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Caracteristicas biologicas e morfoldgicas de cepas brasileiras
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Parasitological and morphological characteristics of Brazilian strains
of Schistosoma mansoni in Mus musculus
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Resumo A fim de verificar diferencas biolégicas e morfolégicas entre cepas brasileiras (CMO, CM e BE) de
Schistosoma mansoni foram estudados os seguintes pardmetros: periodo pré-patente, cinética de eliminacdo
de ovos nas fezes, contagem de ovos no intestino, infectividade e as caracteristicas fenotipicas dos vermes
adultos. O periodo pré-patente foi de 42 a 44 dias. A recuperacéo de vermes adultos variou de 26% a 29%, sem
diferencgas significativas (p>0,05) nestes parametros. Todas as cepas apresentaram maior quantidade de ovos
no intestino delgado do que no grosso (p<0,05). Diferencas significativas foram observadas no aparelho reprodutor
e ventosas dos adultos machos. Todas as medidas foram menores na cepa CMO. As fémeas apresentaram
diferencas significativas no maior didmetro do ovo, drea e perimetro do espinho do ovo e na drea da ventosa
oral. Concluimos que as diferencas entre cepas podem ser expressas mesmo quando estas sS40 mantidas por
vérias geragcbes em condi¢bes de laboratdrio.

Palavras-chaves: Schistosoma mansoni. Cepas. Estudo parasitoldgico. Morfologia.

Abstract Aiming to determine parasitological and morphological differences between Brazilian strains (CMO,
CM and BE) of Schistosoma mansoni the following parameters were studied: prepatent period, kinetics of egg
releasing in feces, intestinal oogram, infectivity and the morphology of adult worms. No statistical difference
(p>0.05) was found regarding the mean prepatent period (44 and 46 days) and infectivity (26% and 29%). All
strains showed a higher concentration of trapped eggs in the small intestine than large intestine (p<0.05). All
characteristics of the reproductive system and suckers of male worms presented significant differences (p<0.05).
CMO strain was smaller in all measurements. Females showed significant differences (p<0.05) in the larger
diameter of the eggs, in the area and perimeter of the spine egg and in the oral sucker area. We conclude that
differences in strains can be expressed even when the strains have been cycled for several generations under
laboratory conditions.
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O parasitismo humano por Schistosoma mansoni desenvolvimento do helminto em diversas ordens de

€ decorrente de uma linhagem de parasitos que evoluiu
anteriormente em roedores®®. Admite-se que esta
espécie tenha surgido na Asia, migrado para a Africa
e atingido a regido neotropical durante o trafico de
escravos®. Ao longo deste processo evolutivo, foram
selecionadas subpopulacfes (cepas) devido ao

vertebrados e espécies de moluscos da familia
Planorbidae? 44,

Kloetzel?® questionou a existéncia de cepas no Brasil
no final dos anos 50. Este questionamento foi esclarecido
ao se demonstrar a existéncia de especificidade entre o
parasito e diferentes espécies de Biomphalaria® “°.
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Os experimentos realizados em Mus musculus
demonstraram que as cepas apresentavam diferencas
no periodo pré-patente, infectividade, patogenicidade,
cinética de eliminacédo de ovos nas fezes e contagem de
ovos no figado ou parede intestinal*® 1624535, Diferencas
também foram verificadas nos vermes adultos?® 3033374147,

Diversos autores demonstraram que passagens
sucessivas do S. mansoni em laboratério produzem
diminuicdo da sua variabilidade genética, mudangas

na infectividade para hospedeiros intermediarios e para
os definitivos? 2847,

O presente artigo relata um estudo feito,
concomitantemente, sobre as caracteristicas
biolégicas e morfolégicas de vermes adultos de cepas
brasileiras de S. mansoni mantidas ha mais de cinco
anos em condicoes de laboratorio, a fim de verificar
se esta manutencdo prolongada afetava tais
caracteristicas.

