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I- INTRODUCADO

Atualmente, a esguistossomose mansonica
constitui um dos maiores problemas com que se defronta
a saude publica brasileira, ndo s0 pela ampliacac  das
areas endémicas, como também pelo elevado numero de do-
entes portadores da helmintose, e pelas dificuldades en
contradas na aplicacdo de medidas profilaticas e medica
mentosas.

Alguns pesquisadores admitem que a es-
quistossomose tenha sido introduzida no Nordeste com &
chegada de escravos negros, infectados da Africa (MAGA-
LHAES § DIAS, 1944). A implantacao da doenga, no Bra-
sil, dever-se-ia a existéncia de planorbideos transmis-
sores do genero Biomphalaria.

Devemos a PIRAJA DA SILVA (1908 a 1912)
e ADOLFO LUTZ(1916 a 1918), os primeiros estudos sobre
a esquistossomose no pais. PIRAJA DA SILVA apresentou
uma das contribui¢des mais importantes para o estabele-
cimento da especificidade do Schistosoma mansoni e ADOL
FO LUTZ prendeu-se a constatacao de regioces endemicas
no Nordeste, tendo estudadec, também, as principais es-
pécies de planorbideos brasileiros.

A disseminacio da doenga, das fdreas ende




micas do Nordeste para outras regices, tem sido progres
siva. Em 1650, PELLON § TEIXEIRA constataram alta inci-
dencia desta verminose na populag¢do de 11 Estados das
regioes do Nordeste ¢ Leste. Em 1953, estes mesmos auto
res estenderam suas pesquisas as regides Sul (exceto o
Estado de Sao Paulo) e Centro Oeste. Alguns autores a-
creditam que o frequente deslocamento de individuos por
tadores da esquistossomose, entre as citadas regioes ,
seja a principal causa da disseminacao da doenca.

No Estado de Sao Paulo, coube a ARANTES
(1923 e 1924) verificar os primeiros casos da helminto-
se, quando registrou 11 doentes autdctones na cidade de
Santos. Dai por diante, outras observagdes foram feitas
de focos e de doentes autdctones, no litoral paulista
(Santos, Sdo Vicente e Guaruja - GONZALES TORRES, 1940;
MOURA, 1945 e 1952; PINTO § MACIEL, 1945;COUTINHO,1949;
MAGALHAES, 1949; ANTUNES, 1952) e no planalto (Vale do
Rio Paraiba, Ourinhos, Campinas e Americana-PIZA,1965 ;
FERREIRA § MEIRA, 1952; PIZA § RAMOS, 1960; MAGALHAES
§ cols., 1973).

Um dos fatos mais importantes, na histd-
ria da esquistossomose no Estado de Sao Paulo, foi a
descoberta de fecos no Vale do Rio Paraiba. As obser-
vagoes feitas por PIZA § cols., no Vale, mostraram a
importancia epidemioldgica do tipo de irrigacdo utiliza
da no cultivo do arroz e a eficiencia da Biomphalaria

tenagophila como hospedeira intermediaria do S.mansont.




Tudo indica ser a esquistossomose manso-
nica uma parasitose recentemente implantada na regiao
do Vale do Rio Paraiba. Antes da década de 50, inexis-
tiam registros de casos humanos autoctones na regiao.A-
lém disso, a Biomphalaria tenagephila, unica hospedeira
intermediaria potencial encontrada no Vale, mostrava-se
resistente a infeccdo em laboratorio. Com o aparecimen-
to dos primeiros doentes autbctones, intensificou-se a
coleta de planorbideos na regido, tendo sido descoberto
o primeiro foco da doenga, em 1956 (CORREA § col.)}. Nes
ta ocasido, varias tentativas foram feitas com o objeti
vo de infectar B. tenagophila experimentalmente, niao se
obtendo resultados positivos. Em 1963, PARAENSE conse -
guiu infectar moluscos procedentes de S3o José dos Cam-
pos, com miracidios pertencentes a linhagem mineira de
5. mansont, utilizando 1.000 miracidios por molusco.Com
estes resultados ficou comprovada a possibilidade da in
feccdo dos moluscos '"paulistas" com S. mansoni oriundo
de B. glabrata de Minas Gerais, ainda que para isto te-
nha sido necessdrio o emprego de numero elevado de mi-
racidios por molusco.

Os indices da infecgao experimental da
B. tenagophila do Vale do Rio Paraiba com a linhagem 1o
cal, eram, por outro lado, sempre inferiores aos obti -
dos pela infecgac de B. glabrata de Minas Gerais com a
linhagem de esquistossoma de Belo Horizonte. Estes fa-

tos sugerem a possibilidade de que a esquistossomose




tenha sido introduzida no Vale do Rio Paraiba por mi-
grantes de Minas Gerais.

Verifica-se,pelo trabalho de CAMEROCN
(1928) e KUNTZ (1952), que o homem ndo € o Gnico hospe-
deiro definitivo do helminto. CAMERON encontrou cinco
macacos africanos (Cercopithecus sabeus) naturalmente
infectados, em zonas endémicas de esquistossomose manso
nica, na ilha de Sta. Kittz, Indias Ocidentais. KUNTZ
assinalou a presenga de roedores ( Gerbillus pyramidum)
naturalmente infectados pelo verme, no Egito. FENIWICK
(1969) descreveu a manutencao do ciclo biolégico do pa-
rasita em comunidade de macacos (Papie anubis), na au-
sencia do homem.

