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RESUMO

Roedores silvestres, classificados como Holochilus brasiliensis nanus Tho-
mas, 1897, foram capturados na cidade de S&o Bento, pertencente & Regido da
Baixada, do Estado do Maranhio, Brasil, naturalmente infectados com formas
adultas de fildria, na cavidade peritoneal, e microfildrias sangiiineas, assim como,
com esquistossoma mansoni (vermes adultos e granulomas peri-ovulares hepé-
ticos; intestinais; pulmonares; esplénicos e pancredticos). Animais nascidos em
Biotério, descendentes de Holochilus da Regiio da Baixada, foram infectados
experimentalmente com Leishmania m. aimazenensis e Schistosoma mansoni. Em
observagbes semanais, foram encontradas lesdes teciduais, semelhantes as que
se desenvolvemn em hamsters infectados com Leishmania, e hipergamaglobuline-
mia. Nos esquistossomoticos, foram constatadas hipergamaglobulinemia e rea-
¢bes granulomatosas similares as encontradas nos animais infectados natural-
mente. Foram observadas, também, les6es hepdtica graves, semelhantes as en.
contradas na esquistossomose humana. Estes achados sugerem a utilizacio do

Holochilus b. nanus como modelo experimental destas trés doencas tropicais.

INTRODUCAO

O modelo experimental ideal para a imu-
nologia da esquistossomose seria aquele que
permitisse desenvolver a forma descompensada
(Hepatesplénica) da parasitose; que permitisse
elucidar os fatores parasitolégicos responss-
veis pela doenca; que condicionasse o estabe-
lecimento do papel principal da resposta imu-
ne do hospedeiro ao parasita, na patogénese da
infeccdo e que levasse a determinar a etiolo-
gia imunolégica da reacéio do hospedeiro. Seria
preferivel que no modelo experimental fosse
possivel isolar e caracterizar as substancias es-
pecificamente . eliminadas pelo parasita, as
quais. iniciam a cadeia de eventos relacionados
a hepatoesplenomegalia; hipertensiio portal;
varizes esofageanas, hematémese e morte 5.
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Entretanto, até a presente data, nfo foi pos-
sivel encontrd-lo. Os animais que vém sendo
comumente utilizados em laboratério sdo exce-
lenfes modelos para o entendimento de alguns
aspectos da relacio parasita-hospedeiro; mas,
nao de todos.

Estudos realizados sobre a epidemioclogia
da esquistossomose evidenciaram a existéncia
de hospedeiros definitivos ‘ndo humanos do
Schistosoma mansoni participando da cadeia
disseminadora da parasitose. Sdo citados ma-
cacos (Cercopithecus sabeus; Papio anubis) 10,14
roedores silvestres de hdbitos semi-aqudticos
(Holochilus e Nectomys, principalmente no
Brasil) 1,11,12,1516 e marsupiais (Didelphis) ¢.
Destes animais, apenas macacos (Macaca mu-
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latta) 8 sdo utilizados como modelo experimen-
tal; mesmo sendo de dificil obtencio e dispen-
diosa manutencio.

A utilizacdo de hospedeiros definitivos no
estudo das parasitoses nos parece mais 1égico
do que estudd-las em animais que nfo partici-
pam do ciclo biolégico do verme; mesmo que,
para isto, torne-se necessdria a obtencio de
colénias selecionadas geneticamente em Bioté-
rio.

As espécies Holochilus brasiliensis nanus e
Nectomys squamipes amazonicus pertencem &
fauna de roedores silvestres encontrada na
Pré-amazoénia e sio hospedeiros definitivos do
trematodeo, nesta Regifio. O sucesso na repro-
ducdo de Holochilus, no Biotério da Universi-
dade Federal do Maranhfo, tem permitido que
se estude a esquistossomose neste roedor, além
de outras infecgbes tropicais.