MATERIAL E METODOS

Parasitos. As cepas aqui estudadas foram
originalmente isoladas em distintos estados: BE, a partir
de Biomphalaria glabrata coletada naturalmente
infectada no Bairro do Telégrafo no Municipio de Belém
do Para (Estado do Pard); CMO, isolada a partir das
fezes do roedor silvestre Oryzomys subflavus (Rodentia:
Cricetidae) com infec¢do esquistossomatica natural no
Municipio de Ceara-Mirim (Estado do Rio Grande do
Norte) e CM obtida a partir de fezes humanas, no
Engenho Pitangueiras no Municipio de Sao Lourenco
da Mata (Estado de Pernambuco). Todas as cepas estdo
sendo mantidas por passagens sucessivas em Mus
musculus Swiss Webster e Biomphalaria glabrata
simpétrica, durante cinco (cepa CM) ou vinte anos
(cepas BE e CMO), no Departamento de Malacologia
do Instituto Oswaldo Cruz.

Infeccao experimental. Trinta e nove camundongos
fémeas, com 35 a 40 dias de idade, pesando 20 gramas,
foram fornecidas pelo Centro de Criagdo de Animais de
Laboratério (CECAL-FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).
Cada lote com 13 animais foi infectado por via subcutanea
com 80 cercarias recém eliminadas por B. glabrata,
infectada por uma das cepas acima mencionadas. Apos
a infecgdo, os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno (40cm x 33cm) e alimentados com a ragdo
industrializada convencional Nuvilab CR1 (municipio de
Colombo, Estado do Paran, Brasil) e agua ad libitum.
Os experimentos foram realizados de acordo com os
procedimentos éticos com animais de experimentacao®®.

Estudo biolégico. Eliminagdo de ovos nas fezes:
entre 35 e 54 dias apos a infeccdo, amostras de fezes
de 24 horas foram recolhidas, individualmente, trés
vezes por semana. A analise parasitolégica foi
realizada pelo método de Kato-Katz?® e uma técnica
por sedimentacdo quantitativa®*’. Em cada exame foram
analisadas duas laminas por animal. A viabilidade dos
ovos foi aferida segundo movimentos do miracidio no
interior do ovo ou atividade das células em flama.

Determinacg&o da infectividade: ap6s nove semanas
de infeccdo, todos os animais foram sacrificados por

deslocamento cervical, perfundidos com salina
citratada a 0,9% e necropsiados®.

Distribuicdo quantitativa dos ovos nos segmentos
intestinais: de cada animal, os intestinos delgado e grosso
foram separados. O intestino delgado foi dividido em duas
metades uma proximal e outra distal. Da porcéo anterior
de cada segmento foi retirado 1cm de comprimento.

Do segmento grosso, uma amostra foi retirada da
porgdo justa-anal®. Os fragmentos foram digeridos em
5ml de hidréxido de potassio a 4% em banho-maria a
56°C por 120 minutos'®. Apds a digestao, o material foi
centrifugado a 2000rpm por trés minutos. Ao sedimento
foram acrescentados 0,5ml de agua destilada e retiradas
5 aliquotas de 100pl para leitura em microscépio de luz,
com aumento de 100 vezes. Como o tamanho dos
segmentos foi determinado durante a necropsia, 0 nUmero
total de ovos foi estimado em cada segmento por regra
aritmética, considerando-se o tamanho do segmento e o
namero de ovos contados na aliquota.

Estudo morfolégico dos vermes adultos. Os
vermes adultos foram fixados em AFA (&lcool, formalina
e acido acético glacial), corados por carmim cloridrico,
clarificados com salicilato de metila e montados em
lamina histolégica com balsamo do Canadé®.

O estudo morfométrico dos vermes adultos foi feito
em um sistema computadorizado de analise de
imagens (Image Pro Plus - Media Cybernetics) com
analise dos seguintes caracteres dos lobos
testiculares: nimero, area, maior e menor diametro e
perimetro. No ovo uterino e o espinho foram estudados
a area, maior e menor diametro e perimetro. Em ambos
os sexos foram medidas as areas das ventosas oral
e ventral e a distancia entre elas®”. Foram analisados
150 espécimes machos: 60 (BE), 51(CM) e 39 (CMO);
e 127 fémeas: 49 (BE), 32 (CM) e 46 (CMO).