Devemos a AMORIM (1953), o primeiro en-
contro de roedores silvestres naturalmente infectados
com Schistosoma.mansoni, no Brasil. Embora muitos ou-
tros trabalhos sobre o tema tenham sido publicados em
nosso pais (AMORIM & cols., 1954 e 1967Z; BARBOSA & cols,
1953 e 1958; BARRETO, 1959; LUZ § cols.,1966 e 1967;
MARTINS § cols.,1955; MARTINS, 1958; RODRIGUES §& FERREI
RA, 1969) e no exterior, o papel destes reservatérios
naturais, na epidemiologia da endemia, permanecia sem
conclusoes definitivas. Em 1971, ANTUNES demonstrou ser
possivel completar o ciclo do Schistosoma mansoni em
roedor silvestre, usando para isto o sistema Nectomys -
-~ Biomphalaria glabrata - Nectomys.

EFm 1972, SOUZA DIAS assinalou a presen-




¢a, no Vale, de diferentes espécies de roedores silves-
tres naturalmente infectados com 5. mansont.

ApoOs a verificacdo da manutencido do  ci-
clo do Schistosoma mansoni na natureza, na ausencia do

homem, cabe formular as seguintes hipsteses:

a} ocorréncia de duas linhagens de Schistosoma mansont,
uma propria dos animais reservatdrios e outra do ho-

mern .

b} os esquistossomos, oriundos dessas linhagens humana
¢ silvestre, comportam~se de forma diversa frente a

um hospedeiro comum (Mus musculus).

c) existem diferencas na estrutura antigenica dos ver-

mes pertencentes a essas linhagens.

A comprovagido da existéncia destas
linhagens seria importante para o estudo da relcdo para
sita-hospedeiro, sobretudo no momento em gue acredita -
mos estarmos assistindo ao inicio de um processc de a-
daptacgao do 5. mansoni ac B. teragophila.

No presente trabalho sac apresentados os
resultados obtidos em experiéncias orientadas no senti

do de testar as hiplteses citadas.




II-MATERIAL E METODOS

1- Captura de roedores silvestres, no Vale do Rio

Paraiba (SP).

Varias viagens foram realizadas para di-
ferentes localidades do Vale do Rio Paraiba, com a fina
lidade de capturar roedores silvestres. A captura des-
ses animais foi feita no periodo noturno, em  armadi-
lhas colocadas ao nivel do solo, contendo iscas apro-
priadas. Contamos com a colaboracao da Campanha de Com-
bate a Esquistossomose (CACESQ), da Secretaria de Salde
Publica do Estado de Sao Paulo, através de sua Unidade
localizada na regiao. A positividade para S. mansoni,
foi constatada nas fezes dos roedores, através da ovo-
helmintoscopia. A classificacdo dos animais silvestres
foi feita pelo Dr. Fernando de Avila Pires, da Univer-
sidade Federal do Ric de Janeiro e Consultor da Organi-

zagcdo Pan Americana de Salde (OPAS).

2- Moluscos utilizados para exposicao aos miracidios
procedentes das linhagens humanal(H)} e silvestre (8)

do Schistosoma mansont.

Para a exposicéo aos miracidios H e S

do §. mansoni, foram utilizadas Biomphalaria tenagophi-




la nascidas em laboratdorio, medindo de & a2 12 mm
de diametro, descendentes de planorbideos colhides no

campo, na regido do Vale do Rio Paraiba.

3- Mamiferos de laboratdrio.

Foram utilizados ,como hospedeiros defini
tivos do S. mansoni, Mus musculus albinos, pesando
aproximadamente 14 a 16 g, provenientes da Faculdade

de Medicina de Ribeirao Preto (SP).

Para a obtencdo de soros anti-S.mansont,
utilizamos coelhos procedentes do Biotério do Departa
mento de Microbiologia e Imunologia da Universidade

Estadual de Campinas {(UNICAMP)}, Sic Paulo.

4- Adjuvante de Freund incompleto.

Obtivemos o adjuvante de Freund emul-

sionando 15 mg de lanolina em 85 ml de Nujol. A lanoli

na foi utilizada como substancia tensoativa, em

substituicdo a Alarcel A.




5- Dosagem de Proteinas

0 teor protéico de cada extrato salino
antigeénico foi determinado pelc método de Folin-Ciocal~
teau, modificado por LOWRY (1951). A leitura espectrofo
tométrica foi feita em 660 mu e em cubetas de 10 X lcm.
A curva padrao foi estabelecida usando-se soro albumina
bovina (SAB), previamente dosada pelo Micro-Kjeldahl, se

gundo KABAT § MAYER (1961).

6~ Isclamento das linhagens humana (H) e silvestre(S)do

Schistosoma mansont.

6.1.- Linhagem humana do S. mansoni (linhagem H)

A linhagem H do S. mansoni foi isolada a
partir de miracidios obtidos de dejegbes humanas, de
doentes comprovadamente autbctones da regido do Vale do
Rioc Paraiba.

As fezes coletadas na regido eram trans-
portadas para o laboratOrio em recipientes fechados, em
completa ausencia de luz e em baixa temperatura (49 CJ.

No laboratOrio, as deje¢des foram dilui-
das em agua nao clorada(lmg/ml), filtradas em gaze e
deixadas sedimentar no escuro, por duas horas. O liqui-
do sobrenadante era decantado e o sedimento ressuspenso

em 50 ml de agua. A sedimentacdo foi repetida e o sedi~




mento ressuspenso no volume de &gua acima referido.

Os miracidios foram obtidos pela exposi-
cao da suspensdo final a luz e a temperatura de 2879 C ,
provenientes de lampadas elétricas de 60 watts, coloca-
das a distancia de 40 cm, durante 60 minutos (STANDEN ,

1952).

