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RESUMO

Na esquistossomose mansoénica, a reacao granulomatosa que ocorre em torno dos
ovos de S. mansoni constitui a principal manifestagdo patogénica. A resposta
granulomatosa mostrou ser especifica para os ovos de cada uma das trés principais
espécies de Schistosoma que parasitam o homem ( S. mansoni, S. haematobium e S.
japonicum). A reacao granulomatosa que se desenvolve ao redor dos ovos de S.
mansoni € estagio especifico. Os objetivos deste trabalho foram estudar a evolugéao
das reacdes granulomatosas em torno dos ovos de S. mansoni das linhagens BH e
SJ, verificar se a reagcao granulomatosa em torno do ovo de S. mansoni é linhagem
especifica e avaliar a patogenia do S. mansoni da linhagem isolada do Jardim Sao
Domingos (Campinas, SP), realizando um estudo comparativo com as linhagens BH e
SJ. Para o estudo da evolugcdo das reacbGes granulomatosas, dois grupos de
camundongos foram inoculados pela veia caudal com ovos maduros das linhagens BH
e SJ e mortos apds 1, 8, 15 e 34 dias. Para o estudo da especificidade da reacao
granulomatosa dois grupos de camundongos foram infectados por cercarias de S.
mansoni BH e na 82 semana de infeccado um grupo foi inoculado pela veia caudal com
ovos BH e outro grupo com ovos SJ. Os camundongos foram mortos apos 1, 8, 15 e 34
dias apds a inoculacdo dos ovos. Os parametros analisados foram: numero de
granulomas por area de tecido pulmonar e hepatico e tamanho das reagdes
granulomatosas. Para avaliar a patogenia do S. mansoni da linhagem isolada no Jardim
Sao Domingos (Campinas, SP) e realizar um estudo comparativo com as linhagens BH
e SJ foram constituidos trés grupos de camundongos infectados e na oitava semana de
infeccdo, os camundongos sobreviventes foram sacrificados para recuperagdo de
vermes. Os parametros verificados foram: nimero de cercarias penetrantes; numero de
ovos eliminados nas fezes; nimero de esquistossomos no sistema porta-mesentérico;
namero de granulomas presentes no figado, baco, intestino (c6lon ascendente),
pancreas e pulmao, area dos granulomas observados no figado e intestino e tamanho
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dos ovos de S. mansoni. Os resultados obtidos permitiram concluir que a reacao
granulomatosa em torno dos ovos de S. mansoni das linhagens BH e SJ, mostrou ser
linhagem especifica, indicando haver identidade parcial na resposta granulomatosa
entre os ovos das duas linhagens. Os dados obtidos no estudo da linhagem SD de S.
mansoni indicaram ser esta linhagem, a mais patogénica das linhagens ja descritas,
que tem B. tenagophila como hospedeira do trematdédeo. Nos camundongos infectados
com esta linhagem foi observada maior recuperacao de vermes (48,62%) em relacédo ao
nimero de cercdrias penetrantes (X=64,50), maior nimero de granulomas na maioria
das visceras, maior reagdo granulomatosa em torno dos ovos do trematédeo e maior
tamanho dos ovos (155,60 um x 64,63 um). De importancia epidemiolégica, foi a
constatacao de elevado numero de ovos eliminados nas fezes, apresentando aspecto

morfoldgico distinto, com um espiculo lateral recurvado.

Palavras chave: Schistosoma mansoni, esquistossomose, patogenia
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ABSTRACT

In the schistosomiasis mansoni, the granulomatous reaction that happens around the S.
mansoni eggs constitutes the principal pathogenic manifestation. The granulomatous
answer showed to be specific for the eggs to each one of the three main of Schistosoma
species that parasite the man (S. mansoni, S. haematobium and S. japonicum). The
granulomatous reaction that grows around the S. mansoni eggs is specific stage. The
objectives of this work were to study the evolution of the granulomatous reactions
around the S. mansoni eggs of the BH and SJ strain, to check if the granulomatous
reaction around the S. mansoni egg is specific strain and to evaluate the S. mansoni
pathogenesis, of the isolated strain from Jardim S&o Domingos (Campinas, SP),
carrying out a comparative study with the BH and SJ strains. To the study of the
evolution of the granulomatous reactions, two groups of mice were inoculated by the
vein tail with ripe eggs of the BH and SJ strain and sacrificed after 1, 8, 15 and 34 days.
To the specific study of the granulomatous reaction, two groups of mice were infected by
S. mansoni cercariae BH and in the 8th week of infection, a group was inoculated by the
vein tail with BH eggs and other group with SJ eggs. The mice were killed after 1, 8, 15
and 34 days after the eggs inoculation. The analyzed parameters were: number of
granulomas for area of lung tissue and hepatic and size of the granulomatous reactions.
To evaluate the S. mansoni pathogenesis of the isolated strain in the Jardim Sao
Domingos (Campinas, SP) and to accomplish a comparative study with the strains BH
and SJ, three groups of infected mice were constituted and in the eighth week of
infection, the surviving mice were sacrificed for recovery of the worms. The verified
parameters were: number of penetrating cercariae; number of eliminated eggs in the
feces; schistosome number in the system portal-mesenteric; number of granulomas
present in the liver, spleen, intestine (ascending colon), pancreas and lung, area of the
granulomas observed in the liver and intestine and the S. mansoni eggs size. The

conclusions allowed that the granulomatous reaction around the S. mansoni eggs from
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BH and SJ strains, showed to be specific strain, indicating there to be partial identity in
the answer granulomatous among the eggs of the two strains. The informations obtained
in the study of the SD strain of S. mansoni indicated to be this strain, the most
pathogenic of the strains described already, that has B. tenagophila as trematode host.
In the mice infected with this strain was observed a greatest recuperation of worms
(48,62%) in relation to the number of cercariae penetrating (X= 64,50), a greatest
number of granulomas in most of the innards a greatest granulomatous reaction around
the trematode eggs and a greatest size of the eggs (155,60 um x 64,63 um). About
epidemic importance, it was the established high number of eliminated eggs in the

feces, presenting morphological different aspect, with a side recurved spine.

Key-words: Schistosoma mansoni, schistosomiasis, pathogenesis
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Introdugéo

1. INTRODUCAO

A relacao entre a Biomphalaria e o Schistosoma mansoni é aspecto de interesse
para a epidemiologia da esquistossomose. S&o de interesse também, as relagbes do
trematédeo com o hospedeiro definitivo, principalmente se forem considerados os
fatores que determinam a patogenicidade do parasita.

Penetrando nos vasos cutaneos do hospedeiro definitivo e, através da circulagao,
0s esquistossomulos chegam ao coracao direito e aos pulmdes, de onde vao para o
coracdo esquerdo e sdo enviados pela circulagdo a todas as partes do organismo.
Somente apds o completo desenvolvimento dos vermes e seu acasalamento no sistema
porta, 0s vermes migram para as veias mesentéricas para a oviposicao (ZANOTTI et
al., 1982).

Na esquistossomose mansonica, ao ovo é atribuido o principal papel patogénico.
A lesao tipica e elemento anatomopatolégico basico do processo esquistossomético
cronico € o granuloma que se forma em torno dos ovos do parasito. Esta reacao
demonstra a importancia do ovo como agente patogénico, superando muito dos efeitos
nocivos produzidos diretamente pelos vermes adultos. Apenas cerca da metade dos
ovos produzidos pelos esquistossomos alcancam a luz intestinal e é eliminado pelas
fezes (REY, 2008). Muitos dos ovos que nao conseguem deixar o organismo do
hospedeiro, mas evoluem até a formagdo de miracidio, encontram-se na parede do
intestino, no figado ou em varios outros 6rgaos (pancreas, pulmdes, baco), onde serao
imobilizados e envolvidos por uma reagdo inflamatéria granulomatosa (PESSOA &
MARTINS, 1982). Os ovos sao imaturos quando ovipostos pelas fémeas do S. mansoni
e amadurecem nos tecidos do hospedeiro. A fase de maturagéo leva, no camundongo
aproximadamente, seis dias e 0s ovos maduros podem permanecer viaveis nos tecidos
pelo menos 11 a 12 dias (PRATA, 1957). As evidéncias indicam que a resposta
granulomatosa em torno do ovo é de carater imunoldgico, provocada por produtos
antigénicos liberados pelo ovo maduro (SMITHERS & DOENHOFF, 1982). O processo

granulomatoso é entendido como uma tentativa do hospedeiro para controlar a
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Introdugéo

dispersdo de substancias antigénicas eliminadas pelo ovo e restringi-las ao local de
deposicao, onde seriam desnaturadas e metabolizadas. A duragdo e o tamanho do
granuloma sao proporcionais a persisténcia do ovo na lesdo e a capacidade de
destruicdo dos antigenos por parte das células do hospedeiro (LICHTENBERG, 1962,
1964).

As lesbes granulomatosas esquistossomoticas sdo constituidas por varios tipos
de células. Inicialmente aparecem em torno do ovo numerosos macréfagos, seguidos
de eosindfilos, linfécitos e alguns plasmécitos. Também mastécitos e fibroblastos fazem
parte da constituicdo dos granulomas. Ha um acumulo local de polimorfonucleares
neutrofilos, dando ao conjunto o aspecto de um micro abscesso. Assim que a larva
morre no interior do ovo, os polimorfonucleares diminuem. Os macréfagos, com
citoplasma abundante (macréfagos ativados), ficam em imediato contato com o ovo ou
com os seus restos e, justapondo-se uns aos outros, lembram células de tipo epitelial.
Da fusédo desses macréfagos resultam massas sinciciais multinucleadas, que abarcam
total ou parcialmente os ovos mortos e empreendem sua lenta digestdo. A proporcéo de
cada tipo de célula depende do tecido onde o granuloma estéa localizado e do tempo de
infeccdo (DOENHOFF, 1997). Essa reagcdao apresenta caracteristicas especiais, até
certo ponto especificas e sua intensidade, varia de acordo com os tecidos em que se
localizam. A reacdo € mais intensa nos 6rgaos mais ricos em tecido conjuntivo e em
vasos sanguineos sendo, portanto, mais volumosos os granulomas localizados na
serosa intestinal e no figado, nos espacos porto-biliares. Reacbes menores sao
encontradas, por exemplo, nos tecidos nervosos (ANSWAAD, 1949; MENEZES, 1952;
EL-MOFTY & CAHILL, 1964).

