. A
eosinofilia tem um importante papel na morte de cercarias e
esquistossomulos de S. mansoni in vitro, em hospedeiro vacinado ou
imune (TEIXEIRA et alii, 1993 ¢ LAWSON et alii, 1993).

Em nossos grupos experimentais foi o nimero de ovos que
mais variagdes apresentaram e gue se mostraram estatisticamente
diferentes nas trés réplicas, no 5° e 7° DAI. Essa grande diferenga,
talvez seja da propria biologia do parasita com eliminacao irregular de
ovos, mas também pode, em parte, ser atribuida aos erros inerentes
aos métodos quantitativos de analise, principalmente quando se
trabalha com quantidades muito pequenas de fezes. NOYA et alii
(1992) demonstraram que para levantamento epidemiologico o método
de KATO-KATZ se mostrou menos sensivel que outros métodos
imunoclogicos. Observaram que pacientes que excretavam menos de
100 ovos por grama de fezes nio eram detectados pelo método
quantitativo de KATO-KATZ, € sim pelos métodos imunolégicos de
ELISA-SEA; COPT e APIA. Desses métodos imunologicos os mais
eficientes foram o COPT e o APIA, pois 0 ELISA-SEA apresentou reacio-
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cruzada com outros parasitas intestinais. CHIEFFI et alii (1981),
observaram ao avaliarem a eficacia do método de KATGO-KATZ no
diagnostico da esquistossomose, ocorréncia de postura irregular em
fémeas de S. mansoni € consequentemente eliminacédo inconstante de
ovos pelas fezes. Também sugerem que a distribuicdo irregular dos
ovos do parasita nas amostras fecais, alteraria o resultado de técnicas
de exame quantitativo.

CHAIA et alii {1968), fizeram um estudo comparativo dos
métodos quantitativos de Kato, de Bell e de Barbosa, com fezes de
pacientes infectados por S. mansoni € concluiram que os ovos ja vém
naturalmente homogeneizados nas fezes e que o método de Kato € o

mais eficiente. Os trabalhos de MARTINS & BEAVER (1968), CHAIA et
al (1968), KATZ et al (1970) e BORDA & PELLEGRINO (1971a)

demonstraram que as contagens seriadas do ntmero de ovos de S.
mansoni por grama de fezes, efetuadas na mesma amostra, foram,
geralmente, uniformes quando avaliadas pelos coeficientes de variacdo.
CASTILHO et alii (1984), fizeram estudo comparativo dos métodos de
KATO-KATZ, McMASTER e STOLL-HAUSHEER ¢ demonstraram que o
método de KATO-KATZ, mostrou-se eficiente para detectar ovos
pesados € o método de McMASTER, apesar do usc mais restrito a area
veterindria, mostrou-se eficiente para detectar ovos leves, em infeccoes

experimentais.
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5.3 - Morfometria de S. venezuelensis e S. mansoni:

As medidas de S veneszuelensis, mesmo as
proporcicnalmente tomadas isoladamente, nfdo sfo caracteristicas
seguras para identificar espécies ou linhagens de Strongyloides. As
variacbes apresentadas pelas fémeas do nosso experimento foram
pequenas, na maioria dos casos, € nao representam o aspecto mais
evidente da interacdo. Acreditamos inclusive, gue nfo se possa
creditar a essas variagbes a interacdo entre os parasitas, devido a
grande variacdo observada dentro de um mesmo grupo. Em cada um
dos camundongos, as condicdes fisiologicas ou imunoldgicas, ainda néo
muito bem esclarecidas, podem estar desempenhando papel importante
nas variagdées morfologicas.

As medidas médias de S. mansorni ndo mostraram variacdes
significativas entre os grupos controles e os de infecgdo concomitante,
significando que a interacdoc dos parasitas nédo alterou as dimensdes
dos adultos de S. mansont.

