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HIPERTENSAO PORTAL ESQUISTOSSOMOTICAEM HAMSTERS

EXPERIMENTAL MODEL OF ESOPHAGEAL VARICES FORMATION IN

SCHISTOSOMAL PORTAL HYPERTENSION
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RESUMO: Objetivo: Desenvolver um modelo experimental de formacédo de varizes esofagicas por hipertensao portal
esquistossomotica em hamsters. M étodo: Utilizamos 55 hamsters divididos em dois grupos: grupo | composto de 50 animais
infectados com injecdo percutanea de 100 cercarias de Schistosoma mansoni da cepa BH; e grupo |l composto de cinco animais
sadios (grupo de controle). Foram mantidos por um periodo de incubagdo de oito semanas. Apds este periodo 0s animais eram
pesados e posteriormente avaliados cirurgicamente quanto a pressao portal, e aspectos macroscopicos e microscopicos do bago,
figado e esdfago toéraco-abdominal. Resultados: Todos os animais do grupo | perderam peso, enquanto os animais do grupo |1
apresentavam um aumento do peso corporal durante o periodo de incubagdo. Vinte e seis (52%) animais do grupo | morreram. Dos
24 hamsters que permaneceram compondo o grupo | observamos uma pressdo portal significativamente elevada quando comparada aos
animais do grupo Il (8,33 x 4,60 cm H,O respectivamente). Verificamos a presenca de varizes esofagicas em 16 hamsters do grupo |
(66,70%) sendo nestes animais a presséo portal significativamente mais elevada quando comparada aos animais do grupo | que ndo
desenvolveram varizes (9,50 x 6,00 cm H,O respectivamente) Conclusdo: E possivel desenvolver em hamsters um modelo experi-
menta de hipertensdo portal esquistossomaética aguda com formagdo de varizes esofégicas (Rev. Col. Bras. Cir. 2005; 32(4): 209-213).

Descritores: Esquistossomose mansoni; Varizes esofégicas e gastricas; Modelos animais.

INTRODUCAO

A hipertensdo portal € uma sindrome caracterizada
pelo aumento da pressdo no sistema porta e como consequ-
éncia, podem surgir varizes esofagogastricas, responsaveis
por hemorragiadigestivaaltal>.

ObservacOes prospectivas em humanos sdo limita-
das, em muitos casos, por coexisténcia de outras doencas,
como hepatite e alcoolismo, e estes estudos sdo também com-
plicados pela heterogenei dade dos estadios clinicos de apre-
sentacao®.

Muitos animais sdo considerados reservatorios
naturais da esquistossomose e animais de pequeno porte,
como os roedores, séo amplamente utilizados em estudos
experimentais devido ao facil manejo, facilidade na
inoculagédo e manutengdo em biotérios e pelo proprio cur-
so dainfecgéo, a qual se assemelha a da esquistossomose
em humanos’®.

Cheever” observou que a obstrugdo portal erafun-
cional e morfol ogicamente mais grave em camundongos que
nos demais animais estudados e apenas os primeiros apre-

sentavam circulacdo colateral porto-sistémica decorrente da
hipertensdo portal.

Warren e Peters® estudando a penetracdo e
maturacdo do Schistosoma mansoni em hamsters, camun-
dongos, coelhos e ratos, concluiram que os dois primeiros
animai s constituiram bons model os de experimentacdo quan-
do comparados com os demais. Observaram também
que o hamster apresentava maior suscetibilidade a
esquistossomose, nele ocorrendo o desenvolvimento de
maior numero de vermes adultos.

Warren e De Witt ° foram os primeiros a demons-
trar que ainfeccdo por Schistosoma mansoni em camundon-
gos desenvolvia elevagdo significativa na pressao portal e
constataram, em peguena parcel a destes animais, a presen-
¢a de varizes esofagicas, somente 32 semanas depois da
inoculagdo, atribuindo o seu surgimento a cronificacéo da
doenca hepatica.