A resposta granulomatosa mostrou ser especifica para os ovos de cada uma das
trés principais espécies de Schistosoma (S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum).
A demonstracdao que o granuloma formado ao redor dos ovos de S. mansoni nos
tecidos dos mamiferos é uma forma de hipersensibilidade tardia mediada por células
(WARREN et al., 1967) levou ao estudo da especificidade dessa reacgéo. Inicialmente foi
descoberto que ndo ha reagdo cruzada em termos de formagado de granuloma entre
Ascaris suis e ovos de S. mansoni (WARREN et al.,, 1967). Em seguida, estudos

revelaram que ha relativamente pouca reagcédo cruzada entre os ovos das trés principais
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Introdugéo

espécies de Schistosoma, o que indicou certo grau de especificidade da reacao
granulomatosa (WARREN & DOMINGO, 1970a). DOMINGO & WARREN (1968)
injetaram ovos de S. mansoni na veia caudal de camundongos infectados previamente
pelo trematdédeo e observaram reagdes em torno dos ovos localizados nos pulmdes. As
reacdes aumentaram rapidamente de tamanho somente nos animais em que 0s vermes
ja tinham iniciado a oviposicao. Para elucidar esta questdo, WARREN & DOMINGO
(1970b), estudaram a formacéao do granuloma ao redor dos ovos de S. mansoni, em
camundongos com infecgdo unissexual e naqueles expostos previamente a cercarias
irradiadas ou a vermes mortos da mesma espécie. Nestes casos nao houve
sensibilizacao, verificando-se o desenvolvimento de reacdo granulomatosa semelhante
aquela observada em animais ndo sensibilizados previamente. Nos camundongos
infectados e nos sensibilizados com ovos homologos injetados na veia caudal, a reacao
granulomatosa, foi marcadamente acelerada e mais intensa. Os autores concluiram
gue a reacao granulomatosa que se desenvolve ao redor dos ovos de S. mansoni era
estagio especifico e a sensibilizacao poderia ser alcancada através de secregdes do
ovo, mas nao por outros estagios evolutivos do Schistosoma (WARREN & DOMINGO,
1970b). A transferéncia passiva da resposta granulomatosa anamnéstica pelos ovos
de S. mansoni poderia ser obtida com células linféides, mas ndao com soro imune
(WARREN et al, 1967). Em uma série de estudos usando substancias
imunossupressoras foi confirmada essa observacao (DOMINGO & WARREN, 1967;
PERROTO & WARREN, 1969).

As consequéncias da reagdo granulomatosa devem ser consideradas em trés
niveis. Uma € a protecdo contra danos para o hospedeiro provocados pelos ovos de
Schistosoma, como sugerido por LICHTENBERG (1964). Uma segunda consequéncia
da formagao do granuloma € a destruicdo dos ovos. Entre as varias células recrutadas
para a resposta anti-ovo, os eosinofilos interagem intimamente com a superficie dos
ovos e apresentam capacidade para destruir ovos de S. mansoni depois da ativacao
destas células por anticorpos citofilicos ou por linfocinas (JAMES & COLLEY, 1976).

Uma terceira consequéncia da resposta granulomatosa esta diretamente
relacionada com a patogénese do S. mansoni. Ovos impactados nas vénulas podem

nao impedir completamente a circulacao, mas a presenca de granulomas pode bloquear
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o fluxo sanguineo e levar ao desenvolvimento de fibrose pré capilar sinusdide,
denominada de fibrose de Symmers (BLOCH et al., 1972). A maior deposi¢ao de tecido
fibroso esta intimamente ligada com a presenca de granulomas. A sintese de colageno
€ notadamente aumentada, proporcional a intensidade e duragdo da resposta
granulomatosa (VAN MARK et al., 1983).

Estudos realizados referem aspectos importantes a serem considerados: a)
experimentos usando camundongos desprovidos de células T, mostraram a presenca
de granulomas pequenos com auséncia de eosinéfilos (PHILLIPS et al, 1977); b)
antigenos de ovos de S. mansoni hepatotdéxicos foram caracterizados (DUNNE et al.,
1981); c) a participagdo de anticorpos com acdo de neutralizar os produtos
hepatotéxicos do ovo foi sugerido por véarios autores (BUCHANAN et al., 1973; BOROS
et al., 1975; BRITO et al., 1983).

Em consequéncia de inumeras reacOes granulomatosas no figado, o
funcionamento desse 6rgéo é alterado (JANKOVIC et al., 1998), podendo levar a grave
insuficiéncia hepatica. As varizes localizadas no tubo digestivo, como consequiéncia da
hipertensédo portal e da deposicdo de colageno, sado consideradas por alguns a mais
grave manifestacdo da infeccdo esquistossomética (BENNETT, 1997). Embora o
mecanismo de depdsito de colageno tenha sido demonstrado por CHEEVER et al.
(1994) e WYNN et al. (1995) envolvendo citocinas Thy (IL-4, IL-5, IL-10 e TGF B), além
de IgE, 19G4 e eosindfilos (PEARCE et al., 1991), a identidade dos antigenos do ovo do
parasito € 0 mecanismo pelo qual fibroblastos sédo induzidos a secretar colageno
necessitam ser esclarecidos (WYLER, 1992). Estudos mostraram que o granuloma e a
fibrose hepatica dependem marcadamente da regulacdo de citocinas (STAVITSKY,
2004; WYNN et al., 2004).

No camundongo, os granulomas ao redor dos ovos alcangam o tamanho maximo
4 a 6 semanas depois do inicio da deposicdo dos ovos e depois vao se tornando
menores com a progressao para a fase cronica da doenca (ANDRADE & WARREN,
1964). Esta mudanca na intensidade da resposta granulomatosa na fase crénica da
doenca nao é devida a alteragdes na imunogenicidade do ovo (DOMINGO & WARREN,
1968). A modulacéo esta associada com um aumento da resposta de anticorpos aos
antigenos do ovo (PELLEY et al., 1976).
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Ha evidéncias de que as células T CD4 sao fundamentais para a formagéao do
granuloma ao redor dos ovos (MATHEW & BOROS, 1986; WYNN et al., 2004) e que
células T CD8 parecem importantes para a regulacdo do tamanho do granuloma nas
infeccdes crbnicas (CHENSUE & BOROS, 1979; HENDERSON et al.,, 1992), embora
anticorpos também participem da imunorregulacao (JANKOVIC et al., 1998; PEARCE &
MACDONALD, 2002; WILSON et al., 2007).

SILVA et al. (2000) referiram que a modulagdo do granuloma esquistossomético
€ um fendmeno exclusivamente hepatico, e que 0s granulomas intestinais e
pulmonares, formados ao redor dos ovos, nao mudaram de tamanho e aparéncia com o
tempo. Os componentes matriciais que foram pesquisados (colagenos |, Il e IV,
elastina, fibronectina), foram encontrados nos granulomas do figado, intestino e
pulmdes, estando mais presentes no figado. A grande quantidade de componentes
extracelulares achados nos granulomas hepaticos foi a principal responsavel pelas
mudangcas do aspecto morfolégico do granuloma. No pulmdo os granulomas
apresentaram a mesma morfologia independentemente do tempo de infec¢cdo (SOUZA
VIDAL et al., 1993; ELTOUM et al., 1995).

Segundo SOUZA VIDAL et al. (1993) e SILVA et al. (2000) a modulacao é bem
evidente para os granulomas localizados no figado e menos evidente naqueles que se
formam no intestino e ndo ocorre nos que se desenvolvem nos pulmdes. Portanto, a
localizagdo do granuloma no hospedeiro tem uma forte influéncia na presenca da
modulacdo do granuloma, bem maior do que os fatores humorais e celulares
circulantes. Para CONLON (2005) a reagao granulomatosa € um processo dindmico
em que o tamanho e a composicao celular das lesbes variam com o tempo e é
coordenado pela influéncia de uma rede de mediadores inflamatérios.

A evolucao da resposta do hospedeiro a presenca de ovos de S. mansoni em
animais experimentais tem sido dividida pelos estudiosos em varios estagios. Segundo
RASO & BOGLIOLO (1970) os granulomas apresentam os seguintes estagios: fase
necrética-exsudativa, fase exsudativa, fase produtiva e fase de cura por fibrose.
Recentemente, LINS et al. (2008) sugeriram uma modificacdo na classificacao para a
evolugcdo do granuloma hepatico elaborada a partir de fases descritas por outros
pesquisadores (LENZI et al., 1998; CONLON, 2005): fase pré-granulomatosa de reacao
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inicial; fase pré-granulomatosa exsudativa; fase necroético-exsudativa; fase produtiva;
fase de cura por fibrose, acrescidos entdo, dos dados referentes a dinamica de
distribuicao dos eosindfilos.

Em 1965, CHEEVER realizou um estudo comparativo sobre a evolugdao da
infeccdo esquistossomaética em camundongos, macacos, ratos e hamsters. Apesar da
alta suscetibilidade apresentada, esses animais mostraram consideravel diferenca em
suas respostas durante a infeccdo aguda e cronica. A obstrucao portal funcional foi
maior no camundongo do que nas outras espécies de hospedeiros observados, o
mesmo acontecendo com a intensidade da reacdo granulomatosa no figado. Os
resultados desse estudo sugeriram que a maior hipertensao portal nos camundongos
estaria relacionada com o tamanho maior dos granulomas hepaticos.

A patogenia da doenca pode ser relacionada com a infectividade da linhagem em
relacéo aos hospedeiros intermediario e definitivo, a distribuicado dos ovos nos tecidos e
o tamanho das rea¢des granulomatosas (ROLLINSON & SOUTHGATE, 1987).

De acordo com trabalhos na literatura, observa-se uma diversidade intra-
especifica relacionada ao comportamento do S. mansoni de regides geograficas
diferentes (PARAENSE & CORREA, 1963b; SAOUD, 1966; MAGALHAES, 1969a;
MAGALHAES & CARVALHO, 1969, 1973a, 1976; PARAENSE & CORREA, 1978;
ZANOTTI-MAGALHAES et al., 1993a, 1997). A diversidade intra-especifica pode ser a
base da variagcdo regional observada na aparéncia clinica da esquistossomose
(COELHO et al., 1989). O grau de morbidade da esquistossomose mansénica humana
varia nas diferentes regides, possivelmente porque a infectividade e a fecundidade do
parasita é variavel (HIGGINS-OPITIZ & DETTMAN, 1991).

Estudando o desenvolvimento das linhagens BH e SJ de S. mansoni, descritas
por PARAENSE & CORREA (1963a), MAGALHAES & CARVALHO (1969, 1973b,
1976), MAGALHAES et al. (1975a) e BRUNET et al. (1998) observaram diferencas de
comportamento dessas linhagens no hospedeiro definitivo. Em camundongos
infectados por S. mansoni da linhagem BH foi observado maior nimero de granulomas
hepaticos por parasitos em relagdo aos camundongos infectados por S. mansoni da
linhagem SJ. Foi verificado também que, dentro de certos limites, existe um porcentual

significativamente menor de sobrevivéncia de camundongos infectados pela linhagem
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BH. Um numero bem menor de parasitas da linhagem BH provocou nos camundongos
niveis de nocividade equivalentes aos provocados por maior numero de vermes da
linhagem SJ (MAGALHAES & CARVALHO, 1976). Esses experimentos mostraram a
maior patogenicidade da linhagem BH (MAGALHAES & CARVALHO, 1976;
MAGALHAES et al., 1975a; ZANOTTI-MAGALHAES et al., 1993a, 1995).