Analise estatistica. Para os dados biolégicos
foram aplicados os testes de Mann-Whitney e de
Regressdo de Correlacdo linear*; e para os
morfoldgicos, a Analise de Variancia (One Way Anova).
Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

Entre os parametros analisados, foram verificadas
diferencas significativas (p=0,0001) apenas no
percentual de distribuicdo de ovos do segmento grosso:
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2% (cepa CMO), 4% (cepa CM) e 7% (cepa BE). Todas
as cepas apresentaram maior concentracdo de ovos
(cerca de 80%) no segmento distal (Figura 1). Através
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dos Testes de Regressdo e Correlagdo Linear foi
demonstrada uma correlagao positiva (p=0,001 e
r=0,848) entre a contagem de ovos no intestino e o
ndmero total de fémeas adultas e o total de ovos nas
fezes (p=0,007 e r=0,731), apenas na cepa CMO.
Em todas as cepas, o periodo pré-patente foi de
42 (cepa CM) a 44 dias (cepas BE e CMO). A partir
do 47° dia de infeccdo houve um aumento
progressivo na eliminacdo de ovos nas fezes até o

ultimo exame (54° dia). Na cepa BE foi pequeno o
aumento (Figura 2). O numero total de ovos
eliminados nas fezes variou entre 1.872 (cepa CMO)
e 6.408 (cepa CM). Embora a cepa CM tenha maior
contagem de ovos, a viabilidade dos ovos foi menor
(2%) do que na CMO (38%) e na BE (68%).

Quanto a infectividade (percentual de recuperacéo
de vermes adultos), ndo foram evidenciadas
diferencas significativas (p=0,943) entre as cepas: CM
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Figura 1- Contagem de ovos (em percentual) no intestino delgado
(segmentos proximal e distal) e no intestino grosso de camundongos
albinos infectados com cepas brasileiras de Schistosoma mansoni

(BE, CM e CMO).
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Figura 2- Cinética de eliminagdo de ovos nas fezes de camundongos
albinos infectados com cepas brasileiras de Schistosoma mansoni
(BE, CM e CMO), segundo o tempo de infecgdo (dias).

(23,6%6,3%), CMO e BE (20,8%£6,0%). A proporgéo
entre macho/fémea foi de 1:1 (cepas BE e CM) e
0,9:1 (cepa CMO).

Os valores morfométricos dos espécimes machos
estdo discriminados na Tabela 1. Entre os cinco

caracteres lobos testiculares analisados, todas as
cepas apresentaram diferencas significativas (p<0,05)
na area, nos diametros e no perimetro. Também foram
encontradas diferencas significativas na area da
ventosa ventral. Todos os oito caracteres da cepa CMO
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eram menores do que nas demais cepas. A
comparacao entre os dados biométricos da cepa CMO
com a cepa CM apontou diferencas significativas
(p<0,05). Apenas o numero dos lobos testiculares
e a distancia entre as ventosas, ndo foram
significativamente diferentes (p>0,05) entre as cepas
BE e CMO.

O diametro menor dos lobos testiculares, a area
da ventosa oral e a distancia entre as ventosas foram
significativamente diferentes (p<0,05) entre as cepas
BE e CM. Apenas na cepa BE foram encontrados

espécimes (4) com lobos testiculares supranumerarios.

A andlise morfométrica das fémeas demonstrou
diferencas significativas (p<0,05) entre as cepas,
porém em menor nimero de caracteres (Tabela 2).
Nenhum dos caracteres estudados apresentou
diferenca significativa entre as trés cepas. Diferencas
significativas (p<0,05) foram observadas na area e
no perimetro do espinho (cepa BE x CMO) e no maior
didmetro do ovo (cepa BE x CM). Entre as cepas CM
e CMO, as diferencas ficaram limitadas a area da
ventosa oral.