Outros estudos relataram que os hamsters, embora
sejam excelentes hospedeiros quando infectados por
Schistosoma mansoni, ndo apresentam aformac&o de circula-
¢&o colateral, nem mesmo naformadevarizesesof &gicas 1123,
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N&o encontramos na literatura perquirida, estudos,
exceto os trabalhos de Warren e De Witt'°, que demonstram
experimental mente aformag&o de varizes esofagicas, por hi-
pertensdo portal esguistossomaética, em roedores ou animais
de pequeno porte. O desenvolvimento de tal modelo experi-
mental éimperativo, poispoderdpermitir novas pesguisasem
doenca tdo grave e frequente.

Assim, o objetivo deste trabalho é desenvolver um
modelo experimental de formacdo de varizes esof agicas por
hipertensdo portal esquistossomética em hamsters.

METODO

O experimento foi realizado na Unidade de Técnica
Cirurgicae Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias
M édicas da Santa Casa de S&o Paulo, tendo sido previamente
aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa desta institui-
céo.

Utilizamos 55 hamsters da espécie Sirio Gold, ma-
chos, adultos, clinicamente sadios, com peso entre 90g e 120g.

Osanimaisforam distribuidos deformaaleatériaem
dois grupos:

- GRUPO I: 50 hamsters submetidos a inoculacéo
percuténea de cercarias de Schistosoma mansoni.

- GRUPO II: cinco hamsters sadios, ndo inoculados.

Na inoculac&o dos animais do grupo I, utilizamos
cercarias de cepa B.H. de Schistosoma mansoni, adminis-
trando-se, por viapercuténea, umasolugdo com aproximada-
mente 100 cercarias. Mantivemos os animaisdosdois gru-
pos nas gaiolas, devidamente identificados por cartbes pa-
dronizados, recebendo alimentacdo e dgua sem restricoes.
Apdbs um periodo pré-determinado de oito semanas de incu-
bacéo, todos os animais foram operados. Os hamsters
infectados que morreram durante este periodo e apresenta-
vam no maximo 24 horas de 6bito, eram estudados por
necropsia e depois incinerados conforme normatizagdo do
Ministério da Satde.

Operamososanimaisdosgrupos| ell, apdsotérmi-
no do periodo de incubacdo de oito semanas. Foram
anestesiados com injecdo intraperitonial de cloridrato de
Ketamina na dose de 40 mg/kg associado ao cloridrato de
xilidino—dihidro—tiazina, nadose de 10mg/Kg.

A incis&o cirurgica, combinou incisdo medianaxifo-
pubicacom subcostal direita, abrindo-se acavidade. Foi reali-
zada cateterizagdo de veia porta através de puncéo com cate-
ter agulhado n°. 27, e mensuragdo da pressdo portal ao nivel
do externo, por leituracomputadorizada.

Em seguida, os animais eram mortos com injegdo
intracardiacade 3 ml detiopental a2,5%. Redizava-seretirada
do figado, com prévio clampeamento do hilo hepético e da
veiacavainferior, remog¢ao cuidadosa do baco e em seguida,
retirava-se o esbfago téraco-abdominal.

Procedia-se entdo a abertura longitudinal da parede
anterior do esdfago, com exposi¢éo da mucosa e colocacao
sobre uma lamina de vidro, para observacédo “a fresco” a
microscopia éptica quanto a presenca de varizes e focos
hemorrégicos. O figado e o baco eram pesados e observados
guanto & macroscopia. As pegas cirlrgicas eram depositadas
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em frasco de vidro contendo formol a 10% e encaminhadas
paraexame anatomo-patol 6gi co.

No figado avaliou-se a presenca e quantidade de
granulomas, quantificacdo do pigmento esquistossomaético e
a presenca ou ndo de necrose nos ovos de Schistosoma
mansoni encontrados.

Na andlise microscopica do bago, estabeleceram-se
como padrdo normal os achados presentes no grupo |1 (con-
trole) e classificaram-se as alteragGes apresentadas no grupo
| (infectados) como hipercel ulares ou congestivas.