6.2.~ Linhagem silvestre do S. mansoni {linhagem S)

0 isolamento da linhagem S do 5. mansont,
foi feito a partir de miracidios obtidos de figados de
roedores silvestres, naturalmente infectados com Schis-
tosoma mansont . 0s animais infectados foram necropsia-
dos e os figados retirados, pesados e homogeneizados enm
liquidificadores, com égua nao clorada em baixa tempera
tura (aproximadamente 10°C). Os homogeneizados foram co
letados em frascos de sedimentagao e deixados repousar
no escuro, por duas horas. O sobrenadante foi despreza-
do ¢ o sedimento ressuspenso em 50 ml de agua. A suspen
sao final foi colocada em placas de Petri e exposta a
luz e a temperatura de 289C, provenientes de lampadas e
létricas (STANDEN, 1952). Os miracidios eclodidos eram

observados em lupa estereoscOpica.
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7- Infecgao de Biomphalaria tenagophila com miracidios

procedentes das linhagens humana(H) e silvestre(S).

Foram utilizados dois tipos de exposigao

das B. tenagophila aos miracidios H e S: exposicdo in-

dividual padronizada e exposigao em massa(STANDEN,1952)

Na exposicao individual padronizada, fo-

ram tomados 90 moluscos e formados 3 grupos de 30. Um
destes grupos foi constituido por moluscos nao expos-
tos, sendo tomado como controle. Este grupo controle(C)
foi utilizado para determinacao da percentagem de morta
lidade dos moluscos nao infectados. 0s dois grupos res-
tantes foram expostos, separadamente, acs miracidios H
e S. Cada molusco era colocado isoladamente, em placa
de Petri de 3,5 cm de diametro e exposto a 15 miracidi-
os contidos em 10 ml de agua, em presenga de luz e tem-
peratura de 28°C, por 5 a 6 horas. Os moluscos, apds a
infec¢ao, foram mantidos isolados, em 100 ml de dgua e

alimentagao controlada. Estes animais foram observados
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durante 100 dias, determinando-se a percentagem de mor-

talidade, nimero de moluscos que eliminaram cercarias

e numero de cercarias eliminadas.

Para exposicao em massa dos moluscos aos

miracidios H e S, foi determinado, primeiramente, o ni-

mero de miracidios eclodidos. Lotes de caramujos foram

expostos a miracidios H ou S, mantendo-se uma proporcao
de 15 miracidios por molusco. Foi mantido o contato
molusco-miracidios por 5 a 6 horas, em condigdes de luz
e temperatura citadas por STANDEN (1952). Os moluscos ,
apds a infecgao, foram mantidos em recipientes, obser-
vando-se a media de 15 caramujos por aquario de vidro
contendo 2.000 ml de agua e alimentacdo adequada. Estes

moluscos foram observados durante 60 dias, com a finali

dade de se verificar a elimina¢do de cercarias. A per-

centagem de mortalidade dos moluscos e o nimerc de cer
carias eliminadas, durante o periodo de observagdc, fo-

ram determinados.
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8- Infeccdo de Mus musculus albinos com cercarias pro-
venientes de B. tenagophila infectadas com miraci-

dios He S do 5. mansonti.

Decorridas 4 $§manas, contadas a partir
da data da exposicdo das B. tenagophila aos miracidios
H e S, os moluscos foram exposé?s a luz e temperatura
de 28°C, por 3 a 4 horas, com a finalidade de obter cer
carias (PELLEGRINO § MACEDQ, 1955). A presencga destas
larvas era observada através do usoc de lupa estereosco-
pica.

Com as cercarias H e S obtidas, foram in
fectados camundongos albinos, utilizando-se a via percu
tanea. Empregou-se a técnica de imersdo parcial do ani-
mal em agua contendo cercarias (BRENER,1959), ou a de
imergir somente a cauda do animal na suspensao cercari-
ana (OLIVER § STIREWALT, 1952; STIREWALT & BRONSON,1955
e BARRIOS-DURAN, 1955). Quando foi utilizada a técnica
de imersao exclusiva da cauda do camundongo, foi wusada
uma concentragdo de 100 cercarias para 10 ml de agua.
Quando se empregou a técnica de imersao parcial,a quan-

tidade de cercarias por camundongos foi de 100 a 150.
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9~ Manutencao das linhagens humana (H) e silvestre(S)do

S. mansoni em laboratorio.

Foi empregado o sistema camundongo- pla-
norbideo-camundongo, para a manutencdo das linhagens H
e S do 3. mangoni em laboratdrio. Para a exposigdo dos
planorbideos a ambas as linhagens do S. mansoni  foram
utilizados miracidios obtidos & partir do homogeneizado
de figados de camundongos infectados. Cada molusco foi
exposto a 15 miracidios, nas condigbes citadas por STAN
DEN (1952). Com as cercarias H e S obtidas (PELLEGRINO
& MACEDO,1955) foram infectados camundongos albinos,
conforme técnica de imersdo parcial do animal em agua

contendo cercarias (BRENER, 1959).

10- Obtengao de esquistossomos adultos e contagem de
granulomas hepaticos, em Mus musculus albinos expe-

rimentalmente infectados.