LEMOS NETO et al. (1978) verificaram nas linhagens BH e SJ que quanto maior
0 numero de vermes por camundongo, menor o numero de granulomas hepaticos por
verme, isto €, quanto maior a densidade populacional de S. mansoni, menor a formacao
de granulomas hepaticos por verme. ZANOTTI-MAGALHAES et al. (1991, 1993a,
1995, 1997), utilizando cercérias oriundas de moluscos selecionados para a
suscetibilidade, verificaram maior patogenicidade do trematédeo em camundongos,
determinada por maior numero de granulomas esquistossométicos por area de tecido
hepatico. Estes autores verificaram ainda que o S. mansoni originado em moluscos
mais suscetiveis produziu maior numero de ovos eliminados nas fezes e que as
reacdes granulomatosas em torno dos ovos depositados no figado, intestino, bago e
pulmao eram menores. Segundo DOENHOFF et al. (1986), existe uma significante
correlacao entre o didmetro dos granulomas hepaticos e o nimero de ovos eliminados
com as fezes.

YOSHIOKA et al. (2002) estudando a patogenia do S. mansoni das linhagens
BH, SJ e SR (Santa Rosa -Campinas, SP) observaram que, embora as diferencas nem
sempre tenham sido significativas, nos camundongos infectados com a linhagem BH o
namero de reagbes granulomatosas em todos os 6rgaos estudados foi maior, quando
comparado com o numero de granulomas verificados nas linhagens SJ e SR. Vermes
adultos e ovos da linhagem BH se mostraram maiores do que aqueles da linhagem SJ
(MAGALHAES & CARVALHO, 1973b; KASTNER et al., 1975; PARAENSE & CORREA,
1981; ZANOTTI-MAGALHAES et al., 1993b; MACHADO-SILVA et al., 1994, 1995,
1997, 1998; NEVES et al., 1998, 2002; ZUIM, 2003).

Nas areas endémicas dominadas pela linhagem BH sdo encontrados individuos
com esquistossomose hepatoesplénica descompensada, 0 que nao ocorre nas areas
abrangidas pela linhagem SJ, onde os casos, quase totalmente, sdo assintomaticos
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sendo raros os casos de hepatoesplenomegalia compensada (SANTOS, 1967; DIAS et
al., 1988; LIMA, 1991).

Tém sido relatados desde 1998 casos autéctones de esquistossomose
mansoénica no Jardim Sao Domingos (Campinas, SP). De exemplares de B. tenagophila
coletados na Lagoa Boa Uniao, localizada no Jardim Sao Domingos, foi possivel o
isolamento da linhagem do trematéodeo em laboratério (linhagem SD). FREITAS &
OLIVEIRA (2002) e FREITAS et al. (2002) verificaram sinais de hipertensédo portal e
neuroesquistossomose medular em pacientes com esquistossomose autéctone
atendidos no centro de saude no Jardim Sdo Domingos (Campinas). O envolvimento do
sistema nervoso central por Schistosoma pode ou nao determinar manifestagdes
clinicas. A neuroesquistossomose é uma das manifestagcdes mais graves da infeccao.
A patogenia da mielopatia esquistossomotica permanece desconhecida, porém, admite-
se que a resposta inflamatéria do hospedeiro aos ovos presentes no tecido nervoso
constitua o principal determinante das lesées do SNC (PITTELLA, 1997). A resposta
inflamatoéria pode variar de intensa originando quadros graves, até a uma reacao
minima sem manifestacdo clinica. QUEIROS (1974) observou vermes adultos nos
vasos subaracnoéides da medula espinhal e lesbes medulares granulomatosas foram
encontradas em torno de ovos depositados. A deposicdo de ovos do S. mansoni no
cérebro e meninges € mais freqliente nos pacientes com esquistossomose
hepatoesplénica. A migracéo para o cérebro se faz através dos “shunts” arteriovenosos
pulmonares ou portopulmonares e ocorre sem manifestagcdes clinicas. Em 1981,
PITTELLA & LANA-PEIXOTO encontraram ovos de S. mansoni em 26% dos 46
cérebros de pacientes esquistossomoticos hepatoesplénicos necropsiados.

Segundo CHEEVER et al. (2002) a infeccao por S. mansoni em modelos
experimentais contribui fortemente para o entendimento da patologia e da patogenia e
mais amplamente para o entendimento das reac¢des granulomatosas. O primeiro
experimento descrito em que os ovos foram inoculados pela veia caudal para o estudo
das reacdes granulomatosas foi realizado por COKER & LICHTENBERG (1956).
Existem diversas técnicas, baseadas fundamentalmente no mesmo principio; os ovos
séo obtidos a partir dos tecidos de animais infectados experimentalmente e, a seguir,
concentrados. Considerando que o ovo amadurece nos tecidos do hospedeiro durante
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seu caminho até a luz intestinal, na suspensdo de ovos encontramos ovos em
diferentes estadios de desenvolvimento (PELLEGRINO et al., 1962).

O pulméo do camundongo representa um modelo conhecido, no qual a inje¢do
intravenosa de ovos na veia caudal tem como consequéncia, sua localizacdo nos
pequenos vasos da circulacao pulmonar, onde vao dar origem as lesées inflamatoérias.

Devido a importancia das reagdes granulomatosas na patogenia do S. mansoni
realizamos duas pesquisas:

a) estudamos comparativamente as reacdes granulomatosas em torno dos ovos
de S. mansoni das linhagens BH e SJ, inoculados através da veia caudal de
camundongos infectados ou ndo com S. mansoni BH;

b) realizamos um estudo comparativo da patogenicidade do S. mansoni da
linhagem isolada no Jardim Sao Domingos (Campinas, SP) e das linhagens BH (Belo
Horizonte, MG) e SJ (Vale do Paraiba do Sul, SP).
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2. OBJETIVOS

= Estudar a evolugdo no desenvolvimento das reagdes granulomatosas em
torno dos ovos de S. mansoni das linhagens BH e SJ. Verificar também se a reacao
granulomatosa em torno do ovo de S. mansoni é linhagem especifica.
Os parametros verificados foram:
e Tamanho dos granulomas pulmonares em torno dos ovos de S. mansoni
das linhagens BH e SJ.
e Numero de granulomas por area de tecido pulmonar.
e Tamanho dos granulomas hepaticos.
¢ Numero dos granulomas no figado.

¢ Numero de esquistossomos machos e fémeos.

= Avaliar a patogenia do S. mansoni da linhagem isolada do Jardim Sao
Domingos (Campinas, SP) realizando um estudo comparativo com as linhagens BH e
SJ.

Os parametros verificados foram:

e NUmero e tamanho dos ovos.

Cercarias e sua capacidade de penetracéo.

Numero de vermes no sistema porta-mesentérico.

Numero de reagdes granulomatosas presentes no figado, baco, intestino
(célon ascendente), pancreas e pulmao.

Area dos granulomas observados no figado e intestino.

Dimensodes dos ovos.
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3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados moluscos B. glabrata e B. tenagophila, criados no moluscario do
Laboratério de Helmintologia do Instituto de Biologia da UNICAMP, descendentes de
caramujos provenientes respectivamente de Belo Horizonte, MG, de S&o José dos
Campos, SP e de Campinas, SP (Lagoa Boa Uniao, Jardim Sdo Domingos).

Foram utilizadas trés linhagens do trematédeo: a linhagem SJ oriunda de Sao
José dos Campos (SP) mantida com B. tenagophila simpétrica, linhagem BH originada
de Belo Horizonte (BH), mantida com B. glabrata simpatrica e a linhagem SD
proveniente do Jardim Sao Domingos mantida com B. tenagophila simpatrica.

Para o estudo da evolucao das reacdes granulomatosas em torno dos ovos de S.
mansoni, das linhagens BH e SJ, camundongos foram inoculados pela veia caudal com
ovos maduros do trematédeo de ambas as linhagens. Decorridos 1, 8, 15 e 34 dias
apds a inoculacdo os animais foram mortos e 0s granulomas presentes no pulmao
foram contados e a 4rea da lesdo em torno do ovo foi medida.

Para o estudo da especificidade da reagdo granulomatosa em torno dos ovos das
linhagens BH e SJ de S. mansoni, camundongos foram infectados por cercérias de S.
mansoni BH e na 82 semana de infeccdo um grupo foi inoculado pela veia caudal com
ovos BH e outro grupo com ovos SJ. Apés 1, 8, 15, 34 dias da inoculacado dos ovos,
foram verificadas as reag¢des granulomatosas presentes nos pulmdes e figado,
observando-se a quantidade de lesdes por area de tecido e o tamanho das reacdes
granulomatosas.

Para avaliar a patogenia do S. mansoni da linhagem isolada no Jardim Sao
Domingos (Campinas, SP) e realizar um estudo comparativo com as linhagens BH e SJ
foram constituidos trés grupos de camundongos infectados e na oitava semana de
infeccdo os camundongos sobreviventes foram mortos para recuperacao de vermes.
Os parametros verificados foram: nimero de cercérias penetrantes; numero de ovos
eliminados nas fezes; numero de esquistossomos no sistema porta-mesentérico;

namero de granulomas presentes no figado, baco, intestino (c6lon ascendente),
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pancreas e pulmao, area dos granulomas observados no figado e intestino e tamanho

dos ovos de S. mansoni.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ESTUDO DA EVOLUCAO E DA ESPECIFICIDADE DA REAGAO
GRANULOMATOSA EM TORNO DOS OVOS BH E SJ DE S. mansoni.

4.1.1. Infeccao dos moluscos

Para a infeccdo de camundongos com cercarias das linhagens BH e SJ
exemplares de B. glabrata foram expostos a 10 miracidios de S. mansoni da linhagem
BH e exemplares de B. tenagophila foram expostos a 10 miracidios de S. mansoni da
linhagem SJ. Os moluscos foram mantidos em contato com os miracidios por 2 horas,
sob a acdo da luz e a temperatura de aproximadamente 28 °C. Decorridos 30 dias, os
moluscos foram examinados para verificacdo da eliminagdo de cercarias. As cercarias

eliminadas foram utilizadas na infeccdo dos camundongos.

4.1.2. Infeccao dos camundongos

Utilizando-se cercarias das linhagens BH e SJ eliminadas pelos moluscos B.
glabrata e B. tenagophila, respectivamente, camundongos albinos Swiss, SPF (Specific
Pathogen Free), com 30 dias de idade, fémeos, oriundos do Centro Multidisciplinar para
Investigagdo Biolégica da Unicamp, foram infectados imergindo suas caudas em tubo
de ensaio contendo 100 cercarias durante 2 horas de exposi¢cédo a luz e a temperatura

de aproximadamente 28 °C.