Aslaminas dos esdfagos dosanimaisdo grupo | el
eram avaliadas quanto a presencaou ndo de varizes esof gicas.

Os animais do grupo | que formaram varizes
esofégicas foram denominados de grupo la e os do grupo |
sem varizes de grupo Ib.

Considerou-se esdfago normal, aqueles dos animais
dogrupo I1.

A andlise estatistica correlacionando os resultados
entreogrupo | ell foi feitapelo método t de Student acrescido
do teste de Levene para variaveis equivaentes (Dawson-
Saunders & Trapp)®. No que serefere aandlise entre os ani-
maisdo grupo | que formaram varizes (grupo |a) e os que ndo
formaram (grupo Ib), utilizou-se 0 método t de Student acres-
cido pelo teste de Levene para as variaveis peso do animal,
peso hepatico, peso esplénico e pressdo portal.

Utilizou-se o teste do qui-quadrado (X?) com aplica-
¢80 da correcdo de Yates, para estudar as demais varidvels
relatadas dentro do grupo |. Adotou-se como significanciao
valor dep < 5%. Excluimos os hamsters que morreram durante
0 experimento de todas as andlises estatisticas.

RESULTADOS

Dos50animaisdo grupo |, 26 (52%) morreram apartir
da 6° semana pds-infecgdo e 17 destes foram necropsiados.
Nanecropsiade 15 deles, verificamos a presencade hemorra-
gia intestinal volumosa. Nos outros dois, ndo constatamos
alteracOes, ndo sendo determinada a causa mortis. Restaram
24 hamsters do grupo | e os cinco do grupo |, que constitui-
ram os animais do estudo estatistico.

Nos 24 animais do grupo | observamos varizes
esofagicas amicroscopiadpticaem 16 (66,7%), sendo estes, 0
grupo la. N&o constatamos vari zes esof &gicas em oito (33,3%),
estes, o grupo Ib.

O peso dosanimaisdo grupo | aofinal do periodo de
incubagdo variou de 90g a 130 g (médiade 105,7g) e do grupo
Il entre 130 g a 145 g (médiade 138 g). Houve diferenca de
peso estatisticamente significante entre os dois grupos (p <
0,001), sendo que ndo houve diferenca significante entre as
meédias do peso dos animais dos grupos lae Ib.

O valor dapressdo portal variou no grupo | entre4 e
12 cmH,0, enogrupo Il entre 3e6 cm H,0O, com médiasde
8,33 e4,60 cm H, 0, respectivamente. Etatisticamente, obser-
vamos diferencasignificante entre os dois grupos (p < 0,005).
No grupo laapressio portal variouentre7 e 12cm H,O (média
de9,50cmH,0) enogrupo lbentre4e1lcmH,O (mediade6
cmH,0), havendo diferencaestatisticamente significante (p <
0,001). No grupo | o peso do figado variou entre 4,069 e 8,459
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Tabela 1 - Relacao entre granulomas esplénicos do grupo
onde houve formag&o de varizes esofagicas (la) e do grupo
semvarizes (1b).

Frequiénciade 2+ 3+ 4+ Total
granulomas

Grupola(n) 07 09 16
(%) 437 56,3 100,0
Grupo Ib (n) 08 - 08
(%) 100,0 - 100,0
Total (n) 15 09 24
(%) 62,5 375 100,0

X2 Yates p < 0,05

Tabela 2 - Relagéo entre pigmento esplénico do grupo onde
houve formac&o de varizes esofégicas (Ia) e do grupo sem
varizes (Ib).

Frequiénciade 2+ 3+ 4+ Total
pigmentos

Grupo la(n) “ 02 16
(%) 875 125 100,0
Grupo Ib (n) 08 - 08
(%) 100,0 - 100,0
Total (n) 22 02 24
(%) 91,7 83 100,0

X2 Yates p > 0,05

Tabela 3 - Relagao entre celularidade e congestéo esplénicas
do grupo onde houve formagao de varizes esofégicas (1a) e
do grupo sem varizes (Ib).