Camundongos infectados, com cercarias H
ou S, foram sacrificados entre 55 e 65 dias apos a in -
feccao. 0 sistema porta foi perfundido e exemplares de
S. mansoni adultos foram retirados dos vasos mesente-
ricos e hepaticos (YOLLES § cols.,1947 e BRENER,1962) .
Esquistossomos foram também obtidos por esmagamento do
figado, entre laminas de vidro (STANDEN, 1953 e HILL,

1956). Os vermes foram lavados duas vezes em solucao
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salina fisioldgica e uma vez em agua destilada, sendo
em seguida mantidos em congelador a -10°C.

Os figados retirados dos camundongos in-
fectados, foram homogeneizados em agua, na temperatura
de aproximadamente.10°C e, logo apds, colocados em pla-
cas de Petri, paré contagem dos granulomas. A contagem
dos granulomas foi feita em lupa estereoscOpica, seguin
do-se o método descrito por PELLEGRINO § BRENER (1956)
e BRENER, PELLEGRINO § OLIVEIRA (1956).

11- Preparo de antigenos do §. mansoni das linhagens

humana e silvestre.

Os vermes adultos foram separados confor
me linhagem e sexo, rotulados e armazenados em conge-
lador. Estes vermes foram posteriormente liofilizados ,
triturados em gral e suspensos em solugao salina tampo-
nada (0,9% de NaCl em tampao fosfate 0.02M,pH: 7.0), na
proporcao de 5Smg por ml, conforme instrucgdo de DAMIAN
(1966). Desta forma, constituimos quatro tipos de sus-

pensoces do S. mansgoni:

HM - linhagem humana, macho

HF - linhagem humana, femea

SM linrhagem silvestre, macho
SF - linhagem silvestre. femea
Estas suspensoes foram utilizadas como antigenos para a

imunizagdo de animais(antigeno bruto) e para testes em
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laminas de gel de agar (extrato salino).

11.1- Preparo do "antigeno bruto"

As suspensoes dos vermes foram emulsiona

das em partes iguais com adjuvante incompleto de FREUND

{1951) e inoculadas em coelhos.

11.2- Preparo dos"extratos salinos"

Para a obtencao dos extratos salinos

usados como antigenos nas experiencias de dupla difusio

em gel de agar, segundo OUCHTERLONY (1958), as suspen-
sées do verme foram mantidas, por 24 horas, a 4°C e cen
trifugadas a 18.000G, por 30 minutos, a0®C. O sobrena -

dante obtido foi recolhido, sendo seu teor proteico de-

terminado. Apos a determinacdo do teor proteico, o so-
brenadante era mantido em refrigerador, na presenca de

mertiolato a 1/1000.
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IT1I- RESULTADOS

1- Roedores silvestres capturados mno Vale do Rio

Paraiba.

A area de captura dos roedores silves-
tres, no Vale do Rio Paraiba, ficou compreendida entre
os municipios de S&c José dos Campos e Pindamonhangaba.

Foram capturados exemplares de diferen-
tes espécies (Tabela I e figuras de 1 a 6}, num total
de 63 roedores. Do tgtal de animais capturados, i3
(20,6%) apresentaram-se naturalmente infectados,confor-
me mostra a Tabela II, onde se acham também  indicados
o periodo de captura, a regido e os géneros dos roedo-
res. Pode-se verificar, nesta tabela, que das espécies
capturadas a que apresentou maior frequéncia de infec-
¢ao foi o Nectomys squamipes squamipes, seguindo-se a

espécie Holochilus brasiliensis leucogaster.
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TABELA 1

Espécies de roedores silvestres capturados no Vale do Rio Paraiba.

ESPECIES DE ROEDORES CAPTURADOS (N®)
Akodum arviculoides arviculoides (Wagner, 1842) 1
Cavia aperea aperea(Erxleben, 1777) 7
Holochilus brasiliensis leucogaster (Brandt, 1835) 18
Nectomys squamipes squamipes (Brants, 1827) 4
Oryzomys nigripes eliurus (Wagner, 1845) 10
Rattus rattus alexandrinus (I. Geoffroy, 1803} 3
Rattus rattus frugivorus (Rafinesque, 1814) 2
Rattus rattus rattus {(Linnaeus, 1758) 1

Zygodontomys lasiurus brachyurus (Wagner, 1845) 17
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Roedores silvestres capturados no Vale do Rio Paraiba.

MES/ANG LOCAL, DE CAPTURA ROEDORES CAPTURADOS INFECTADQS
09/1972 Taubate Holoehilus 4 4
i0/1972 Taubaté Zygodontomys 1 1
Holochilus 1 1
11/1972 Taubate Holochilus 1 1
05/1973 S.Luis de Pi-
ratininga Nectomys 1 6
Cagapava Oryzomys

Holochilus
Zygodentomys
Akodun

Pindamonhangaba Oryzomys
Cavia
Zygodontomys

Taubaté Cavia

Holochilus

Oryzomys
Zygodontomys
08/1973 Cacapava Zygodontomys
Taubaté Oryzomys
Rattus
Cagapava Cavia

Holochilus

L R L I T B 2 e N R T T T T S S S R WP N
=T R - - T Tt R - R O Y - S o= S T T S - S = S S S S G

Taubaté Holochilus
11/1973 Cagapava Holochilus
Zygodontomys
05/1974 Cagapava Nectomys
Zygodontomys
Oryzomys
06/1974 Taubaté Holochilus
Zygodontomys
Pindamonhangaba Rattus
07/1974 Taubate Zygodontomys
Oryzomys

<
i
oond
L

Total
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2- Infecgdo experimental de B. tenagophila com miraci-

dios das linhagens humana (H) e silvestre (S).