MATERIAL E METODOS
1. Estudo da esquistossomose

1.1. Procedéncia dos roedores silvestres;
distribuicdo em grupos de trabalho e
taxionomia

Os roedores silvestres foram capturados
com tarrafas (malha feita com fio de algodio,
utilizada na préatica da pescaria), as margens
do grande lago natural da cidade de Sio Ben-
to, tomada como representativa da Regido da
Baixada Maranhense, -localizada ao Noroeste
do Estado do Maranhio. Em seguida, foram
transportados para o laboratério, onde tiveram
suas fezes examinadas por microscopia, em
pesquisa de ovos de S. mansoni. A ovohelmin-
toscopia foi realizada diariamente, durante 30
‘dias. Os que se apresentaram infectados, em
numero de 12, passaram a constituir o Grupo de
‘Animaijs Naturalmente Infectados (NI). Aque-
les que ndo eliminaram ovos pelas fezes, em
numero de 5, foram agrupados a 7 outros nas-
cidos em Biotério, descendentes dos animais
capturados no campo, com 30 dias de vida, e
cada qual infectado com 150 cercdrias do pa-
rasita. As larvas procederam de Biomphalaria
glabrata infectada experimentalmente com 8.
mansoni da Baixada. O método de infeccio cons-
tituiu na imersfo parcial dos pequenos mami-
feros na suspensdo cercariana, em condicbes
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preconizadas por BRENER °. Este grupo de ani-
mais foi denominado de Experimentalmente In-
fectados (EI).

A taxionomia destes mamiferos foi feita
pelo Dr. Fernando de AVILA PIRES, da Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul, e o
Prof. Francis PETTER, do Museu Nacional de
Histéria Natural, de Paris, sendo constatado
tratar-se de Holochilus brasiliensis nanus Tho-
mas, 1897.

1,2. Obtencdo de soros

Os soros dos animais naturalmente infec-
tados (NI) foram obtidos logo apds constata-
¢lo de suas positividades para S. mansoni, por
incisdo cirtdrgica do plexo venoso braquial. Cin.
co dos roedores pertencentes ao grupo de ani-
mais experimentalmente infectados, que nas-
ceram em Biotério, foram sangrados aos 60 dias
de infeccdo e seus soros foram misturados pa-
ra a constituicdo da amostra relativa aos so-
ros de animais infectados (SI). Os soros SI
foram comparados imunologicamente com os
soros de animais controle (SN), obtidos de
animais nfo infectados, cuja procedéncia e ida-
de eram as mesmas dos que foram tomados
para a infeccao experimental.

1.3. Anaslise dos soros por imunodifusio

As aliquotas de soros de animais controle
(SN) e de animais esquistossomdticos (SI) fo-
ram analisados por imunoeletroforese bidimen-
sional de LAURELIL, de acordo com a orienta-
cao de WEEKE, descritas em AXELSEN &
col.2. A eletroforese no primeiro sentido foi rea-
lizada com 6V/cm; por 1,20 h. Na segunda di-
mensdo, 1,5V/cm, durante 15 horas. A aliquo-
ta aplicada foi de 5 ul e o anti-soro foi obtido
em coelho imunizado com uma mistura de soro
normmal de roedores e adjuvante completo de
Freund, obedecendo o esquema de BASTOS?T.
O suporte fol agarose a 1% em solucdo tam-
pao Veronal — HCI (0,05 M; pH=386).

1.4. Processamento técnico para os estu-
dos andtomo-patolégicos

Nesta etapa, participaram animais perten-
centes aos grupos NI e EI. Os do grupo NI
foram anestesiados (éter) e necropsiados apés
constatacio de suas positividades para o ver-
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me; enquanto que, os do grupo EI, foram ne-
cropsiados com 40, 60, 80 e 120 dias apds a data
da infeccdo. O processo técnico iniciou com
a abertura da cavidade abdominal dos roedo-
res, por uma incisdo longitudinal feita na linha
mediana da regido, prolongando-se até o térax.
Em seqiiéncia, foram retirados vermes conti-
dos no figado e mesentério, pela técnica da
perfusdo. Os drgios toracicos e abdominais
foram retirados em monoblocos, para a ma-
croscopia, sendo posteriormente dissecados, se-
paradamente, conservando-se os aspectos ana-
tOmicos dos mesmos para fizxacio em formalina
a 10% e coloracio com Hematoxilina-Eosina.
Os cortes histopatoldgicos dos 6rgaos compro-
metidos foram estudados por microscopia 6p-
tica, ap6s processamento técnico de rotina la-
boratorial. As secgbes tinham 5 pm de espessu-
ra.