Baco Hipercdularidade Congestéo Total
Grupo la(n) - 16 16
(%) - 100,0 100,0
Grupo Ib (n) 05 03 08
(%) 625 375 100,0
Total (n) 05 19 24
(%) 208 792 100,0

X2 Yates p < 0,01.

(médiade5,54g) enogrupo || variou entre 6,17g e 7,999 (mé-
dia de 6,849), ndo havendo diferenca estatisticamente
significante. No grupo lao peso do figado variou entre 4,069
e 8,45g (média de 5,59g) e no grupo Ib entre 4,149 e 6,80g
(médiade5,51g), sem diferenca estatisticamente significante
(p>0,05).

O peso do bago no grupo | variou entre 0,03g €0,29g
(médiade 0,15g) e no grupo Il entre 0,20g e 0,35g (médiade
0,25g), ndo havendo diferenca estatisticamente significante
(p>0,05). No grupo lao peso do baco variou de 0,03g a0,25g
(médiade0,16g) e no grupo Ib de 0,04 a0,29g (médiade0,14g),
também sem diferenca estatisticamente significante (p > 0,05).
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No que serefere amacroscopiahepaticae esplénica,
ndo foram observadas alteragdes significativas na consistén-
cia, coloragdo e superficie do figado e baco quando compara-
mos os animais do grupo | com os do grupo II. Da mesma
forma, entre osdo grupo laelb.

Nao observamos alteracBes hepéticas a
microscopia éptica nos animais do grupo Il (grupo con-
trole) e inUmeras alteragdes foram encontradas nos ani-
maisdo grupo |. O infiltrado celular nos animais do grupo
| foi predominantemente linfo-histiocitario. Todos os ovos
de Schistosoma mansoni presentes no parénguima hepé-
tico destes animais eram viadveis, sem necrose ou demais
sinais de degeneracgéo celular. Observou-se grande quan-
tidade de granulomas epitelidides bem delimitados e sem
necrose, que foram denominados de granulomas duros.
Os animais do grupo la apresentaram maior porcentagem
de granulomas duros quando comparados aos do grupo
Ib. Esta diferencafoi estatisticamente significante quan-
do correlacionamos os dois grupos quanto a presenca de
leve/moderada (2+ / 3+) e grande (4+) quantidade de
granulomas no parénguima hepatico (p < 0,05), como de-
monstraaTabela 1.

N&o observamos diferenca estatisticamente
significante (p > 0,05) na quantidade de pigmento de
esquistossomose presente no parénquima hepético dos
animais do grupo la e grupo Ib (Tabela 2). Notou-se a
presenca de inimeros vermes adultos no sistema porta
dos animais do grupo | e néo se registrou a presenca de
fibrose de SY MMERS nos animais do grupo lae |b com
coloracéo especial de tricromo de Masson verde (Tolosa,
et al.).

Na microscopia esplénica, ndo observamos altera-
¢Bes no grupo 11 (grupo de controle). No grupo la, havia
congestdo esplénica exuberante, achado este verificado
apenas em pequena parcela dos animais do grupo Ib. Evi-
denciou-se hipercelularidade esplénica na grande maioria
dosanimais do grupo Ib (Tabela 3). Observou-se diferenca
estatisticamente significante quando comparados os ani-
mais do grupo lae Ib que apresentaram congestdo espl énica
(p<0,02).

Namicroscopiaesofégicaregistrou-se correlacdo de
100% entre os achados da microscopia Optica a fresco e da
com colorag8o especial, quanto a presenca ou ndo de varizes
esof agicas.

N&o se observaram alteragdes namicroscopiadptica
no segmento de esbfago téraco-abdominal dos animais do
grupo Il (controle).

Quando comparados os grupos la e Ib, observamos
gue a formagdo de varizes esofégicas foi estatisticamente
significante (p <0,005).