4.1.3. Obtencao de ovos de S. mansoni e inoculacao pela veia caudal dos
camundongos

Camundongos infectados percutaneamente com 100 cercarias da linhagem BH e

SJ, apés 8 semanas da infeccdo, foram mortos e submetidos ao seguinte
processamento:

a) Retirada do intestino, que foi aberto em toda sua extensdo e limpo do seu

conteudo.
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b) O intestino foi seccionado, em pequenas por¢des que foram fragmentadas em
liquidificador, com salina fria a 0,85%, para evitar a eclosao dos miracidios.

c) O material resultante da liquidificacdo foi peneirado em uma sucessao de
peneiras progressivamente mais finas (0,150mm, 0,075mm, 0,045mm e
0,038mm), sempre se adicionando salina fria a 0,85%, para se conseguir a
eliminagao do tecido fragmentado.

d) O conteudo da peneira da malha mais fina (0,038mm), foi lavado varias vezes,
transferido para uma placa de Petri e por meio de movimentos rotatorios, os ovos
foram levados para a zona central e dai retirados com pipeta Pasteur.

e) Pipetados, esses ovos foram passados por duas peneiras de malha de nylon
(0,045mm e 0,038mm), realizando-se novas lavagens.

f) Finalmente os ovos, retidos na peneira de malha mais fina, ficaram prontos para
serem utilizados nos experimentos.

Esta suspensao continha ovos em diferentes estadios de desenvolvimento,
sendo que para efeitos de contagem do numero de ovos a serem inoculados, somente
foram contabilizados aqueles ovos com miracidios ativos. Foram inoculados na veia
caudal dos camundongos aproximadamente 1000 ovos, individualmente, em 0,3 ml de
solucao salina, quantidade apropriada para o desenvolvimento da pesquisa (WARREN
& DOMINGO, 1970a).

4.1.4. Inoculacao dos ovos
Foram formados 4 grupos de experimentagao:
Grupo [I: 12 camundongos inoculados individualmente com ovos de S. mansoni da
linhagem BH pela veia caudal.
Grupo Il: 12 camundongos inoculados individualmente com ovos de S. mansoni da
linhagem SJ pela veia caudal.
Grupo lll: 12 camundongos infectados percutaneamente com 100 cercarias de S.
mansoni da linhagem BH e posteriormente inoculados individualmente com

1000 ovos de S. mansoni da linhagem BH pela veia caudal.
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Grupo IV: 12 camundongos infectados percutaneamente com 100 cercarias de S.
mansoni da linhagem BH e posteriormente inoculados individualmente com
1000 ovos de S. mansoni da linhagem SJ pela veia caudal.
Nos grupos Il e IV, na 8% semana de infecgdo, os camundongos foram
inoculados com ovos de S. mansoni pela veia caudal.
Os camundongos de cada grupo foram mortos, por deslocamento cervical, nos
dias 1, 8, 15, 34 dias depois da inoculagdo dos ovos. Nestes dias pré-estabelecidos

foram mortos 3 camundongos, perfazendo os 12 de cada grupo.

4.1.5. Contagem do numero de cercarias e obtencao de vermes

Nos grupos lll e IV, apds o periodo de exposicdo da cauda dos roedores as
cercarias de S. mansoni determinou-se o0 numero de cercarias infectantes pela
contagem do numero de cercérias sobrantes observadas nos tubos de ensaio nos quais
estavam depositadas as caudas dos roedores (MAGALHAES, 1969b).

Os camundongos foram sacrificados nos dias estabelecidos e os vermes foram
coletados através da perfusao do sistema porta-hepatico (YOLLES et al., 1947) e foram

separados conforme o sexo.

4.1.6. Numero e tamanho dos granulomas no figado e pulmao

Por ocasido do sacrificio, fragmentos do figado (Grupo Il e 1V) e do pulmao
(Grupos I, Il, Il e 1V) foram fixados em Bouin aquoso, com a finalidade da realizagdo de
cortes histologicos de 5 um de espessura para contagem e medicédo dos granulomas
esquistossomoticos. Os cortes histolégicos foram corados com tricrémico de Masson
(ZANOTTI-MAGALHAES et al., 1993a).

Em seguida, foram analisados sob microscopio optico a fim de se calcular o
nimero de granulomas por area tissular (0,98 mm?), a qual foi determinada através da
técnica de MAGALHAES et al. (1975b) e o tamanho das reagbes granulomatosas,
tomando-se sua area. As medi¢des foram realizadas utilizando o programa "Image Pro
Lite”, version 4,0 para Windows 95/NT/98.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de
Campinas (Protocolo n°® 870-1).
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4.1.7. Analise estatistica
Para a comparagao da analise dos dados da evolucdo e especificidade
das reacdes granulomatosas nas linhagens BH e SJ, foi utilizado o Programa (Statistical
Analysis System, SAS, Inc. 2006), através do PROC GLM (General Linear Procedure).

4.2. AVALIACAO DA PATOGENIA DO S. mansoni DA LINHAGEM ISOLADA NO
JARDIM SAO DOMINGOS (CAMPINAS, SP).

4.2.1. Infeccao dos moluscos

Para a infecgdo de camundongos com as cercarias das linhagens BH, SJ e SD,
exemplares (simpatricas as linhagens de S. mansoni) de B. glabrata foram submetidos
a infecgdo com 10 miracidios de S. mansoni da linhagem BH, e exemplares de B.
tenagophila foram expostos a 10 miracidios de S. mansoni da linhagem SJ simpatrica e
exemplares B. tenagophila expostos a 10 miracidios da linhagem SD simpatrica. Os
moluscos foram expostos a infecgao por 2 horas, sob a agao da luz e a temperatura de
28 °C. Decorridos 30 dias, os moluscos foram examinados para verificacdo da
eliminacao de cercarias. As cercarias eliminadas foram utilizadas na infecgdo dos

camundongos.

4.2.2. Infeccao dos camundongos

Camundongos albinos Swiss, SPF, com 30 dias de idade, fémeos, oriundos do
Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldégica da Unicamp, foram infectados
imergindo suas caudas em tubo de ensaio contendo 70 cercarias durante 2 horas de
exposicao a luz e a temperatura de 28 °C. Foram expostos a infecgao por cercarias de
S. mansoni das linhagens BH, SJ e SD constituindo trés grupos de experimentagao:
Grupo 1: 15 camundongos infectados com cercarias de S. mansoni da linhagem BH.

Grupo 2: 10 camundongos infectados com cercarias de S. mansoni da linhagem SJ.
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Grupo 3: 10 camundongos infectados com cercarias de S. mansoni da linhagem SD.

4.2.3. Verificacao das cercarias penetrantes

O numero de cercarias penetrantes foi obtido pela diferengca entre 0 niumero de
cercarias a que o camundongo foi exposto e o0 numero de cercarias sobrantes e que
n&do penetraram pela cauda do roedor (MAGALHAES, 1969b).

4.2.4. Verificacao do numero e medicao de ovos de S. mansoni eliminados
nas fezes.

O numero de ovos eliminados nas fezes dos camundongos infectados foi
verificado a partir da 3% semana de infeccdo dos animais, através do método
quantitativo de Kato-Katz (KOMYIA & KOBAYASHI, 1966; KATZ et al., 1972). Foram
preparadas trés laminas para cada grupo de cinco animais, de modo que o resultado
final correspondeu a uma média aritmética dessas laminas.

Para as medidas, os ovos foram concentrados pelo método de HOFFMAN et al.
(1934). Laminas contendo ovos foram montadas em glicerina. Foram medidos o
comprimento, a largura e também o comprimento do espiculo lateral. As medidas foram

tomadas utilizando o programa “Image Pro Lite”, versao 4.0, para Windows 95/NT/98.

4.2.5. Obtencao e contagem dos vermes

Os animais sobreviventes ao final da 8% semana foram mortos por deslocamento
cervical. A coleta dos vermes foi realizada por meio de perfusdo do sistema porta-
mesentérico. Apos esse procedimento, foi anotado o numero de vermes machos e

fémeos, tanto isolados, como em casais.

4.2.6. Obtencao, numero e tamanho dos granulomas nas visceras

Apo6s a perfusao, foram retirados fragmentos do figado, bago, célon ascendente,
pulm&o e péancreas dos animais sacrificados para a contagem e medigdo dos
granulomas. Os fragmentos foram fixados em Bouin aquoso e cortes histolégicos de 5
um de espessura foram corados com tricrdmico de Masson (ZANOTTI-MAGALHAES et
al., 1993a). Em seguida, foram analisados sob microscépio éptico a fim de se calcular o
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nimero de granulomas por area tissular (1,25 mm?), a qual foi determinada através da
técnica de MAGALHAES et al. (1975b) e o tamanho das reagbes granulomatosas,
tomando-se sua area. As medi¢des foram realizadas utilizando o programa "Image Pro
Lite”, version 4,0 para Windows 95/NT/98.

4.2.7. Andlise estatistica

Para analise dos parametros referentes ao estudo da patogenia do S. mansoni
das linhagens BH, SJ e SD, foi utilizado o Programa SAS (Statistical Analysis System,
SAS, Inc. 2006), através do PROC GLM (General Linear Procedure).
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5. RESULTADOS

CAPITULO |

ESTUDO DAS REAQOES GRANULOMATOSAS EM TORNO DOS
OVOS DE Schistosoma mansoni DAS LINHAGENS BH E SJ

CAPITULO I

REAG()ES GRANULOMATOSAS E PATOGENIA DE
LINHAGENS DE Schistosoma mansoni

19



CAPITULO |

ESTUDO DAS REACOES GRANULOMATOSAS EM TORNO

DOS OVOS DE Schistosoma mansoni DAS LINHAGENS BH E SJ

20



Capitulo 1

RESUMO: Diferengcas morfolégicas e bioldgicas entre linhagens de Schistosoma
mansoni tém sido relatadas. A maior patogenia da linhagem BH em comparag¢do com a
linhagem SJ tem sido atribuida a grande quantidade de granulomas na linhagem BH
observada em infeccbes experimentais, 0 que determinou a maior mortalidade dos
hospedeiros definitivos. O objetivo deste trabalho foi estudar a evolugcdo da reacéao
granulomatosa em torno dos ovos de S. mansoni das linhagens BH e SJ e verificar se
esta reacdo é linhagem especifica. Para o estudo da evolucdo das reacdes
granulomatosas, dois grupos de camundongos foram inoculados pela veia caudal com
ovos maduros de S. mansoni das linhagens BH e SJ e sacrificados apés 1, 8, 15 e 34
dias. Para o estudo da especificidade da reacdo granulomatosa dois grupos de
camundongos foram infectados por cercarias de S. mansoni BH e na 82 semana de
infecgdo um grupo foi inoculado pela veia caudal com ovos BH e outro grupo com ovos
SJ. Os camundongos foram sacrificados apés 1, 8, 15 e 34 dias apds a inoculacao dos
ovos. Os parametros analisados foram: numero de granulomas por area de tecido
pulmonar e hepatico e tamanho das reagdes granulomatosas. Nos camundongos
apenas inoculados com ovos, a reacao granulomatosa no pulmao foi semelhante para
os ovos BH e SJ. Comparando-se as linhagens estudadas, constatou-se que no grupo
de camundongos infectados previamente por cercarias e inoculados com ovos da
linhagem BH a reag&o granulomatosa no pulméao foi marcadamente de maior tamanho
(32499 pm?). Neste grupo também foi encontrado maior nimero de reacdes
granulomatosas (2,61 por area tissular de 0,98mm?). Os resultados indicaram haver
certa especificidade na resposta granulomatosa em torno dos ovos das linhagens BH e
SJ de S. mansoni no pulméo.