Tabela 1- Analise estatistica (ANOVA) dos dados biométricos de vermes adultos
machos recuperados de camundongos albinos infectados com cepas
brasileiras de Schistosoma mansoni (BE, CM e CMO). Diferencgas significativas

de p <0,05.
Caracteres Cepas
BE (e CMO
Lobos testiculares
nimerot? 7.8£2.0 8.2+1.6 7.1+1.4
area (m2)t 25743+5975 2410945374 12281+3781
maior diametro (um)* 30151 291+53 190+45
menor diametro (um)23 103+17 86+15 71+14
perimetro (um)* 7331127 726121 469+94
Ventosas (area)
oral (um2)23 1941145799 23717410173 1020945407
ventral (um?)* 29639+10845 32394+10873 12850+5010
distancia (um)z34 15957 215458 140472

1. diferenca significativa entre todas as cepas (p<0,05).

2, diferenca significativa entre as cepas CM e CMO (p<0,05).

3. diferenca significativa entre as cepas BE e CM (p<0,05).

4. diferenga néo significativa entre as cepas BE e CMO (p>0,05).

Tabela 2 - Andlise estatistica (ANOVA) dos dados biométricos de
vermes adultos fémeas recuperados de camundongos albinos
infectados com cepas brasileiras de Schistosoma mansoni (BE,
CM e CMO). Diferencgas significativas de p < 0,05.

Caracteres Cepas
BE avi CMO
Ovo uterino
area (Um?) 27304625 2882+767 2887+592
maior diametro (um)* 9548 103+11 105+10
menor diametro (um) 3546 34+6 34+7
perimetro (um) 24527 257+31 257+22
Espinho do ovo
area (um3)* 146178 114468 102458
maior diametro (um) 19+6 186 165
menor didametro (um) 943 7+2 742
perimetro (um)* 54+18 49+18 45+13
Ventosas (area)
oral (um?)* 2078+658 2372+654 1903+779
ventral (um?) 2205+784 2398+771 20974667
distancia (um) 144431 163+44 158+58

- diferencas significativas (p<0.05)
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DISCUSSAO

O camundongo é o hospedeiro mais utilizado no
estudo das caracteristicas parasitolégicas e
morfologicas de cepas de S. mansoni, sobretudo
porque é de facil manutencdo em laboratorio, elimina
ovos férteis nas fezes e os vermes adultos
apresentam pleno desenvolvimento somatico? 32 %,

Bain & Philipp* citam que um parasito utilizado em
condi¢bes de laboratorio descende de uma ou mais
populagcbes naturais com polimorfismo genético que,
nessa nova condi¢éo, reduz a sua variabilidade. Como
as cepas reduzem o polimorfismo genético, seria de
se esperar que nao ocorressem mudangas bioldgicas
e morfoldgicas, ou ambas, nos vermes adultos.

Em hospedeiros permissivos, tais como o homem e
camundongos, o inicio da oviposi¢do ocorre em torno de
4-5 semanas ap6s 0 contato com as cercarias. Através
do oograma de tecidos intestinais demonstrou-se que,
tanto em humanos*® quanto em camundongos*®, os ovos
produzidos pelas fémeas passam por quatro estagios de
maturacdo, até que sejam expelidos embrionados pelas
fezes. Assim como os helmintos intestinais?, os vermes
adultos de S. mansoni também apresentam um nicho de
oviposicdo. Ha evidéncias de que os sais biliares
transportados pela veia porta estimulem a oviposicéo in
vitro do S. mansonf. Em nosso experimento, todas as
cepas apresentaram maior deposicdo de ovos no
segmento distal do intestino delgado do que no intestino
grosso®® 3, Esta situagdo contrasta com estudos em
primatas (inclusive o homem), onde tem se verificado
gue o sitio de oviposi¢ao € no intestino grosso. Por outro
lado, a partir de um vasto estudo sobre a infeccéo
esquistossomética em casos autopsiados no Estado da
Bahia (Brasil), concluiu-se que a forma clinica da doenca
afeta a distribuicdo topogréafica dos ovos e dos vermes
adultos de S. mansoni. Assim, a propor¢ao de vermes e
a concentrac&o de ovos no colo transverso e por¢do média
do jejuno foram maiores nos individuos com fibrose de
Symmers do que nos individuos com formas menos
graves'.