Diferentes lotes de moluscos foram
expostos aos miracidios H e S, utilizando-se a técnica

de exposicao em massa. A percentagem de mortalidade dos

moluscos e o numero de cercarias eliminadas, foram de-
terminados durante os 60 dias de observacgao.

0s dados referentes as linhagens S e H
estao apresentados nas Tabelas III e IV, respectivamen-
te. Pode-se verificar, nestas tabelas, que a percenta-
gem de mortalidade dos caramujos, expostos aos miraci-
dios S e H, foi alto para as duas linhagens.Verifica-se
também que, dos 31 lotes expostos a linhagem S, apenas
9 eliminaram cercarias. Na linhagem H, somente 6 lotes
entre os 36 expostos, eliminaram cercarias. Nestas expe
riencias ndo se observou relagdo entre o periodo do ano
e a eliminacdo de cercarias.

Os dados obtidos na exposicac individual

padronizada, acham-se resumidos na Tabela V e Fig. 7. O

grupo exposto a linhagem H apresentou percentagem de
mortalidade nitidamente superior a do grupo controle C,
mostrando-se infectado aos 70 dias, quando 480 cercari-

as foram eliminadas por 3 moluscos. O lote de moluscos
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exposto a linhagem silvestre nao apresentou mortalida-
de significativamente diferente da do grupo controle e
apenas 1 dos moluscos eliminou cercarias, ao fim de 50
dias.

Pelo fato de termos obtido uma percenta-
gem de mortalidade no grupo C julgada elevada, repeti -
mos a experiencia utilizando novos moluscos controle e
a mesma técnica empregada anteriormente. Os novos resul
tados nao diferiram significativamente dos obtidos ante

riormente.
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TABELA I1I

Percentagem de mortalidade em diferentes lotes de Biomphalaria
tenagophila expostos a miracidios de Schistosoma mansoni da

linhagem silvestre.

MOLUSCOS MORTALIDADE CERCARIAS ELIMINADAS
LOTE EXPOSTOS APGS 50 DIAS
(n?) (%) (n?) data
01 6 66,6 120 marco/1973
02 15 94,0 14
03 16 62,5 120
04 22 68,1 0
05 5 100.,0 0
06 20 30,0 3.420
07 5 100,0 0
08 5 60,0 ¢ abril/1973
09 11 45,4 1.600 maio/1973
10 3 12,5 0 junho/1973
11 5 100,0 0
12 12 25,0 50
13 21 27,2 180
14 5 100,0 0
15 14 100,0 0
16 6 83,3 0 julho/1973
17 20 90,0 500
18 35 97,1 {g agosto/1973
19 30 63,3 0
20 16 37,5 0
22 35 57,4 0 setembro/1973
23 9 11,1 0
24 10 40,0 0
25 20 80,0 0 novembro/1973
26 20 90,0 ¢
27 10 30,0 0
28 10 60,0 0
29 5 40,0 0
30 20 90,0 0 julho/1674
31 10 60,0 0
32 5 60,0 4




TABELA IV

Percentagem de mortalidade em diferentes lotes
Sehistosoma mansont da

tenagophila expostos a miracidios de

linhagem humana.

24

de Biomphalaria

MOLUSCOS MORTALIDADE CERCARIAS ELIMINADAS
LOTE EXPOSTOS APGS 50 DIAS
(n®) (%) (n?) data

01 50 40,0 100 mar¢o/1973
02 20 25,0 248

a3 20 10,0 350

04 50 64,0 5.320 abril/1973
05 5 20,0 0

06 6 50,0 0

07 5 60,0 0 julho/1973
08 5 100,0 0

09 i5 80,0 0

10 30 86,6 0

11 15 93,3 0

12 25 160,0 0 agosto/1973
i3 30 90,0 *

14 10 70,0 i60

16 10 75,0 0

17 20 40,0 0

18 12 100,0 a

19 16 12,5 0

20 17 29,4 0 setembro/1973
21 30 10¢.,0 0

22 20 100,0 0

23 10 166,0 0 dezembro/1973
24 10 100,0 0

25 20 100,0 0

26 24 70, 8 0 fevereiro/1974
27 8 87,5 0 margo/1974
28 50 60,0 0

29 24 91,6 0 abrii/1974
30 24 65,5 0

31 50 100.,0 * junho/1974
32 45 46,6 210

33 14 50,0 0

34 33 42,4 0 julho/1974
35 50 48,0 0

36 3 37,5 0

37 6 33,3 0

*

desprezados
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FIGURA 7

Curva de mortalidade apds exposicdo de moluscos as

linhagens humana e silvestre do Sehistosoma mansont.
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3- Estudo da relacao granulomas-vermes nas linhagens

humana e silvestre do 5. mansont.

A patogenicidade das linhagens humana e
silvestre do S. mansoni foi estudada através das rela-
coes observadas entre oS granulomas hepaticos e os ver-
mes adultos encontrados na veia porta, mesentério e fi-
gado de camundongos infectados com um numero fixado de
cercarias.

0s dados obtidos nestas experiencias
estao apresentados nas Tabelas VI e VII e Figs. 8 e 9 ,
onde se verifica que tanto o numero de vermes, Como ©
numero de granulomas por animal, teve amplas variacgoes.
A analise estatistica da relacdo granulomas-vermes, nas
duas linhagens em estudo, acha-se apresentada na Tabela
VIII, onde se verifica que foi possivel estabelecer um
coeficiente de correlacgao significatiyo somente para oS

dados referentes a linhagem humana.
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TABELA VI

Relacao entre granulomas hepaticos e nimero de vermes obtidos de «ca
mundongos infectados com a linhagem humana.