Palavras chave: Schistosoma mansoni, esquistossomose, patogenia, linhagens.
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INTRODUCAO

Na esquistossomose mansénica, ao ovo do trematddeo é atribuido o principal
papel patogénico. A lesdo caracteristica € o granuloma esquistossomaético, que se
forma em torno dos ovos maduros depositados nos tecidos do hospedeiro definitivo. A
distribuicdo dos ovos nos tecidos, o tamanho das rea¢c6es granulomatosas e o grau de
infectividade da linhagem do parasito sao fatores importantes na patogenia
(ROLLINSON & SOUTHGATE, 1987).

A diversidade intra-especifica relacionada ao comportamento do Schistosoma
mansoni de linhagens diferentes (SAOUD, 1966; PARAENSE & CORREA, 1963, 1978;
MAGALHAES & CARVALHO, 1969, 1973, 1976; ZANOTTI-MAGALHAES et al., 1993,
1997), pode ser a base da variacdo regional observada na aparéncia clinica da
esquistossomose (COELHO et al., 1989). O grau de morbidade da esquistossomose
mansdnica humana varia nas diferentes regides, possivelmente porque a infectividade e
a fecundidade do parasita € variavel (HIGGINS-OPITIZ & DETTMAN, 1991).

Estudos realizados (YOSHIOKA et al., 2002) comparando a patogenia de
diferentes linhagens brasileiras de S. mansoni (linhagens BH, SJ e SR) mostraram que
nos camundongos infectados com a linhagem BH (Belo Horizonte), o numero de
reacdes granulomatosas em todos os érgaos estudados foi maior, quando comparado
com o numero de granulomas verificados nas linhagens SJ (Sao José dos Campos) e
SR (Santa Rosa). Vermes adultos e ovos da linhagem BH se apresentaram maiores do
que aqueles da linhagem SJ (MAGALHAES & CARVALHO, 1973; KASTNER et al.,
1975; PARAENSE & CORREA, 1981; ZANOTTI-MAGALHAES et al., 1993; MACHADO-
SILVA et al., 1994, 1995, 1997, 1998; NEVES et al., 1998, 2002; ZUIM, 2003).

Considerando a importancia do ovo do S. mansoni na patogenicidade da
esquistossomose e que a resposta imune granulomatosa por ele induzida € estagio
especifica (WARREN et al.,, 1967) resolvemos estudar o desenvolvimento da reagéo

inflamatéria, em tecido pulmonar de camundongos através da inoculacao de ovos de S.
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mansoni das linhagens BH e SJ pela veia caudal dos animais. Evoluiriam de forma
distinta as reag6es granulomatosas em torno do ovo do S. mansoni das linhagens BH e
SJ? Seria a reacao granulomatosa em torno do ovo de S. mansoni linhagem

especifica?

MATERIAL E METODOS

Linhagens de S. mansoni e obtencao de ovos do trematodeo.

Foram utilizadas duas linhagens do trematédeo: a linhagem SJ oriunda de Sao
José dos Campos (SP) e mantida em populacbes de Biomphalaria tenagophila
simpatricas e a linhagem BH, originada de Belo Horizonte (BH) e mantida em
populacées de B. glabrata simpatricas. As cercarias obtidas dos moluscos infectados
foram utilizadas para infeccdo de camundongos Swiss, SPF (Specific Pathogen Free)
(MAGALHAES, 1969).

Os ovos de S. mansoni das linhagens BH e SJ foram obtidos da parede intestinal
de camundongos previamente infectados com as respectivas linhagens do trematodeo.
Cerca de 1000 ovos maduros em 0,3 ml de solucao fisiolégica foram inoculados na veia
caudal dos camundongos (WARREN & DOMINGO, 1970).

Grupos Experimentais.
Foram formados 4 grupos de experimentacao:

Grupo |: 12 camundongos inoculados individualmente com ovos de S. mansoni da

linhagem BH.

Grupo Il: 12 camundongos inoculados individualmente com ovos de S. mansoni da
linhagem SJ.

Grupo lll: 12 camundongos infectados percutaneamente com 100 cercarias de S.

mansoni da linhagem BH e na 82 semana de infeccdo foram inoculados

individualmente com ovos de S. mansoni da linhagem BH pela veia caudal.
Grupo 1IV: 12 camundongos infectados percutaneamente com 100 cercarias de S.

mansoni da linhagem BH e na 82 semana de infeccdo foram inoculados

individualmente com ovos de S. mansoni da linhagem SJ pela veia caudal.
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Os camundongos de cada grupo foram mortos, por deslocamento cervical, nos
dias 1, 8, 15, 34 dias depois da inoculagdo dos ovos. Nestes dias pré-estabelecidos
foram sacrificados 3 camundongos, perfazendo os 12 de cada grupo. Nos grupos lll e
IV por ocasiao do sacrificio os vermes foram coletados através da perfusdo do sistema

porta-mesentérico (YOLLES et al., 1947) e foram separados conforme o sexo.

Numero e tamanho dos granulomas no figado e pulmao.

Por ocasidao do sacrificio, fragmentos do figado (Grupos Il e IV) e pulmao
(Grupos |, IlI, Ill e IV) foram fixados em solugcao Bouin aquoso, com a finalidade de
realizacdo de cortes histolégicos de 5 um de espessura para contagem e medicdo dos
granulomas esquistossomoéticos. Os cortes histoldgicos foram corados com tricrémico
de Masson (ZANOTTI-MAGALHAES et al., 1993).

As preparag6es histologicas foram analisadas sob microscopio Optico a fim de
se calcular o numero de granulomas por area tissular (0,98
mm?), a qual foi determinada através da técnica de MAGALHAES et al. (1975) e o
tamanho das reagdes granulomatosas, tomando-se sua area. Somente foram medidos
0s granulomas que continham em seu centro um ovo de S. mansoni. As medi¢cdes
foram realizadas utilizando o programa “Image Pro Lite”, version 4,0 para Windows
95/NT/98.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de
Campinas (Protocolo n® 870-1).

Analise estatistica.

Os parametros utilizados foram: tamanho dos granulomas pulmonares em torno
dos ovos de S. mansoni das linhagens BH e SJ; numero de granulomas por area de
tecido pulmonar; tamanho dos granulomas hepaticos; numero dos granulomas no
figado e numero de esquistossomos machos e fémeos.

Para a analise utilizou-se o programa SAS (Statistical Analysis System, SAS, Inc.
2006), através do PROC GLM (General Linear Procedure).
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RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentados os dados obtidos nos Grupos Il e IV referentes
ao numero de cercarias penetrantes e o nimero de vermes recuperados. Nao se
observou diferenca significativa no numero de cercarias penetrantes nos dois grupos
(p=0,4667).

Comparando-se os Grupos, Il e IV, verificou-se que o nimero de vermes
machos, o numero de vermes fémeos e o0 numero de vermes totais foram
significativamente maiores no Grupo Ill (p=0,0012, p=0,0036, p=0,0019,
respectivamente).

Area dos granulomas no pulmio (Figura 1). Os dados obtidos resultaram das
medidas de um total de 91 granulomas no Grupo |, 69 no Grupo I, 115 no Grupo Ill e
105 granulomas no Grupo IV. Nos primeiros periodos de observacdo (1° e 8° dias) a
reacao granulomatosa se caracterizou por infiltrado leucocitério circunscrito por poucos
fibroblastos no 8° dia. Aos quinze dias apds a inoculacdo dos ovos foram observadas
células gigantes e fibroblastos e nos 34 dias a reagdo granulomatosa estava
circunscrita por fibrose. Independentemente do periodo de inoculagdo dos ovos, houve
diferenca significativa (p<0,0001) entre os grupos em relagdo a area dos granulomas
(Figura 1B). Os maiores granulomas foram observados nos Grupos Ill (32499 pm?) e IV
(27305 um?) (infectados previamente com S. mansoni BH) e os menores nos Grupos |
(17636 pum?) e Il (13543 um?® (apenas inoculados com ovos BH e SJ,
respectivamente)(Figura 1A). A drea dos granulomas variou conforme o periodo
(p<0,0001), sendo que os maiores granulomas foram observados aos 15 dias e os
menores um dia ap6s a inoculacdo dos ovos (Figura 1B). Considerando a area dos
granulomas em torno dos ovos BH e SJ (Grupos | e Il), verificou-se que, a exceg¢ao do
periodo de 15 dias, houve semelhanc¢a no tamanho da reac&o granulomatosa em torno
dos ovos das duas linhagens (Figura 1C). Os ovos BH induziram reacao granulomatosa
significativamente maior em relacdo aos ovos SJ, aos 15 dias apéds a inoculacao (Figura
1C). Analisando os resultados referentes a infecgao prévia por S. mansoni BH (Grupos
Il e IV) e comparando-os aos dos Grupos | e Il, notou-se que a infec¢do induziu
granulomas maiores nos pulmdes em torno dos ovos BH e SJ, sendo que a diferenca
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foi significativa aos 8 (p<0,0001) e 34 dias (p<0,0001) apds a inoculagdo dos ovos
(Figura 1C). Na comparacao dos resultados obtidos nos camundongos infectados com
S. mansoni BH e posteriormente inoculados com ovos BH (Grupo Ill) e com ovos SJ
(Grupo IV) a area dos granulomas em torno dos ovos BH foi significativamente maior
apoés 8 e 15 dias da inoculagao (Figura 1C).
Numero de granulomas no pulmao (Figura 2). Os dados obtidos resultaram de n=60
no Grupo |, n=42 no Grupo Il, n=54 no Grupo lll e n=60 no Grupo IV. NuUmero
significativamente maior (p<0,0001) de granulomas foi observado no Grupo Il (2,61
granulomas por area tissular de 0,98 mm?) (animais infectados e inoculados com ovos
BH). Os valores encontrados, considerando a mesma area tissular, nos grupos |, Il e IV
nao diferiram significativamente entre si (1,96, 1,71 e 1,78 respectivamente, Figura 2A).
Considerando o periodo ap6s a inoculagdo dos ovos, maior numero de granulomas foi
observado aos 34 e 8 dias da inoculagdo e menor nimero um dia apds o indculo
(Figura 2B). Na analise conjunta de todos os grupos, aos 15 dias apds a inoculagdo nao
se observou diferenga significativa no numero de granulomas entre os quatros grupos
(Figura 2C). Maior numero de granulomas no pulm&o nos animais que receberam
infeccdo prévia foi constatado um dia apdés o inéculo (Grupos Il e IV diferiram
significativamente dos Grupos | e IlI). Aos 8 dias da inoculagdo um ndmero
significativamente menor de granulomas foi verificado no Grupo IV, enquanto nos
Grupos Il e lll, a diferenca n&o foi significativa. Aos 34 dias da inoculagdo dos ovos, 0
Grupo Il apresentou numero significativamente maior de granulomas, quando
comparado com os demais Grupos.
Area dos granulomas no figado (Figura 3). Os dados obtidos resultaram das medidas
de um total de 126 granulomas no Grupo Ill e 162 no Grupo IV. A area dos granulomas
no figado foi obtida nos animais dos Grupos lll e IV, infectados previamente com S.
mansoni da linhagem BH. Nao se observou diferenca significativa na area dos
granulomas hepaticos entre os dois grupos (p=0,7412)(Figura 2A). A é&rea dos
granulomas hepaticos foi significativamente maior (p=0,0010) por periodo, aos 15
(41316 um?) e 8 dias ap6s a inoculagdo dos ovos (37771 um?) e menor aos 34 dias
(32353 um?) (Figura 3B). Na comparagdo dos grupos considerando os periodos néo se
observou diferenga significativa (Figura 3C).
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Numero de granulomas no figado (Figura 4). Os dados obtidos resultaram de n=48
no Grupo Ill e n=60 no Grupo IV. Numero significativamente maior de granulomas no
figado (p<0,0001) foi observado no Grupo Il (5,41 por area tissular de 0,98 mm?),
quando comparado ao numero de granulomas no Grupo IV (3,96 por area tissular de
0,98 mm?) (Figura 4A). O maior nimero de granulomas (p<0,0001) foi verificado um e
oito dias apo6s a inoculagdo (Figura 4B). Nestes periodos, constatou-se diferenca
significativa entre os Grupos lll e IV, sendo maior o numero de granulomas no Grupo Il
(Figura 4C).
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Tabela 1: Comparagdo do numero de cercarias infectantes e de vermes machos e
fémeos recuperados em camundongos infectados com S.mansoni das linhagens BH e
SJ nos Grupos lll e IV.