Outro aspecto a ser destacado € que as cepas
apresentaram diferencas na capacidade de migracao
no sistema porta como ja descrito®. Entretanto, ndo
se conhece o que determina esta diferengca. A
mudanca do estado de hermafroditismo para sexos
separados implicou no surgimento do canal ginecoforo,
desenvolvimento acentuado de musculatura dos
vermes machos e do sistema genital feminino, e
reducdo da capacidade locomotora das fémeas®*®“. O
papel dos adultos machos é, principalmente,
transportar as fémeas para o sitio de postura de ovos,
que é facilitado por sua musculatura 3435, Curiosamente,
a cepa CMO apresentou a menor capacidade de
deslocamento e o menor nimero de ovos nas fezes.
Em publicacéo anterior verificamos que o comprimento
dos adultos machos era significativamente menor do
gue em outras cepas?. Por outro lado, nesta cepa

observamos um maior percentual de ovos viaveis. Um
estudo desenvolvido a partir de um Gnico casal de
vermes poderia esclarecer se a reducdo de tamanho
dos vermes adultos machos afeta a sua capacidade
de migracdo e a oviposicdo das fémeas.

A contagem de ovos nas fezes de camundongos
tem sido utilizada para determinacdo do periodo pré-
patente da infecgdo esquistossomoética experimental
e, mais raramente, para avaliar a cinética de eliminagéo
de ovos na fase inicial da infeccdo®. Neste experimento,
ndo foi confirmado que cepas apresentam diferencas
no periodo pré-patente! 1418, Segundo alguns autores?®,
as cepas que sdo mantidas por mais tempo em
laboratério apresentam o menor periodo pré-patente.
No nosso caso, contudo, 0 menor periodo pré-patente
foi da cepa mais recente mantida em laboratério (CM).

A dinamica de eliminacao de ovos nas fezes nao
tem sido avaliada nos estudos comparativos entre
cepas brasileiras de S. mansoni. De acordo com 0s
nossos resultados, as cepas apresentaram o mesmo
comportamento. O padrao de eliminacédo foi
semelhante ao descrito para a fase inicial de infeccéo:
inicio com baixa contagem e um aumento progressivo
(entre 49 e 72 dias p0Os-infecgdo)*. Estudos in vitro
evidenciaram que a oviposicdo € caracterizada por
trés etapas: uma fase inicial onde as fémeas produzem
poucos ovos, um periodo de maxima oviposicao e,
finalmente, uma reducgdo progressiva no namero de
ovos eliminados®?’. Isto ocorre cerca de trés semanas
apos o periodo pré-patente®’ 6, Neste experimento, a
diminuicdo de oviposi¢cdo ndo foi observada porque
0s exames parasitolégicos foram realizados entre a
sexta e a oitava semana de infecgéo.

A contagem de ovos é um indicador de fecundidade
de vermes adultos mantidos in vivo e in vitro. Nestes
ensaios foi demonstrado que ha relagao entre o nimero
de ovos produzidos e a carga parasitaria?® 1217, No
modelo murino, esta relacao foi também observada
na fase inicial da infeccdo esquistossomotica*®. No
presente experimento verificamos correlagdo positiva
entre a produtividade de ovos (fezes e contagem de
0vOoSs no intestino) e o nimero de vermes adultos,
apenas em uma das cepas (CMO). Entretanto, ndo é
conhecido se este fator € variavel entre cepas.

A taxa de maturagdo de cercarias em vermes
adultos (infectividade) é também um critério aplicado
na diferenciacdo de cepas. N&o foi possivel distinguir
as cepas por este critério, embora os valores obtidos
estejam de acordo com aqueles citados (entre 21 e
61%) para outras cepas brasileiras® *. Outros autores
verificaram que uma cepa humana era mais infectante
para camundongo do que uma outra de roedor, ambas
do Vale do Rio Paraiba do Sul (Sao Paulo)®.