2. Estudo da leishmaniose
2.1. Infeccdo experimental

Foi constituido um grupo de 4 Holochilus
{2 machos e 2 fémeas) para a infeccdo expe-
rimental com suspensdo de formas amastigo-
tas (10%) de Leishmania mexicana amazonensis
LV 78, por via subcutinea, nas patas trazeiras.
Os animais foram mantidos em laboratério pa-
ra observacdes semanais das lesdes, as quais
foram classificadas quanto ao espessamento da
pele, no local da inoculagio.

2.2. Infﬁnodifusé.o de soros

Os roedores leishmanicticos foram sangra-
dos semanalmente, durante 8 semanas, pelo
plexo venoso oftdlmico. Os soros obtidos fo-
ram analisados por imunoeletroforese tipo Ro-
cket, descrita por WEEKE, frente ao soro de
coelho anti-roedor, obtido conforme o item
1.3. Soros de animais normais de Biotério, da
mesma procedéncia e idade dos animais infec-
tados, foram tomados como controle da expe-
riénecia.

3. Observacies de infeccdes naturais

Os roedores oriundos do campo foram pes-

quisados quanto a existéncia de infeccdes na-

turais-‘'da regifo. . Para isto, foram colhidas
amostras sangiiineas e examinadas microscopi-

camente, quer a fresco, quer coradas pelo Giem-
sa. Apds as necrodpsias, a cavidade peritoneal e
intestino eram examinados atentamente, em
busca de parasitas. As fezes, também, foram
examinadas para identificacio de ovos de hel-
mintos, por ovohelmintoscopia, a fresco e co-
rada com lugol.

RESULTADOS
1. Infeccio esquistossomética
1.1. Sorologia

A andlise dos soros oriundos de roedores
infectados com 8. mansoni, quando compara-
dos com os normais, revelou maior concentra-
cdo proteica na faixa que vai da regido das
a-globulinas até as das vy-globulinas, determi-
nada pelas dreas de reacio e nuimero de ban-
das reatoras, indicando a ocorréncia de hiper-
gamaglobulinemia nos animais esquistossomo-
ticos. Foi observado, também, reducdo no ni-
vel sérico da albumina destes animais (Fig. 1).

1.2. Estudos andtomo-patoldgicos

a) Grupo de animais naturalmente
infectados (NI)

O exame macroscépico revelou que sete
destes animais apresentaram-se com figado au-
mentado de volume, enegrecido, sendo que, em
4 deles, havia difuso pontilhado esbranquicado.
Os intestinos continham pequenos nédulos com
0,5 a 1,0mm de didmetro, difusamente dispos-
tos na superficie serosa. Os bacos mostravam
apenas alguns pontos esbranquicados na su-
perficie. Os outros érgaos tinham aspecto nor-
mal. Dois outros roedores continham raros
pontos esbranquigados no figado e nédulos di-
fusos na serosa dos intestinos. Os trés res-
tantes ndo apresentaram alteracOes dignas de
nota. v

A luz da microscopia, constatou-se graus
variados de carga parasitdria, determinados pe-
lo nimero de granulomas e ovos encontrados
em figado e intestino. Esta carga parasitdria
variou desde o grau muito leve, representado
pelo encontro de 2 a 5 granulomas ou OvVOs por
seccdo, até o grau intenso, evidenciado pelo en:
contro de numerosos ovos, observando-se, por.
vezes, mais de 5 em.um t1nico espaco porta.
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Fig. 1 — Imunceletroforese bidimensional realizada com os soros de roedores normals (SH)
& infectados (5I) com S, mansoni, frente ao anti-soro diluide a 1/200 O suporte utilizado
fol sgarose a 1% em Solugo tampdio Veronal (0,05M: pH — #8.8)