DISCUSSAO

V&rios estudos em animais de experimentacdo de-
monstraram seu comprometimento hepatico por Schistosoma
mansoni, similar ao humano”8%’,

Stirewalt et al.’® e Moore et al.*° referiram em seus
estudos experimentais que o hamster, 0 camundongo e o
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“cotton rat” sdo os hospedeiros mais indicados para a manu-
tencdo da infecgdo por Schistosoma mansoni em laboratori-
os. Além disto, acreditavam que os hamsters eram natural-
mente mais susceptiveisainfeccdo por Schistosoma mansoni,
ocorrendo formagdo de mais vermes adultos que em outros
animais.

Warren e Peters’® referiram que os hamsters sao os
animais mais recomendados para a reproducéo experimental
de esquistossomose crénica. No que serefereacargainfectante
e 0 tempo de incubagdo para se estabel ecer um model o expe-
rimental de esquistossomose hepatoesplénica, Warren e
Grove! fizeram injegBes subcuténeas de 160, 80 40 e 20 cerca
riasem hamsters e observaram gque apos 10 semanas dainfec-
¢&o, todos os animaisinoculados com 160 cercarias e 50% dos
infectados com 80 cercarias, tinham morrido. Cheever”® cons-
tatou mortalidade de 50%, ap0Os 12 semanas da infeccdo, de
hamsters com 140 cercarias.

O estudo brasileiro realizado por Costa et al.® em
camundongos, concluiu que as melhores respostas com rela-
¢d0 ao desenvolvimento da hipertensdo portal e da sobrevi-
vénciaforam obtidascom 50 a 70 cercarias.

Pons et al.* observaram que a hipertensdo portal
desenvolve-se em camundongos entre cinco e sete semanas e
Morgan'?, estudando hamsters infectados com 50 cercarias
observou progressivo aumento da pressdo portal a partir da
quinta semana ap0s a infecgdo, com niveis apreciavelmente
elevados naoitavasemana. Assim julgamos que 100 cercarias
de Schistosoma mansoni, representaria adegquada carga para-
sitéria e um periodo de oito semanas de incubagdo seria
satisfatorio para iniciarmos as investigagdes quanto ao de-
senvolvimento dadoenca. A alta mortalidade observada nes-
tes animais (52%) havia sido documentada previamente por
outros autores’8%,

Dos animais que morreram, realizamos a necropsia
em 17, aquel esque haviam morrido amenos de 24 horas. Cons-
tatamos a presenca de hemorragiaintestinal volumosaem 15
(88,23%) deles e ndo encontramos nos outros dois (11,77%)
gualquer alteracdo que pudesse justificar amorte.

Cheever’® constatou a presenca de granulomas de
Schistosoma mansoni acometendo a serosa e a submucosa
intestinal de todas as espécies de animais estudadas e
correlacionou ahemorragiaintestinal asulceracBescronicase
agudas presentes na parede intestinal.

A hipertensdo portal € definida como o aumento da
presso intra-hepética superior a 200 mm H,0%. Em nosso
experimento 0s animais infectados apresentavam aumentos
significativos na pressdo portal quando comparados ao gru-
po controle, sendo os niveis de pressdo portal encontrados,
similares aos descritos por Morgan®? em hamsters com o mes-
mo tempo de incubagdo. Observamos também, aumento na
pressdo portal estatisticamente significante nos animais do
grupo | que formavam varizes esofégicas quando compara
dos aos que ndo as formavam.

N&o observamos hepatomegaliae/ou esplenomegalia
nos animaisdo grupo |, como é descrito naliteraturae atribu-
ido ao grande nimero de granulomas presentes no parénquima
hepético. Embora em nosso experimento obtivéssemos uma
guantidade de granulomas no parénquima hepético estatisti-
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camente significante, acreditamos ser necessario maior perio-
do de infecgéo para detectar o aumento no peso do figado.
N&o imputamos a hepatomegalia apenas a presenca de
granuloma no parénquima hepatico. Acreditamos que nasin-
fecgBes agudas por Schistosoma mansoni em hamsters, me-
canismos de modulag@o imune podem estar presentes mais
precocemente. Observamos maior porcentagem de granulomas
hepaticos nos animais do grupo la quando comparados aos
do grupo Ib, entretanto, a concentracéo de pigmento
esquistossomatico ndo mostrou diferenca significativa entre
0S grupos.