Os dados sobre a recuperagéo de vermes adultos
demonstram que entre as cepas estudadas, a
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proporc¢ao foi semelhante entre machos e fémeas (exceto
na cepa CMO). A origem desta despropor¢éo tem sido
exaustivamente estudada desde a década de 40 e nédo
esta esclarecida?” “251, Ao que parece, cada sexo
apresenta distinta estratégia de transmissdo: cercérias
machos apresentam maior infectividade® %" enquanto as
fémeas exibem maior longevidade®, em condi¢cbes
experimentais. Por outro lado, pode ndo haver
predominancia de um sexo (macho) e, mesmo assim, a
infectividade ser maxima. Admite-se que nesta situagcao
de equilibrio haja uma interagcéo entre os sexos, onde a
presenca do macho estimularia a infectividade das
fémeas’. Nossos dados fortalecem esta hipotese,
embora sem diferenca significativa, a maior infectividade
foi observada em cepas cuja proporcdo entre macho e
fémea era de 1:1. Em hospedeiros permissivos, distintos
gendtipos do parasito poderiam se desenvolver, induzindo
a uma acentuada competicdo entre as fémeas e como
consequéncia 0 aumento no nimero de machos®.

Neste experimento, as alteracdes morfolégicas nos
vermes adultos foram mais significativas do que os dados
biolégicos. Geralmente, o nimero de testiculos e a
distancia entre as ventosas (em machos e fémeas), o
comprimento dos vermes adultos e o tamanho do ovo
séo utilizados como caracteres taxondmicos na descri¢cdo
morfoldgica de cepas. O primeiro parametro varia segundo
a cepa, independentemente de ser alopatrica® *’ ou
simpatrica®® 3°. Recentemente, propusemos outros
caracteres que foram empregados em cepas simpatricas.
Diferencas significativas (p<0,05) foram detectadas nos
vermes de ambos 0s sexos: em todas as medidas dos
ovos, espinhos e ventosas (fémeas) e nos machos, o
perimetro, eixos e didmetro dos lobos testiculares®.

No presente trabalho foram utilizadas trés cepas
alopéatricas mantidas durante véarias geragbes em
laboratério e, mesmo assim, alguns caracteres eram
diferentes entre todas as cepas ou entre duas delas.
Assim, confirmamos que os vermes adultos machos de

cepas mantidas por varias geragdes em laboratorio
também apresentam diferencas morfolégicas entre si®® .
Em recente publicacao verificamos que os vermes adultos
machos da cepa CMO apresentavam menor niimero de
lobos testiculares e menor distancia entre as ventosas
do que outras cepas brasileiras (BH-Belo Horizonte, Minas
Gerais e SJ-Sao José dos Campos, Sdo Paulo)®. Os
vermes adultos das cepas BE e CM foram pela primeira
vez estudados no presente experimento.

O estudo dos lobos testiculares confirmou que alguns
espécimes apresentavam lobos em posi¢do anormal ou
supranumerarios® %0 %3 O significado morfo-fisiol6gico
desta estrutura € desconhecido: 6rgdo reprodutivo
funcional ou degenerado? De acordo com nossos
estudos por microscopia de varredura laser confocal, os
I6bulos supranumerarios ndo apresentam as mesmas
células ou espermatozoides dos Iébulos testiculares
normais e nem a estes estdo conectados®.

Poucos autores utilizaram os vermes adultos fémeas
nos estudos comparativos entre cepas®® * 4. Os caracteres
por outros autores analisados foram o comprimento do
espécime, distancia entre as ventosas e tamanho do ovo.
A analise destes dois Ultimos caracteres permitiu-lhes a
distincdo entre duas cepas (BH e SJ). Esta observacéo
difere de nossos experimentos anteriores onde todos os
caracteres do sistema reprodutor e das ventosas foram
significativamente diferentes®.

As cepas estudadas neste experimento foram
provenientes da mesma instituicdo com passagens
seriadas e exclusivas em B. glabrata simpéatrica e no
camundongo albino. Portanto, todas sofreram a mesma
pressao seletiva. Modificag6es induzidas pelo
hospedeiro murino aparecem nas primeiras geracdes
das cepas em condi¢cbes de laboratério®? ou ja na
primeira passagem?’. Conclui-se que as diferencas
naturais (biolégicas e morfolégicas nos vermes
adultos) das cepas sao expressas, mesmo com a sua
manutencdo prolongada em condi¢Bes de laboratério.
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