Dos 12 animais examinados, 5 apresenta-
ram infecgio caracterizada como intensa, 4 co-
mo moderada, 2 como leve & 1 apresentou in-
feccio de grau muito leve. Dos 5 animals gque
tinham carga parasitiria classificada como in-
tensa, 3 apresentaram espagos porta bastante
ampliados com densa fibrose e reducio de Iu-
me das veias porta, semelhando o aspecto ca-
racteristico da fibrose portal hepsdtica (Fibrose
de Symmers) que se observa na esguistossomo-
se humana. Os granulomas centrados por ovos
de 8. mansoni eram circundados periodicamen-
te por macrdfagos, fibroblastos e, em menor
quantidade, por linfdcitos (Fig. 2). Os intes-
tinos apresentaram grande nimero de granu-
lomas confluentes, com densa reacdo fibrosa,
formando nddulos que se dispunham predomi-
nantemente na serosa (Fig. 3), mas ocorriam
também em camada muscular & na submucosa.
Esses 3 animais apresentavam, também, ovos
em baco e péncreas, com discreta reagfo pe-
riovular e miltiplos granulomas em pulmdes,
representados por ovos circundados de ma-
crofagos e linfocitos. Em um dos animais foi
possivel detectar ovos ao nivel de miocdrdio.
Os outros 2 roedores continham lesfes em figa-
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do, representadas por granulomas constituidos
de uma mistura de macrdfagos, eosindfilos e
fibroblastos, em menor proporgio. Ao nivel dos
intestinos a reagio periovular era discreta ou
mesmo ausente. Nesses animais nao foi visto
envolvimento de outros drgfos, exceto a ocor-
rénecia de um tnico granuloma em um dos pul-
mes.

Dos 4 animais com infecciio moderada, dois
apresentaram lesdes localizadas apenas em fi-
gado e intestino. Os granulomas no figado eram
grandes e constifuidos quase que exclusiva-
mente por macrdfagos e eosindfilos (Fig, 4).
Areas de necrose foram frequentemente gbser-
vadas. Ao nivel dos intestinos, a reacio peri-
ovular era discreta ou mesmo ausente. Lesdes
gemelhantes foram observadas nos animais
com infecciio leve e muito leve. Os dois outros,
apresentaram lesdes hepiticas formadas por
granulomas pegquenos e constituidos, predomi-
nantemente, por linfdcitos e fibroblastos, em
menor mimero (Fig. 5). Ao nivel dos intesti.
nos, entretanto, as lesbDes peri-ovulares eram
constituidas por densa reacfio fibrosa com for-
magio de nédulos. Nesses animais também fo-
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ram encontrados ovos e granulomas em baco,
pancreas e pulmoes.

Em 10 dos animais do Grupo NI, {oram
encontrados vermes ao nivel do figado, po-
rém, sem nenhuma reacio inflamatéria em tor-
no dos mesmos. Em 5 deles, foram vistos,
também, raros vermes nos pulmdes sem reaciio
em torno.

Fig, 2 — Espago poria com
densa reaglo flbrosa, reduglio
do lume da vela porta ¢ com
granulomas centrados por ovos
de S5. mansoni (HE., 122 )

Fig. 3 — Granulomas com
densas reagbes fibrosaz frente
aos ovos de S, mansoni, na
camada serosa  do  inteskino
delgado (H.E., 100 )

Pigmento hemdtico foi um encontro fre.
giiente nos animais com grande carga parasi-
taria.

b} Animais Infectados em Laboratorio

Todos os animais infectados experimental-
mente com cercdrias de S. mansoni, sejam 0s
nascidos em biotério ou o0s capturados sem
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infeccio, apresentaram mimero moderado de
ovos nos tecidos.