HELMINTOS GRANULOCMAS DIAS AP(OS A RELACAO
machos fémeas total x 1000 INOCULACAD GRANULOMAS/VERMES

85 75 150 4.8 55 32,4

63 80 143 4.8 51 34,1

81 53 134 5.6 51 42,2
63 55 118 11.3 53 96,3

56 46 102 4.3 51 42,4

54 41 55 6.4 51 67.4

44 38 82 8.0 53 57,8

31 25 56 5.4 51 97.8

35 21 56 3.3 51 60,06

22 2 24 2.5 53 106,1

8 12 20 3.1 53 157.6
12 2 14 1.8 53 131.4
10 3 13 3.3 49 258,1

5 1 6 1.8 53 302,5

2 0 2 0.7 59 366,0
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TABELA VII

Relagdo entre granulomas hepaticos e nlmero de vermes obtidos de ca
mundongos infectados com a linhagem silvestre.

HELMINTOS GRANULOMAS DIAS APGS A RELACAO
machos femeas total x 1000 INOCULACAQ GRANULOMAS/VERMES
118 50 168 2.8 56 16,7
65 11 76 3.2 50 12,5
34 34 638 5.5 50 81,6
26 26 52 1.6 49 31,2
41 9 50 4.2 50 85,3
20 19 39 3.7 49 95,1
17 17 34 6.5 50 192,89
15 18 33 1.2 49 37.5
15 12 27 2.4 49 89,6
18 9 27 3.8 50 143,9
12 4 16 2.1 50 137,1
9 7 16 2.1 76 137,4
8 8 16 4.3 76 274,8
7 7 14 5.0 76 359,9
5 5 10 4.2 76 427.4

5 1 6 1.2 76 209,0
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FIGURA &

Correlagao granulomas hepaticos / vermes obtida em
camundongos infectados com Schistosoma mansoni da 1i-

nhagem silvestre.
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TABELA VIII

Analise da correlacdo granulomas/n° de vermes, para as linha-

gens humana e silvestre.

LINHAGENS: HUMANA SILVESTRE

Coeficiente de correlacao (r) 0,65138 0,0064
Coeficiente de regressao (b) 33,95633 0,26234
Termo independente (a) 2.275,82167 3.403,80964

** = Significativo ao nivel de 1%
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4~ Resultados da imunizacao de coelhos com antigenos

de Schistosoma mansont.

Quatro antigenos de S. mansoni (HM, HF,
SM, SF), foram inoculados em coelhos, obedecendo-se a
varios esquemas de imunizagdo. Entre os esquemas
testados, o unido capaz de tornar o coelhe  hipersen
sivel ,aos 59 dias de imunizacdo, encontra-se apresenta
do na Tabela IX.A positividade da reacao de Arthus
foi obtida com 500y de proteina em 0,1 ml de solugao
salina tamponada (0,9% de NaCl em tampao fosfato 0,02M,

pH: 7.0), inoculada por via intradérmica.

5- Relacoes antigenicas entre as linhagens humana e

silvestre de S. mansont.

As linhagens humana e silvestre foram
comparadas entre si, através da experiéncia de imunodi
fusao, utilizando-se soros obtidos de coelhos imuniza
dos com os antigenos em estudo. Estes soros eram:anti-
HM, anti-HF, anti-SM e anti-SF. A concentracao protei-
ca dos extratos salinos utilizados nestas reagoes
como antigenos, foi de 100ypor ml. Os coelhos, usados
no presente trabalho, foram sangrados antes de iniciar
mos o processo de imunizagao, tendo os soros obtidos,

apresentado reagac de precipitacao negativa, frente

aos antigenos em estudo. Com 0s anti-soros resultantes
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da imunizacao destes animais, realizamos testes de
precipitacao em meio gelificado, frente ao soro normal
de camundongo. Os resultados encontrados nestas reacoes
foram negativos.

Com alguns dos soros anti~HM utilizados,
observou-se a existencia de dois sistemas precipitantes
em HM. Estes sistemas aparentemente mantiveram relacao
de identidade com o sistema SM e reagiram cruzadamente
com o antigeno SF (Fig. 10).

Com outro soro anti-HM ( Fig.1l4 ), foi
possivel também demonstrar dois sistemas precipitantes,
sendo que um deles reagiu cruzadamente com SM, HF e SF.

Com os soros anti-SM utilizados, também
foram observados dois sistemas precipitantes com o anti
geno homdlogo. Estes sistemas dependeram do soro utili-
zado, mostrando reagao de identidade (Fig. 11), ou rea-

¢ao cruzada (Fig. 12) com o sistema HM.
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TABELA IX

Esquema de imunizagdo de coelhos com antigenos de Schistosoma mansont

das linhagens humana e silvestre.

INOCULAGCOES ANTIGENICAS INTERVALO TESTES REALIZADOS
INTER~ INOCU- RESULTADOS

(n%) {mg) (via) LACOES (dias) com 0s anti-soros

1 10 G Ring- test -
30

fA 10 G Ring- test -
15

3 5 D R. de Arthus -
7

4 5 D R. de Arthus -
7

5 5 D R. de Arthus +
7

R. de Arthus +

Vias de inoculagao: Intra-muscular em regioes proximas aos ganglios

pliteos (G); sub-cutanea no dorso do coelho (D).

Resultados: reagao positiva (+) e negativa (~).

po-
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RESULTADOS DAS REAGOES DE PRECIPITACAO EM GEL DE AGAR, DOS ANTI-
GENOS DE Schistosoma mansoni DA LINHAGEM HUMANA E DA SILVESTRE,

FRENTE AOS ANTI-SOROS HOMOLOGOS E HETEROLOGOS.