Grupo Cercérias Fémeos Machos Vermes Teste
Infectantes Totais Duncan*
vV 94,90 A
1l 95,00 A
Il 17,75 A
vV 9,10 B
Il 18,87 A
vV 8,50 B
1l 36,62 A
vV 17,60 B

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (o= 0,05).
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Area dos granulomas no pulméao
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Figura 1: Area dos granulomas no pulméo de camundongos inoculados com ovos de
Schistosoma mansoni das linhagens BH (Grupo ) e SJ (Grupo Il) e em camundongos
infectados previamente com S. mansoni da linhagem BH e inoculados na 82 semana de
infeccdo com ovos de S. mansoni da linhagem BH (Grupo Ill) e da linhagem SJ (Grupo
V). A: Comparagdo dos grupos I, Il, 1l e IV. B: Comparagcdo dos periodos. C:
Comparagao dos grupos considerando os periodos. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente entre si (a=0,05).
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Numero de granulomas no pulmao
A a
E 3
o]
m..
S 25 1
P
5 21
-4
w 1.5 1
(1]
£
=
3
5
5 05 4
m
s 0
Z
Grupol Grupoll Grupolil Grupo IV
B
T 3
£
& 25 -
=
g 2
-
S
o 1.5
o
5
=
c
©
E’ 0,5
2
< o0
1 dia 8 dias 15 dias 34 dias
c a
3.5 -
=
8 3
(=)
s 2,5 - = Grupoll
-g o = Grupo |l
o = Grupo Il
w 1,5 1
g = Grupo IV
2 1
=
o
@ 0,5 -
@O
o
S o
1dia 8 dias 15 dias 34 dias

Figura 2: Namero de granulomas no pulméo de camundongos inoculados com ovos de
Schistosoma mansoni das linhagens BH (Grupo 1) e SJ (Grupo Il) e em camundongos
infectados previamente com S. mansoni da linhagem BH e inoculados na 82 semana de
infeccdo com ovos de S. mansoni da linhagem BH (Grupo 1ll) e da linhagem SJ (Grupo
IV. A: Comparagdo dos grupos I, Il, Ill e IV. B: Comparagdo dos periodos. C:
Comparacéo dos grupos considerando os periodos. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente entre si (a=0,05).
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Area dos granulomas no figado
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Figura 3: Area dos granulomas no figado de camundongos infectados previamente com
Schistosoma mansoni da linhagem BH e inoculados na 82 semana de infecgdo com
ovos de S. mansoni da linhagem BH (Grupo lll) e da linhagem SJ (Grupo 1V). A:
Comparagao dos grupos Il e IV. B: Comparagdo dos periodos. C: Comparacao dos
grupos considerando os periodos. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
significativamente entre si (a=0,05).
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Numero de granulomas no figado
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Figura 4: Numero de granulomas no figado de camundongos infectados previamente
com Schistosoma mansoni da linhagem BH e inoculados na 82 semana de infecgdo
com ovos de S. mansoni da linhagem BH (Grupo 1ll) e da linhagem SJ (Grupo V). A:
Comparacéo dos grupos lll e IV. B: Comparagao dos periodos. C: Comparacao dos
grupos considerando os periodos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (a=0,05).
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DISCUSSAO

A reagao granulomatosa induzida pelos ovos de S. mansoni pode ser entendida
como um mecanismo protetor do organismo do hospedeiro ao mesmo tempo em que
seu desencadeamento é responsavel pela patologia. O grau de resposta por parte do
organismo depende da capacidade estimulante do parasita e da integridade do sistema
imunolégico do hospedeiro.

Os granulomas sao compostos, principalmente, por fibras colagenas,
macréfagos, eosindfilos, linfécitos e plasmocitos em proporcdes diferentes, variando
nos diferentes 6érgaos e em fungéo da fase de sua evolugdo (PEARCE & MACDONALD,
2002) e é coordenado pela influéncia de uma rede de mediadores inflamatérios (WYNN
et al., 1995; CONLON, 2005).

As reacdes granulomatosas observadas apresentaram-se de acordo com as
fases evolutivas descritas por RASO & BOGLIOLO (1970).

A reagao granulomatosa induzida pelos ovos BH nos pulmdes (Grupo |) foi
semelhante a reagdo induzida pelos ovos SJ (Grupo Il). Como o numero de ovos
inoculados foi semelhante nos dois grupos (I e Il, Figura 2), o maior tamanho do ovo
BH, verificado por varios autores (PARAENSE & CORREA, 1981; NEVES et al., 1998)
parece nao influir no tamanho da reagdo granulomatosa no pulmao.

A infeccdo dos camundongos previamente com S. mansoni da linhagem BH,
induziu reagao granulomatosa maior no pulméo em torno dos ovos (BH e SJ, Grupos llI
e IV), o que indica certa identidade antigénica entre os ovos das duas linhagens (Figura
1A). Porém como as reacbes granulomatosas nos pulmdes em torno dos ovos BH
(Grupo 1ll) foram significativamente maiores do que em torno dos ovos SJ, aos 8 e 15
dias apds a inoculagdo, parecendo haver certa especificidade de resposta do
hospedeiro em relagéo as referidas linhagens (Figura 1C).

Linhagens geograficas do S. mansoni apresentam diferencas significativas na
patogenia atribuidas ao maior comprometimento dos érgdos em decorréncia da maior

amplitude de distribuicdo dos ovos do trematédeo (SAOUD, 1966), a quantidade de
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ovos produzidos pelo parasita (MAGALHAES & CARVALHO, 1976; BINA & PRATA,
2003) e ao grau de suscetibilidade do molusco vetor (SAOUD, 1966; ZANOTTI-
MAGALHAES et al., 1993, 1995).

A presenca de maior niumero de granulomas nos pulmdes e no figado verificado
no Grupo Il (infecgdo por S. mansoni e inoculagdo de ovos BH) pode ser atribuida ao
maior numero de vermes recuperados neste grupo (Tabela 1).

Os granulomas verificados no figado dos animais dos Grupos Ill e IV foram
provocados por ovos depositados pelos vermes BH, uma vez que o exame dos figados
dos animais dos Grupos | e Il (apenas inoculados com ovos BH e SJ) nao revelou a
presenca de granulomas. As reagdes granulomatosas observadas no figado dos
Grupos Ill e IV na fase inicial foi predominantemente exsudativa, grande, de limites
irregulares, geralmente centradas por um foco de necrose. Aos 34 dias da inoculagéo
dos ovos, as reagdes em torno dos ovos apareceram bem circunscritas, menores,
predominantemente proliferativas e fibrosantes de acordo com RASO & BOGLIOLO
(1970). Desta forma a constatagdo de granulomas hepaticos menores 90 dias apos a
infeccéo (34 dias apds a inoculagéo) indica um inicio da imunomodulacao do granuloma
(Figura 3B), conforme sugerido por ANDRADE & WARREN (1964).
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RESUMO: O trabalho teve por objetivo estudar a patogenicidade em camundongos
infectados por Schistosoma mansoni da linhagem isolada na Lagoa Boa Unido, do
Jardim Sdo Domingos (Campinas, SP), denominada SD. Os resultados foram
comparados com os dados obtidos nas linhagens SJ (Vale do Rio Paraiba do Sul, SP) e
BH (Belo Horizonte, SP). O estudo foi motivado pela observagdo de casos clinicos de
neuroesquistossomose em doentes autoctones atendidos no Centro de Saude do
bairro. Os camundongos, utilizados como hospedeiros definitivos foram infectados com
cercarias provenientes de Biomphalaria tenagophila (linhagens SJ e SD) e de B.
glabrata (linhagem BH). Os parametros observados foram: numero de ovos de S.
mansoni nas fezes dos animais; niumero de granulomas por area de tecido do figado,
baco, pulmbdes, pancreas e colon ascendente; mensuragao dos granulomas hepaticos e
intestinais; numero de vermes adultos em veias do sistema porta-mesentérico;
sobrevivéncia dos animais e mensuragdo dos ovos. Comparando-se as linhagens
estudadas, a linhagem SD isolada em Campinas (SP) apresentou maior recuperacgao de
vermes (48,62%) em relagdo ao nimero de cercérias penetrantes (= 64,50) e grau de
patogenicidade semelhante a linhagem BH, com grande numero de granulomas na
maioria das visceras, maior tamanho dos granulomas e dos ovos (155,60 um x 64,63

um). Também foi elevado o numero de ovos do trematodeo eliminado nas fezes.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, esquistossomose, patogenia, linhagem SD.
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INTRODUCAO

Em 1963, PARAENSE & CORREA descreveram as linhagens BH e SJ de
Schistosoma mansoni, baseados na verificagdo de que a Biomphalaria glabrata de Belo
Horizonte (MG) se infectava com a linhagem local (BH), porém era resistente a infecgéo
por S. mansoni isolado de Sado José dos Campos (linhagem SJ). Além disso,
Biomphalaria tenagophila de Séo José dos Campos (SP) era susceptivel ao S. mansoni
simpatrico (linhagem SJ), porém refrataria a infeccédo alopatrica (linhagem BH).

Estudos posteriores realizados nos camundongos (MAGALHAES & CARVALHO,
1973; PARAENSE & CORREA, 1981) revelaram diferengas morfoldgicas entre os
vermes destas duas linhagens e também diferencas quanto a patogenia (MAGALHAES
et al., 1975; MAGALHAES & CARVALHO, 1976; LEMOS NETO et al., 1978). Os
autores (MAGALHAES & CARVALHO, 1976) concluiram que um ndmero bem menor de
parasitas da linhagem BH provoca niveis de nocividade equivalentes aos provocados
por um maior numero de vermes da linhagem SJ.