Os animals sacrificados com 40 dias apre-
sentaram lesbes que eram limitadas ao intes.
tino e ao figado. As lesfes hepdticas estavam
representadas por granulomas grandes, com
dreas de necrose e constituidos predominante-
mente por macrdfagos e eosindfilos,

Os animais sacrificados com 60, 80 e 120
dias, mostraram lesdes envolvendo nao sd fi
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Fig. 4 — Granuloma peri-ovular,
no Hgado, com componente exus
dativo representado principalmen-
te por eosindfilos (H.E., 100 )

Fig. b — Discreta reagio peri-
ovular constituidsa de linfdeitos,
macrifagos e fibroblastos em um
espago porta pequenc (H.E., 200 %)

gado e intestino, mas também pincreas, bago
& pulmies.

As lesGes ao nivel do fizgado eram repre-
sentados por granulomas pegquenos, com pre
domindncia de células linfocitdrias, ou granu-
lemas mistos com eosindfilos, macrifagos e
fibroblastos. Ao nivel de intestino, entretanto,
05 granulomas mostravam-se com densa reacio
fibrosa em torno, por vezes confluentes, for
mando nodulos. Estas lesdes foram vistas en-
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volvendo a submucosa e a muscular, porém, teliomatosa da epiderme, com histideitos ricos

eram mais volumosas ao nivel da serosa.

As lesBes a nivel de pulmbes, baco e pin-
creas eram semelhantes s vistas no figado.

2. Imfeccaon leishmanidtica

Ocorreu espessamento da regifio de inocu-
lacho parasitdria, nos 4 animais inoculados, a
partir da 1. semana de observacio. Na 3 se-
mana, 05 animais apresentaram nddulos para-
sitdrios que se mantiveram constantes até a
8 semana, €pocs em que os animais foram
sacrificados. O estudo andtomo.patoldgico das
lesdes revelou freqiiente hiperplasia pseudoepi-

em formas parasitdirias na regifo da derme.

O estudo dos soros dos roedores esguis-
tossomaticos, por imunodifusio, esta demons-
trado na Fig. 6, onde se pode observar gue ocot-
reu aumento das concentragies proteicas nos
niveis das globulinas, tanto nos soros dos ani
mais infectados, como no dos controles, duran.
te o desenvolvimento da infeccio. Entretanto,
a8 hipergamaglobulinemia fornou-se mais evi-
dente nos soros dos animais infectados, a par-
tir da 3.° semana de estudo, alcancando guase
0 dobro do normal, na 8° semana de infecciao.
MNotificamos, ainda, a presenca de seis siste.
mas precipitantes bem visiveis, com destague
para a fracao mais anddica, porque fol a que
miais cresceu durante o processo infeccioso.

Fig. & — Imunoeleiroforese ~“Rocket™
dos soros de Holochllus normais (0)
e infectados com L.m.amazonensis, oo-
letados durante B semanas de ohservi-
cao (de 1 & 8), frente ao soro de car-
+ neiro anti-roedor diluido & 1,20 em so-
lugfio tampfo veronal-HC1 (0,056
pH = 8.8)

3. Infeccioes naturais

Foram encontrados cestddeos, da familia
Hymilopdidae, e nematodeos, gue reguerem
classificagio posterior,

Outra infeccio natural observada, foi a fi-
lariose., Foram encontradas formas adultas de
fildria, na cavidade peritoneal dos roedores,
assim como, microfildiria em amostras sangui-
neas (Fig. 7).

DISCUSSAQ E CONCLUSAOQ

O perfil soroldgico encontrado nos roedo-
res com infecgdes experimentails, expresso por
hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia, &
classico em parasitoses ®.