Cein Y e TIONOL

) RM

Fig. 10 - Reacao de precipitagdo em gel, entre © SOTO anti-HM e

os diferentes antigenos.

sM () (OHm

SF @ (OHF
HM MSM

Fig. 11 - Reacdo de precipitagao em gel entre o soro anti-SM e

os diferentes antigenos.




Fig. 12 - Reacgao «le precipitacao em gel entre o soro anti-SM e

os difexrentes antigenos.

Fig. 13 - Reagao Cle precipitacao em gel entre o soro anti-HF e

os difex-enties antigenos.

Fig. 14 - Reacao d e precipitacac em gel entre o soro anti-HM e

os diferentes antigenos.
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Iv- DI SCUSSADQ

Os roedores silvestres, capturados para
0 isolamento da linhagem S, eram procedentes de diver-
sas localidades, situadas as margens do Rio Paraiba do
Sul. Entre os animais capturados, tres espécies apresen
taram-se naturalmente infectadas (Holochilus b. lLeuco-
gaster, Nectomys s. squamipes € Zigodontomys L. brachiu
rus). Estas espécies foram capturadas nos municipios
de Taubaté e Cagapava. Entre os animais capturados,
Nectomys foi o género que, proporcionalmente,apresentou
maior iIndice de infecc¢dao. Segundo GILMOUR § GREGOR
(1969), o habitat dos animais deste genero localiza-se
em zonas suburbanas e rurais, quase sempre peri-domici-
liares (hortas e outras culturas). Esta observacao re-
forca a hipOtese de que o Nectomys desempenhe importan
te papel como reservatorio natural do 5. mansont no
Brasil, devido principalmente a frequencia com que € en
contrado parasitado e a amplitude de sua distribuigao
(AMORIM, 1953 a 1962; AMORIM § cols., 1954; MARTINS §
cols., 1955; MOOJEM, 1952; MARTINS, 1958; NELSON, 1960;
ANTUNES, 1971). As demais eSpécies de roedores, por nos
encontradas parasitadas, sao também consideradas impor
tantes na epidemiologia da helmintose. Esta conclusao

€ baseada em fatos que parecem demonstrar o papel deci-
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sivo destes animais, na dispersao da doenga. Assim e
que, os roedores infectados foram encontrados em vasta
area pesquisada e seus indices de infecg¢do podem ser
considerados elevados. Segundo informacao pessoal de
SOUZA DIAS, 25,9% dos roedores capturados na regiao do
Vale, apresentaram-se infectados com S. mansont. Nos
mesmos, obtivemos um indice de infecgdo natural de
20,6%, nos 63 roedores capturados.

No que se refere aos resultados obtidos
com a infeccga@o dos planorbideos com as linhagens humana
e silvestre, verificamos que os moluscos expostos a 1li-
nhagem silvestre apresentaram mortalidade de 50%, no60°®
dia apds a data de exposigao padronizada, enquanto que
na linhagem humana, a mortalidade correspondente foi de
80%. Esta alta mortalidade apresentada pela B. tenago
phila, infectada pela linhagem H, foi também encontrada
por MAGALHAES (1969), quando trabalhou com esta  mesma
espeécie de caramujo, infectada com S. mansoni de Sao
José dos Campos. Este mesmo autor trabalhou com B. gla-
Brata , infectada com 5. manmnsoni da linhagem mineira e
obteve bem menor mortalidade(27,5%). Estes dados sao co
erentes com a hipOtese que sugere adaptacdo recente do
S. mansoni & B. tenagophila do Vale do Rio Paraiba.

A diferenc¢a encontrada entre a mortali-
dade, nos grupos de moluscos expostos a linhagem silves
tre e no grupo controle, nao foi significativa(p>0.05),

A diferenga entre a mortalidade obtida nos grupos de mo
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luscos expostes a linhagem silvestre e a linhagem huma
na, foi significativa (p < 0.01). Foi evidenciado, tam-
bém, menor periodo de maturacdo dos esporocistos da 1i-
nhagem silvestre. Estes fatos sugerem estar a linhagem
S mais adaptada ao hospedeiro intermediario do que a 1i
nhagem H. Esta sugestao encontra apoio nos argumentos
apresentados por SCHWETZ (1956), que admite ser a infec
Gao esquistossomdética nos roedores anterior a do prépri
o homem. SCHWETZ observou em animais silvestres frequen
tes infecgOes cronicas, com baixa patogenicidade, poden
do este fato indicar maior adaptaclo hospedeiro-parasi-
ta.

A patogenicidade nos camundongos (Mus mus
culus) fol estudada atraves da relacdo granulomas/ver -
mes adultos. Escolhemos Mus musculus albinos como hospe
deiro definitivo do 5. mansoni, em nosso trabalho, de-
vido a publicagbes anteriores que demonstram a eficién
cia deste animal na manutencao das linhagens do verme
{WARREN, 1967; TAYLOR & ANDREWS, 1973). Como resultados
destes experimentos, verificamos que houve relagao
causal significativa na linhagem humana, possibilitando
um ajustamento linear, cuja funcgao esta apresentada na
Fig. 8. Por outro lado, a linhagem silvestre nao se com
portou de maneira identica (Fig. 9). Acreditamos que es
se resultado se deva ao fato de termos trabalhado com
figados oriundos de tres espécies diferentes de roedo-