A variacdo nas medidas dos exemplares de S. mansoni € no
numeroc de lobos testiculares do macho parecem mais variacées
individuais, dependentes do camundongo, do que propriamente da
interacdo dos parasitas, pois ¢ crescimento dos vermes no decorrer da
infeccdo ocorreu tanto ne controle como nas infecgdes concomitantes.
Fato curioso foi observado nas Tabelas 10 ¢ 12 em que vermes machos
do SVSM, com menor comprimento médio apresentaram maior niimero
médio de lobos testiculares. A analise de variancia mostrou relacao do
comprimento dos machos com o numero de lobos {testiculares
(P=0,0001). ZANOTTI et alii (1982a), também observaram correlacio
entre o comprimento dos machos de S. mansoni e o numerc de
testiculos, porém esta observacéo foi feita em infeccbées unissexuais
experimentalmente produzidas em camundongos.. Observamos

formacdes lobulares deslocadas, {(Figura 8) chegando em alguns casos,
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a formacao de grande lobo no ter¢o médio dos machos (Figura 8c), que
poderia ser confundido com ovario (VOGEL, 1947; SHORT, 1948 e RUIZ
& COELHO, 1952}, porém acreditamos, apesar de néo ter sido feita
confirmagéo histologica, tratar-se de lobos testiculares, uma vez que
ZANOTTI et alii (1982b) descreveram como testiculos, formacgées
semelhantes encontradas em exemplares machos da mesma linhagem
usada por nés. O deslocamento de l6bulos testiculares foram
observados nos machos tanto do grupo controle (SMSM) como nos

grupos concomitantes,
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6 - CONCLUSAQO

- quando a infeccdo dos parasitas foi feita simultaneamente
(JUNT), o efeito sinérgico foi mais evidente em S. venezuelensis. Houve
aumente na eliminacfo de ovos de S. venezuelensis nas fezes e maior

recuperacao de vermes adultos nos dois parasitas.

- quando se alternou a infeccdo prévia de um dos parasitas
observou-se que o parasita inoculado previamente foi favorecido, com
aumento da carga de vermes, apresentando no entanto, diminuicdo dos

ovos eliminados nas fezes e diminuicdo no valor de OPG/Fémea. O
parasita inoculado posteriormente mostrou menor recuperacio de

adultos e OPG, evidenciando uma interagio antagénica.

- a interagdo de S. venezuelensis e S. mansoni afeta a fisiologia
das fémeas de ambos parasitas, pois as fémeas de S. mansoni
apresentaram QPG/Fémea e OPG sempre inferior ao controle (SMSM} e
as fémeas de S. venezuelensis apresentaram alteracio nos valores de
OPG/Fémea e OPG que, no entanto, variaram de uma infeccdo

concomitante para outra,

- a competi¢ao com S. mansoni diminuiu a recuperacio de larvas
de 8. venezuelensis nos pulmoées em todos os grupos com infeccao

concomitante.

- quanto & morfometria dos vermes adultos, acreditamos que a
interacao dos parasitas ndo afetou a morfologia destes. As variacdes
observadas foram pequenas, n&o significativas, e ndo alteraram as

propor¢des entre as medidas.
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7 - RESUMO:

Este trabalho sobre poliparasitismo, baseou-se em parametros
parasitologicos, fornecendo dados quantitativos sobre a interacdo de
Schistosoma mansoni com Strongyloides venezuelensis. Foram formados
trés grupos experimentais, replicados trés vezes, de maneira a obter uma
infeccdo simultdnea (grupo JUNT) e outras duas alternando a infeccdo
prévia de um dos parasitas (grupos SVSM e SMSV). Mais dois grupos
foram formados, um com infecgio de S. venezuelensis (SVSV) e outro com
infeccdo de S. mansoni (SMSM). Os cinco grupos experimentais foram
compostos de 21 animais cada um, sendo cada réplica constituida por
105, totalizando 315 camundongos. Em cada um dos grupos foram
avaliados os seguintes parametros: niimero de ovos eliminados nas fezes e
fecundidade das fémeas; nimero de larvas e adultos recuperados nas
necropsias; morfometria dos vermes adultos. As infeccoes foram feitas por
injecdes subcutaneas em camundongos Swiss fémeas, SPF, de