O estudo andtomo-patoldgico em roedores
infectados naturalmente, mostra aspectos in-
teressantes referentes a patogénese das lesGes
hepédticas, indicando a necessidade de uma em-
bolizagdo inicial macica de ovos para que ocOr-
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Fig. 7 — Microfilirian encontrada no sangue periférico de Holochilos b. nanus origindrio da -
Regiiio da Baixada Maranhense, corado pelo método de Giemsa (200 »)

rs lesdes fibrosantes graves nos espacos porta.
Em 3 animais, foram observadas lesdes gque
permitem uma conclusio desta natureza, Con-
clusdes semelhantes foram feitas por ANDERA-
DE & ANDRADE* e, também por SADIGUR.
SKY 17, de referéncia s lesdes graves de arte-
rite pulmonar gue ocorrem na esguistossomo-
s humana. Tudo leva a crer que a emboliza-
cio menos intensa ou gradual nio seja capaz
de determinar lesies graves.

As lesdes hepdticas iniciais, como as oh-
servadas nos animais infectados em laboratd-
rio e sacrificados com 40 dias e, também, em
4 dos animais infectados naturalmente, sio re-
presentadas por granulomas grandes constitui-
dos por elevado numero de macrdfagos e eo-
sindfilos, tendo por vezes dreas de necrose. As-
pecto semelhante foi desecrite por ANDRADE
& WARREN?® ¢ DOMINGO & WARREN 9. Es-
tas lesdes parecem evoluir diferentemente a
depender do mimero de ovos embolizados, de
vez numa fase inicial da infeccio. Quando a
embolizagfio hepdtica inicial € macica, as lesGes
evoluem para fibrose portal grave com redu-
cio de lumes de velas porta. Porém, quando

al4

a embolizacio inicial € moderada ou leve, os
granulomas inicialmente exudativos, tornam-se
pequenos e bem delimitados constituidos prin-
cipalmente por linfdecitos. Aspecto semelhante
foi descrito em animais com infeccio leve de
longa duracao .

O aspecto das lesdes intestinais nesses ani-
mais & também bastante interessante. Quando
os granulomas ao nivel do figado sao do tipo
exudativo, independentermnente da carga para-
sitdria, nAo se observa reacio peri-ovular in-
tensa ao nivel dos intestinos. Entretanto, quan-
do os granulomas ao nivel do figado corres-
ponde & uma evolucio mais adiantada, as le-
sfes peri-ovulares ao nivel de intestinos apre-
sentam densa reacdo fibrosa com formagio
de pequenos nddulos. Neste dltimo caso parece
haver desenvolvimento de circulagio colateral
ou desvio de fluxo normal com embolizacio de
OvOos para outros orghos tais como pancreas,
baco, pulmdes e até mesmo o cOTACAD,

Os aspectos histopatologicos encontrados
nos roedores infectados, tanto com 8. mansoni
como com L. m. amazonensis, assim como, o
achado destes animais naturalmente infecta-



BASTOS, O. de C.; SADIGURSKY, M.; NASCIMENTO, M. do D. S. B. do; BRAZIL, R. P. & HOLANDA, J. C. de —

Holochilus brasiliensis nanus THOMAS, 1897. Sugestio de modelo experimental para filariose, leishmaniose e esquis-
tossomose. Rev, Inst. Med. trop. Sdo Paulo 26:307-315, 1984.

dos com formas adultas e sanguineas de fila-
ria, sugerem a utilizacio do Holochilus brasi-
liensis nanus como modelo experimental des-
tas trés doencas tropicais.

SUMMARY

Holochilus brasiliensis nanus THOMAS, 1897.
As an experimental model for filariasis, leish-
maniasis and schistosomiasis

Wild rodents classified as Holochilus bra-
siliensis nanus THOMAS, 1897, were captured
in Lowland Region of State of Maranhdo-Bra-
zil. Natural infection by schistosome and fila-
ria, 'was detected in the most of these animals.
Rodents born in the Animal House of the Uni-
versity of Maranh&o were experimentally in-
fected with Leishmania mexicana amazonensis
or Schistosoma mansoni. Pathological aspects

of leishmaniasis in these animals were found

similar to that found in hamsters infected with
Leishmania. Severe hepatic lesions were found
in the animals infected with schistosome simi-
lar to that seen in human infection. These find-
ings suggest the utilization of this animal as
an experimental model of filariasis, leishmania-
sis and schistosomiasis.
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