res silvestres, naturalmente infectados.
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A comparagdo entre os antigenos das
linhagens H e S, através de soros de coelhos imuniza-
dos, mostrou a existencia de pelo menos dois sistemas

precipitantes; frente ao antigeno homélogo. Estes anti-
genos guardavam relacoes de identidade ou cruzada com
os antigenos heterdlogos, dependendo de soro utilizado.
0 fato de termos usados coelhos cujos soros nac reagi-
ram, antes da imunizac¢ao, com oS antigenos testados,ex~
clui a possibilidade de termos obtido reacao cruzada
entre antigenos e anticorpos naturais. Nao foram obti-
das, tambem, reactes de soro de coelho com soro de ca -
mundongo normal, eliminando-se assim a possibilidade de
termos trabalhado com antigenos comuns ao parasita e ao
camundongo. Ndo incluimos antigenos das formas de desen
volvimento do verme, baseado em CAPRON (1965), que refe
re semelhancga antigenica entre esquistossomolus e ver-
mes adultos. Com os anti-soros utilizados, foi pessivel
verificar a existéncia de determinantes antigénicos pro
prios de cada linhagem. O pequeno numero de vermes obtil
do nao nos permitiu realizar absorgbes do soro, de mode
a obtermos anticorpos especificos de cada linhagem.

0s resultados do presente trabalho cor-
roboram a hipotese da existéncia de duas linhagens;
uma s$ilvestre, capaz de produzir baixa mortalidade a
B. tenagophila e de apresentar determinantes antigeni -
cos proprios; outra humana, também com determinantes an

tigeénicos propriocs, ocasionando alta mortalidade aos
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hospedeiros intermedidrios e apresentando coeficiente
de correlagdo significativo quanto a relacgdo granulo~
mas/vermes.

Existem hipOteses sobre o mecanismo  do
estabelecimento de diferentes linhagens, como a de
DEVAY & cols. in MIROCHA § URITANI (1967), que admitem
a possibilidade dos hospedeiros exercerem uma pressao
seletiva sobre o parasita, através de diferentes respos
tas imunes, proprias de cada espécie. Outra teoria
que explica a diversidade de constituigao antigenica
entre as linhagens, sugere a sintese de antigenos por
parte do parasita, com a finalidade de se tornar im-
perceptivel ds defesas naturais do hospedeiro (CA?RGN
& cols., 1968). A distingao entre as duas linhagens po-
deria ser, também, atribuida a antigenos do hospedeiro
incorporados a constituigdo antigénica superficial do
parasita, por mecanismos desconhecidos (SMITHERS,1972).

Experiencias, que parecem comprovar estas Gltimas teo-

rias, mostram que, em macacos previamente imunizados
com hemacias de camundongos, nao se desenvolveram
S. mansont transplantados de camundongos infectados

(SMITHERS & cols., 1969).
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V- RESUMO E CONCLUSOES

Roedores silvestres foram capturados no Va
le do Rio Paraiba(SP), tendo-se encontrado uma alta per-
centagem de infectados.

A partir de figados dos roedores natural -
mente infectados, foram obtidos miracidios para o isola-
mento da linhagem silvestre(S). Para o isolamento da 11
nhagem humana(H), foram utilizados miracidios proceden
tes de fezes de doentes comprovadamente autdctones do Va
le do Rio Paraiba.

0 comportamento das duas linhagens do para
sita foi estudado em Biomphalaria tenagophila,hospedeiro
intermidiario natural da regiao do Vale e em camundongos
albinos, tomados como hospedeiros definitivos.

Coelhos foram imunizados com antigenos pre
parados a partir de vermes adultos, obtidos de camundon-
gos infectados. 0Os anti-soros obtidos foram testados
frente a diferentes extratos salinos(antigenos) das duas
linhagens do S. mansoni, pela técnica de imunodifusao.

0 estudo comparative destas duas linhagens

mostrou que:

a- A mortalidade das B. tenagophila expostas a linhagem
S, nao foi estatisticamente diferente da mortalidade

apresentada pelos moluscos usados como controle, ao
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passo que, foi significativa, a diferenga encontrada
entre a mortalidade obtida nos grupos de moluscos ex-

postos a linhagem silvestre e a linhagem humana.

Na linhagem humana, foi encontrado coeficiente de cor
relacao significativo entre o numero de granulomas he
piticos e o de vermes adultos. Ndo nos foi  possivel
estabelecer esta correlacao com os dados obtidos na

linhagem S.

Na analise de imunodifusdo, cada extrato salino  dos
vermes adultos pertencentes as linhagens H e S, con-
tinham, pelo menos, deois sistemas precipitantes,obser
vando-se uma relacao de identidade parcial(reacgio cTu
zada) entre os antigenos da linhagem H e os da linha-

gem S.

Diante dos resultados obtidos, pode-se con

cluir que:

3~

Existem duas linhagens do 5. mansoni no Vale do Rio
Paraiba; uma silvestre, isolada de roedores do campo;
outra humana, isolada de doentes autGctones nao tra-

tados.

&
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2- As linhagens humana (H) e silvestre(S) do Sechistosoma

mansoni diferiram entre si quanto ao comportamento

nos hospedeiros intermediarios e definitivos.

As linhagens humana(H) e silvestre(S) possuem deter-

minantes antigénicos proprios.

Existem dois ciclos paralelos do §. mansoni: um manti
do pelo homem e cutro mantido pelos roedores silves-
tres. 0s roedores silvestres capturados apresentaram-
-se frequentemente infectados e & provavel que desen
penhem papel importante na dispersao da esquistossomo

se mansonica no Vale do Rio Paraiba.
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