Enquanto que nas areas endémicas abrangidas pela linhagem BH é frequente o
encontro de individuos com hepatosplenomegalia descompensada, nas areas onde o
homem se infecta com a linhagem SJ, o quadro clinico descrito é o da forma intestinal,
com bacgo levemente aumentado (SANTOS, 1967).

O primeiro caso autéctone de esquistossomose mansdnica em Campinas
constante nos registros da Secretaria de Saude do Estado de Sao Paulo € de 1959,
proveniente de um foco do coérrego Pigarrédo (PIZA & RAMOS, 1960). Desde entéo,
novos casos e focos foram registrados em Campinas e regido. A maioria deles, no
entanto, mostra-se assintomatica.

Casos autoctones de esquistossomose mansénica no Jardim Sdo Domingos
(Campinas/SP) 23°02'44”S 47°06°12"W, tém sido relatados desde 1998. Recentemente,
de exemplares de B. tenagophila coletados na Lagoa Boa Unido, localizada no mesmo
bairro, foi possivel o isolamento da linhagem do trematédeo em laboratério. FREITAS &
OLIVEIRA (2002) e FREITAS et al. (2002) verificaram sinais de hipertensao portal e
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neuroesquistossomose medular em pacientes com esquistossomose autoctone,
atendidos no Jardim Sao Domingos. Esses fatos nos induziram a desenvolver pesquisa
com a finalidade de realizar um estudo comparativo da patogenicidade do S. mansoni
da linhagem isolada no Jardim Sdo Domingos (Campinas, SP) e das linhagens BH
(Belo Horizonte, MG) e SJ (Vale do Rio Paraiba do Sul, SP).

MATERIAL E METODOS

Grupos de camundongos Swiss, SPF (Specific Pathogen Free), fémeos, oriundos
do Centro Multidisciplinar para Investigacado Biologica da UNICAMP foram expostos a
infecgdo por cercarias de S. mansoni das linhagens BH, SJ e SD. Foram constituidos
trés grupos de camundongos:
grupo 1: 15 camundongos infectados com cercarias de S. mansoni da linhagem BH,;
grupo 2: 10 camundongos infectados com cercarias de S. mansoni da linhagem SJ; e
grupo 3 : 10 camundongos infectados com cercarias de S. mansoni da linhagem SD.

A partir da 32 semana de infeccdo, semanalmente foram colhidas fezes dos
roedores para verificagdo da eliminagdo de ovos de S. mansoni. Na 8% semana de
infeccado, os camundongos sobreviventes foram mortos para recuperagao dos vermes.

Os parametros verificados foram: numero de cercarias penetrantes; numero de
ovos eliminados nas fezes; numero de esquistossomos no sistema porta-mesentérico
por ocasiao do sacrificio dos roedores; numero de granulomas no figado, baco, intestino
(colon ascendente), pancreas e pulmao, area dos granulomas observados no figado e
intestino e tamanho dos ovos de S. mansoni.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de

Campinas (Protocolo n°® 642-1).

Infeccao dos camundongos

Para a infeccdo dos camundongos foram obtidas cercarias provenientes de
planorbideos nascidos em laboratério descendentes de B. tenagophila provenientes da

Lagoa Boa Unido, do Jardim Sdo Domingos, em Campinas, expostos a miracidios da
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linhagem Sao Domingos, de B. glabrata provenientes de Belo Horizonte (MG), expostos
a miracidios da linhagem BH e de B. tenagophila provenientes do Vale do Rio Paraiba
do Sul, expostos a miracidios da linhagem SJ.

Os camundongos foram expostos individualmente, durante duas horas, as
cercarias provenientes dos moluscos infectados pelas diferentes linhagens. A infecgao
foi percutanea pela exposi¢cao das caudas dos roedores a 70 cercarias, de acordo com
a técnica de MAGALHAES (1969).

Verificacao do numero de ovos de S. mansoni eliminados nas fezes

O numero de ovos eliminados nas fezes dos camundongos infectados foi
verificado a partir da 32 semana de infeccdo dos animais, através do método de Kato-
Katz (KOMYIA & KOBAYASHI, 1966; KATZ et al., 1972). Foram preparadas 3 laminas
para cada grupo de cinco animais, de modo que o resultado final corresponde a uma

média aritmética dessas laminas.

Obtencao e contagem dos vermes

Os animais sobreviventes ao final da 82 semana foram sacrificados por
deslocamento cervical. A coleta dos vermes foi feita por meio de perfusdo do sistema
porta-mesentérico de acordo com a técnica de YOLLES et al. (1947). Apbs esse
procedimento, o numero de vermes machos e fémeos, tanto isolados como em casais,

foram contados.

Obtencao, contagem e medicao dos granulomas das visceras

Apos perfuséo, foram retirados fragmentos do figado, bago, colon ascendente,
pulmdo e pancreas dos animais sacrificados para a contagem e medicdo dos
granulomas. Os fragmentos foram fixados em Bouin aquoso e cortes histolégicos de 5
um de espessura foram corados com tricrdmico de Masson (ZANOTTI-MAGALHAES et
al., 1993). Em seguida, foram analisados sob microscopio Optico a fim de se calcular o
nimero de granulomas por area tissular (1,25 mm?), a qual foi determinada através da

técnica de MAGALHAES et al. (1975), e o tamanho das reagdes granulomatosas.
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Somente foram medidos os granulomas que continham em seu centro um ovo de S.
mansoni. As medigdes foram realizadas utilizando o programa "Image Pro Lite”, version
4,0 para Windows 95/NT/98.

Obtencao e medicao dos ovos de S. mansoni

Ovos de S. mansoni das trés linhagens em estudo, foram obtidos das fezes de
camundongos infectados. Tomaram-se as medidas do comprimento, da largura e do
comprimento do espiculo dos ovos, observados em microscopia éptica e utilizando o
programa “Image Pro Lite”, versdo 4.0, para Windows 95/NT/98. Os dados foram
analisados estatisticamente considerando o comprimento, a largura, o tamanho do
espiculo, a proporgdo entre o comprimento e a largura, a proporcdo entre o
comprimento e o espiculo e a proporgao entre a largura e o espiculo. Para a anadlise
utilizou-se o programa SAS (Statistical Analysis System, SAS, Inc. 2006), através do
PROC GLM (General Linear Procedure).

RESULTADOS

Todos os animais infectados pelas trés linhagens de S. mansoni sobreviveram
durante as oito semanas do experimento.

As Tabelas 1 e 2 mostram a média dos numeros de cercarias penetrantes, de
vermes machos, de vermes fémeos, de vermes acasalados, de vermes totais e da
porcentagem de recuperagdao de vermes em relacdo ao numero de cercarias
penetrantes em camundongos infectados com as linhagens BH, SJ e SD de S.
mansoni.

A analise estatistica mostrou que a capacidade de penetracdo das cercarias foi
significativamente diferente (p=0,0241) entre as linhagens, observando-se que cercarias
SJ apresentaram maior capacidade de penetragao do que cercarias BH (Tabela 1).

O numero de casais e o numero de vermes totais foi significativamente diferente
entre as linhagens SD e BH (p=0,0020 e p=0,0036, respectivamente). A linhagem SD
apresentou numero significativamente maior de vermes (acasalados e totais) do que a
linhagem BH (Tabela 2).
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A percentagem de recuperagao de vermes em relagdo ao numero de cercarias
penetrantes foi significativamente diferente entre as linhagens (p=0,0065). De acordo
com a tabela 2, verificamos que a percentagem de recuperagao de vermes foi maior na
linhagem SD. A analise estatistica (Tabela 1) mostrou ainda que os numeros de vermes
machos e de vermes fémeos recuperados dos camundongos nao foram
significativamente diferentes entre as trés linhagens (p=0,7389 e p=0,4560,
respectivamente).

A Tabela 3 mostra o numero de reagdes granulomatosas por area tissular (1,25
mm?) encontradas nas visceras dos camundongos infectados com as linhagens BH, SJ
e SD de S. mansoni.

O numero médio de reagbes granulomatosas encontradas no figado diferiu
significativamente (p=0,0032) sendo maior nos camundongos infectados com as
linhagens BH e SD do que naqueles infectados com a linhagem SJ (Tabela 3).

Com relagao ao numero médio de granulomas esplénicos, observamos diferenca
significativa entre as linhagens (p=0,0390) constatando-se maior numero para a
linhagem SD do que para as linhagens BH e SJ. A diferenca entre os valores
encontrados para as linhagens BH e SJ nao foi significativa (Tabela 3).

A analise dos cortes feitos para o pancreas mostrou um numero médio também
maior de granulomas esquistossomoticos na linhagem SD (Tabela 3) do que nas
demais linhagens (p=0,0189).

A andlise estatistica do numero de granulomas obtidos do intestino (cdélon
ascendente) e pulmdo nao indicaram diferenca significativa entre as trés linhagens
(p=0,2134 e p=0,2473, respectivamente) ainda que no intestino tenha se observado um
numero médio maior de granulomas na linhagem SD e que no pulmdo os valores
obtidos para a linhagem SD apenas nao tenha superado aqueles notados na linhagem
BH (Tabela 3).

Em geral, a analise dos cortes histoldgicos feitos para as trés linhagens mostrou,
como esperado, o figado como a viscera com maior numero de reagdes
granulomatosas em torno de ovos de S. mansoni, seguido, também em todas as
linhagens, pelo intestino. Na linhagem SD, esse numero foi gradualmente decrescente

quando se analisaram as laminas de péancreas, bago e pulm&o. A linhagem BH também
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apresentou o pancreas como a terceira viscera com maior numero de granulomas, mas,
diferentemente da SD, seguiram-se pulmao e bago. A linhagem SJ apresentou valores
iguais para os numeros de granulomas encontrados no pancreas e no bago. Nenhum
granuloma foi encontrado no pulmao dos animais infectados pela linhagem SJ.

Os valores obtidos em relagado ao tamanho médio das reagbes granulomatosas e
ao numero de ovos por grama de fezes das trés linhagens estdo nas Tabelas 4 e 5.

Podemos observar pelos dados da Tabela 4 relativos ao tamanho dos
granulomas que, para o figado, os maiores valores foram verificados na linhagem SD,
seguidos, em ordem decrescente, das linhagens BH e SJ.

Similarmente, também os granulomas intestinais apresentaram maiores
tamanhos nos animais infectados com as linhagens SD e BH, seguidos daqueles
infectados pela linhagem SJ (Tabela 4).

Os granulomas encontrados no pancreas e no pulmao nao foram comparados
estatisticamente, pois ndo foram visualizados no pulmao dos animais infectados com a
linhagem SJ e o unico encontrado em um dos cortes de pancreas apresentava mais de
um ovo em seu centro.

Podemos observar que a linhagem SD, embora possua a B. tenagophila como
hospedeira intermediaria, apresenta eliminagédo de ovos bastante parecida com a da
linhagem BH, considerando os dados das 72 e 82 semanas de infecgdo (Tabela 5). E
importante ressaltar porém, que o numero de vermes totais e de casais recuperados no
sistema porta-mesentérico dos camundongos infectados com a linhagem SD foi, em
média, maior que o daqueles obtidos nos roedores infectados com a linhagem BH
(Tabela 2).