Notamos congest&o espl énica, com oito semanas apos
ainoculagdo, em 19 animaisdo grupo |, sendo que 84,2% eram
dogrupo lae 15,8% do grupo I b, e ndo notamos esplenomegalia
nem granulomas no bago amicroscopiadpticanosanimaisdo
grupo |. Acreditamos que fatores considerados na
fisiopatologia das infec¢Bes cronicas por Schistosoma
mansoni encontram-se dispostos de maneira diferente nas
hi pertensdes agudas. Verificamos que uma ata carga parasi-
taria determinou agudamente niveis consideravelmente ele-
vados de pressdo porta e de vermes adultos no sistema portal,
com a presencga de inUmeros granulomas e pigmento
esquistossomatico. Entretanto, acreditamos que fatores in-
trinsecos de hipersensibilidade e modul agéo imune acarretem
manifestagdes no figado e no bago variaveis para a mesma
cargainfectante.

Warren e Grove! relataram que os hamsters ndo
formavam varizes esof &gicas a partir de hipertens&o portal
esguistossomotica. Demonstraram em seus experimentos
gue estes animais apresentavam varizes quando submeti-
dos aligadura parcial daveia porta ou do ducto biliar. As
varizes esofagicas estiveram presentes em porcentagem
significante em nosso trabalho. Atribuimos seu surgimento
ainteracéo de fatores imuno-moduladores ainda ndo bem
estabel ecidos, que se desenvolvem precocemente quando
os hamsters s8o submetidos a uma infec¢8o aguda por
Schistosoma mansoni.

Estudos correlacionando a carga parasitariae tempo
de segmento ideai s devem ser realizados posteriormente, afim
de estabelecer o momento exato em que a infecgdo por
Schistosoma mansoni acarreta nestes animais uma pressao
portal minimaparao desenvolvimento de congestao esplénica
e subsegiente shunt porto-sistémico.

Assim, os resultados obtidos nas condi¢des de exe-
cucdo deste trabalho nos permitem concluir que é possivel
desenvolver em hamsters um modelo experimental de hiper-
tensdo portal esquistossomética aguda com formacdo de va-
rizes esofagicas.
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ABSTRACT

Background: Thereisnoideal therapeutic option for schistosomal portal hypertension because none eliminatesthe possibility
of rebleeding, cause of the death in many patients. The aim of this study was to develop a hamster experimental model of
esophageal varices' formation in schistosomal portal hypertension, to better study this disease. Methods: Fifty-five healthy
Srius Gold’s hamsters weighting 90 to 120 g were divided in two groups: group | - 50 animals infected with percutaneous
injection of 100 B.H. cercariae of Schistosoma mansoni; and group Il - 5 healthy animals (control group). The incubation
period was eight weeks. After this period, the animals were weighed and later we surgically evaluated the portal pressure,
macroscopic and microscopic aspects of the spleen, liver, thoracic and abdominal esophagus. Results: All animals of group |
lost weight, while animalsof group |1 presented an increase of the corporal weight during theincubation period. Twenty and six
(52%) animals of group | died. The 24 hamsters remained in group | had a significantly increase in portal pressure when
compared with controls (8,33 vs. 4,60 cmH20, respectively). We observed formation of esophageal varicesin 16 hamsters of
group | (66,7%) and these animals had increased portal pressure when compared with the other 8 animalsin thisgroup | that
had not devel oped varices (9,5 vs. 6,0 cmH20, respectively). Conclusion: Itispossibleto develop in hamstersan experimental

Modelo Experimental de Formag&o de Varizes Esofagicas

model of acute schistosomal portal hypertension with formation of esophageal varices.

Key words: Mansoni schistosomiasis; Esophageal and gastric varices; Models, animal.
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