aproximadamente com 30 dias de idade, com 100 cercérias de S. mansoni
e 1300 larvas filaridides de S. venezuelensi. As larvas de S. venezuelensis
foram recuperadas dos pulmées dos animais necropsiados no 2° DAI (dia
apés infeccdo), apbés fragmentacdo e incubacdo em estufa a 37° C. As
fémeas partenogenéticas foram recuperadas dos animais necropsiados no
5°, 7% ¢ 10° DAI, apés incubagédo, em estufa a 37° C, do intestino delgado
seccionado longitudinalmente e raspado em solucéo salina. A contagem
dos ovos foi feita pelo método de Cornell McMaster. Os adultos de S.
mansoni foram recuperados dos animais necropsiados no 40°, 500 e 60°
DAI, através da perfuséo do sistema porta-hepatico e a contagem dos ovos
eliminados nas fezes foi feita pelo método de Kato-Katz. Os vermes
adultos de S. venezuelensis foram fixados em TAF e os de S. mansoni em
alcool para estudo morfométrico. Estes vermes foram desenhados em
camara clara e medidos com auxilic de curvimetro e mesa digitalizadora
acoplada a microcomputador. No grupo com infec¢do simultdnea (JUNT),
observamos uma interacao sinérgica. Houve aumento na recuperacédo de
fémeas de S. venezuelensis, que apresentam maior fecundidade e maior
eliminag¢ao de ovos nas fezes, além da infeccéo persistir por mais tempo.
A carga de vermes de S. mansoni. também aumenta, apesar da diminuicéo
na fecundidade das fémeas e na eliminacido de ovos. Nos grupos onde se
alternou a infecco prévia de S. venezuelensis e S. mansoni, (SVSM e
SMSV) ¢ parasita inoculado, posteriormente, sofreu efeito desfavoravel,
com diminuicdo tanto da carga de vermes como da eliminacéo de ovos nas
fezes Nestes grupos as fémeas de S. venezuelensis se mostraram mais
fecundas que as S. mansoni e foram eliminadas precocemente. O parasita
inoculado previamente apresentou aumento na carga de vermes, mas
diminuicdo na fecundidade das fémeas e na eliminacéo de ovos nas fezes.
Quanto a morfometria dos vermes adultos, as variacdes das medidas
observadas foram pequenas, nao caracterizando efeito da interacio entre
parasitas.
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8 - SUMMARY

This work is based on parasitological parameters, giving
gquantitative data about interaction between Schistosoma mansoni and
Strongyloides venezuelensis foccusing on poliparasitism. Three
experimental groups were formed, replicated three times, in order to
obtain a simultaneous infection (group JUNT). Other two groups
alternating the previous infection of one of the parasites (SVSM and
SMSV  groups). Two more groups were formed, one with S
venezuelensis (SVSV) infection and other with S. mansoni (SMSM)
infection. Five experimental groups were composed of 21 animals each,
being each replicated composed of 105 individuals, totalizing 315 mice.
In each groups, the following parameters were evaluated: number of
eggs eliminated in faeces and female fecundity; number of larva and
adults recovered in necropsies; morphometry of adult worms. Swiss
female mice SPF with approximately 30 days were infected by
subcutaneous injection with 100 cercaria of S. mansoni and 1300

filariform larvae of S. venezuelensis . 8. venezuelensis larvae were
recovered from lungs of necropsied animals in 27 DAI (day after
infections), after fragmentation and incubation in incubator, 37¢ C.
The parthenogenetic female were recovered from small intestine
sectioned longitudinally of necropsied animals at the 5th, 7t 10t% DAI,
after incubation, at 37° C, and scraped in saline solution. The score of
eggs ecliminated in faeces was done by Kato-Katz method. For
morphometric study, the adult worms of S. venezuelensis were fixed in
TAF and of S. mansoni in alcohol. These worms were drawn in camara
lucida and measured with curvimeter and digitizing table coupled to a
microcomputer. In group with simultaneous infection (JUNT), we
observed a synergetic interaction. There was a increase recuperation of
S. venezuelensis females which showed high fecundity and high rate of
egg elimination in addition to the fact that the infection persists for a
long time. The worms burden of S. mansoni also increased, in spite a
decrease of female fecundity and egg elimination. In those groups were
an alternation took place the parasite of inoculated latter suffered an
unfavourable effect, with decrease both in worm burden and in egg
elimination. In these groups, S. venezuelensis females were more fertile
than S. mansoni females and they were precociously eliminated. The
parasite previously inoculated showed a increase in worms burden, but
a decrease in female fecundity and in egg elimination. In relation to
morphometry of adults worms, the observed measurement variations
were small, therefore not characterizing interaction effect between the
parasites.
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