Como os granulomas foram maiores na linhagem SD, resolvemos medir o
tamanho dos ovos de S. mansoni das trés linhagens em estudo. Na Tabela 6 estéo
apresentados os dados relativos as medidas. O comprimento e a largura dos ovos da
linhagem SD (Tabela 6) foram significativamente maiores (p<0,0001), sendo que os
ovos das linhagens SJ e BH nao diferiram em relagdo ao comprimento. A menor largura
dos ovos foi observada na linhagem BH.

Em relacdo ao tamanho do espiculo (Tabela 6) ndo foi observada diferencga

significativa entre as linhagens (p=0,9383), porém alguns ovos da linhagem SD
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apresentavam espiculo com a extremidade recurvada conforme pode ser visto na
Figura 1. O estudo das proporgdes (Tabela 7) mostrou que as linhagens diferiram
somente na proporgao entre a largura e o comprimento do espiculo (p=0,0855), sendo

maior na linhagem SD.
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Tabela 1: Comparagédo do numero de cercarias penetrantes e numero de vermes
machos e de vermes fémeos em camundongos infectados com S. mansoni das
linhagens BH, SJ e SD.

Linhagem Numero de Cercarias Vermes Vermes Teste de
de S. camundongos penetrantes Machos Fémeos Duncan*
mansoni
SJ 10 66,90 A
SD 10 64,50 A B
BH 15 62,67 B
BH 15 1,73 A
SD 10 1,30 A
SJ 10 0,90 A
SJ 10 0,30 A
BH 15 0,13 A
SD 10 0,10 A

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (a=0,05).
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Tabela 2: Comparagdo do numero de vermes acasalados, de vermes totais e
percentagem de recuperagdo de vermes em relacdo ao numero de cercarias

penetrantes em camundongos infectados com S. mansoni das linhagens BH, SJ e SD.

Linhagem Numero de Vermes Vermes Recuperacdo  Teste de
de S. camundongos acasalados Totais de vermes Duncan*
mansoni (%)
SD 10 14,80 A
SJ 10 11,60 A B
BH 15 7,87 B
SD 10 31,00 A
SJ 10 24,40 A B
BH 15 17,60 B
SD 10 48,62 A
SJ 10 36,67 A B
BH 15 28,47 B

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (a=0,05).
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Tabela 3 : Comparagao do numero de granulomas por area de tecido (area tissular de

1,25 mm?) em camundongos infectados com S. mansoni das linhagens BH, SJ e SD.

Linhagem  Numero de Numero de granulomas (média) /1,25 mm? Teste
do S. camundongos de
mansoni Figado Bago Pancreas Intestino Pulmao Duncan*
BH 15 15,27 A
SD 10 13,80 A
SJ 10 10,60 B
SD 10 1,00 A
BH 15 0,13 B
SJ 10 0,10 B
SD 10 3,40 A
BH 15 2,00 A B
SJ 10 0,10 B
SD 10 4,50 A
BH 15 3,87 A
SJ 10 2,50 A
BH 15 1,07 A
SD 10 0,40 A
SJ 10 0,00 A

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (a=0,05).
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Tabela 4: Comparagcdo da é&rea dos granulomas hepaticos e intestinais em

camundongos infectados com as linhagens BH, SJ e SD de S. mansoni.

Linhagem do Numero de Area do granuloma média Teste de
S. mansoni granulomas (um?) Duncan*
Hepatico Intestinal

SD 206 132194 A

BH 403 111586 B

SJ 137 109472 B

SD 32 78313 A

BH 41 72340 A

SJ 16 38667 B

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (a=0,05).
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Tabela 5: Comparagéo do numero (log) de ovos de S. mansoni das linhagens BH, SJ e

SD por grama de fezes.

Linhagem Numero de Numero de Teste de Semana
camundongos  ovos(média) Duncan*
SJ 10 1.417 A
BH 15 0.944 A 3@
SD 10 0.000 A
SJ 10 3.186 A
BH 15 0.944 A 43
SD 10 0.000 A
SJ 10 4.342 A
SD 10 3.967 A 52
BH 15 2.409 B
SD 10 4.309 A
SJ 10 3.804 A 62
BH 15 3.275 A
SD 10 6.787 A
BH 15 6.579 A 78
SJ 10 4.524 B
SD 10 7.248 A
BH 15 6.746 A 8@
SJ 10 5.563 B

* Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si (a=0,05).
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Tabela 6: Comparacao do tamanho dos ovos de S. mansoni das linhagens BH, SJ e
SD.

Linhgem do Numero de Ovos (média) um Teste de
S. mansoni ovos Comprimento Largura Espiculo Duncan*
SD 23 155,60 A
SJ 31 141,11 B
BH 31 139,34 B
SD 23 64,63 A
SJ 31 59,37 B
BH 31 56,89 C
BH 31 21,22 A
SJ 31 21,09 A
SD 23 20,85 A

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (a=0,05).
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Tabela 7: Proporgéo das medidas dos ovos de S. mansoni das linhagens BH, SJ e SD.

Linhagem Numero Ovos (média) Teste de
do S. de ovos  “Comprimento/Largura Comprimento/Espiculo  Largura/Espiculo  Duncan®
mansoni
SD 23 2,45 A
BH 31 2,41 A
SJ 31 2,38 A
SD 23 7,63 A
BH 31 6,93 A
SJ 31 6,87 A
SD 23 3,16 A
SJ 31 2,89 A B
BH 31 2,80 B

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (a=0,05).
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Figura 1: Ovo de S. mansoni da linhagem SD observado nas fezes dos camundongos.

55



Capitulo Il

DISCUSSAO

Linhagens geograficas do S. mansoni apresentam diferencas significativas na
patogenia atribuidas ao maior comprometimento dos érgdos em decorréncia da maior
amplitude de distribuicdo dos ovos do trematédeo (SAOUD, 1966), a quantidade de
ovos produzidos pelo parasita (MAGALHAES & CARVALHO, 1976; BINA & PRATA,
2003) e ao grau de suscetibilidade do molusco vetor (SAOUD, 1966; ZANOTTI-
MAGALHAES et al. 1993; 1995).

Em estudo anterior, YOSHIOKA et al. (2002) constataram que uma linhagem de
S. mansoni isolada no municipio de Campinas, SP, Brasil, denominada linhagem Santa
Rosa (SR) era menos patogénica quando comparada as linhagens BH e SJ, tendo em
vista 0 menor numero de vermes, o menor numero de ovos eliminados nas fezes, o
menor numero de granulomas e o0 menor didmetro da reagao granulomatosa em torno
do ovo.

BINA & PRATA (2003) verificaram uma associagéo entre o desenvolvimento da
forma hepatosplénica e a quantidade de ovos de S. mansoni eliminados nas fezes dos
pacientes.

Os resultados apresentados aqui revelaram a maior patogenicidade apresentada
pela linhagem S&o Domingos (SD) isolada do bairro do mesmo nome, no municipio de
Campinas (SP) com niveis semelhantes a patogenicidade da linhagem BH, se
considerado o numero de reagdes granulomatosas na maioria das visceras € 0
tamanho das reacbes granulomatosas (Tabela 3 e 4). O maior comprometimento dos
tecidos e dos 6rgaos pode ser atribuido ao elevado numero de ovos eliminados pelos
vermes e também pelo maior tamanho dos ovos da linhagem SD. Além de mais
numerosos, 0os ovos da linhagem SD apresentaram maiores dimensdes (tabela 6) e
aspecto morfoldgico distinto conforme atesta a Figura 1.

Do ponto de vista epidemiologico estes resultados sdo relevantes tendo em vista
a maior recuperagao de vermes em relacado ao numero de cercarias penetrantes e ao
elevado numero de ovos eliminados nas fezes dos animais infectados com a linhagem
SD.
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Os dados obtidos no estudo da linhagem SD de S. mansoni indicam também ser
esta linhagem a mais patogénica das linhagens ja descritas, que tem B. tenagophila
como hospedeira do trematédeo (como a linhagem SJ). As observagdes constatadas
experimentalmente em animais de laboratorio confirmaram as observagdes clinicas
obtidas do exame dos enfermos atendidos no Hospital de Clinicas da UNICAMP,
oriundos do Jardim Sao Domingos quando foram constatados sinais de hipertensao
portal e neuroesquistossomose medular (FREITAS & OLIVEIRA, 2002; FREITAS et al.,
2002). A neuroesquistossomose €& considerada uma das formas mais graves da
infecgdo pelo Schistosoma mansoni e as evidéncias sugerem que os ovos do parasita
sejam os responsaveis por esta manifestacao clinica (FERRARI, 2004).

N&do desconsiderando o papel imunorregulador dos linfécitos Th1/Th2, dos
antigenos do ovo do trematédeo SEA e SM-p40, das particularidades genéticas do
hospedeiro (STADECKER, 1999) e da carga parasitaria na manifestagao clinica da
esquistossomose no camundongo e no homem, devem ser observadas outras

caracteristicas biolégicas do esquistossomo no desenvolvimento da patogenia.
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6. CONCLUSOES

CAPIiTULO I:
= ESTUDO DAS REACOES GRANULOMATOSAS EM TORNO DOS OVOS DE
Schistosoma mansoni das LINHAGENS BH E SJ.

e O tamanho da reagdo granulomatosa induzida pelos ovos BH nos pulmdes
(Grupo 1) foi semelhante a reacao induzida pelos ovos SJ (Grupo Il).

e Constatou-se que no grupo de camundongos infectados previamente por
cercarias BH e inoculados posteriormente com ovos da linhagem BH (grupo 1)
as reacOes granulomatosas no pulmao foram marcadamente de maior tamanho.

e O maior numero de granulomas nos pulmdes e no figado verificado nos animais
infectados por S. mansoni e inoculados com ovos BH pode ser atribuido ao maior
numero de vermes recuperados neste grupo.

e A reagdo granulomatosa em torno dos ovos de S. mansoni das linhagens BH e
SJ mostrou ser linhagem especifica, indicando haver identidade parcial entre os
ovos das duas linhagens.

CAPITULO II:

= REACOES GRANULOMATOSAS E PATOGENIA DE LINHAGENS DE
Schistosoma mansoni.

e A linhagem Sao Domingos (SD) apresentou patogenicidade semelhante a

linhagem BH, considerando-se o numero e o tamanho das reagbes

granulomatosas na maioria das visceras.
¢ O maior comprometimento dos tecidos e dos 6rgaos provocados pela linhagem
SD pode ser atribuido ao elevado numero de ovos eliminados pelos vermes.
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e Os ovos da linhagem SD apresentaram aspecto morfolégico distinto, com um
espiculo lateral recurvado. Além disso, os ovos desta linhagem apresentaram
maiores dimensdes.

¢ A linhagem SD apresentou maior recuperagao de vermes e elevado numero de
ovos eliminados nas fezes na 72 e 82 semana de infeccdo quando comparada

com as linhagens BH e SJ.
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