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DESENVOLVIMENTO DO Schistosoma mansoni NA CAVIDADE PERITONEAL DE
CAMUNDONGOS DA LINHAGEM AKR/J.

Rosilene S, BICALIIO, Alan L. de MELO & Ledgenes H. PEREIRA

RESUMO

Cercérias de Schistosoma mansoni, inoculadas na cavidade peritoneal de camundongos da
linhagem AKR/J, conseguiram sobreviver in situ e chegar & maturidade sexual. Ao contririo da
linhagem convencional (SWISS), onde as fémcas que se desenvolveram no peritdnio ndo produziram
ovos, 7,7% das fémeas rctiradas da cavidade peritoneal de camundongos AKR/J apresentavam ovo

normal no ttero.

Os parasitos recuperados da cavidade peritoneal de ambas as linhagens nfio apresentaram
pigmento hemoglobinico, indicando que os mesmos sobrevivemna cavidade peritoneal decamundongos

sem a necessidade de ingestdo de hemdcias.

O desenvolvimento do parasito na cavidade peritoncal de camundongos AKR/J, com produgéo
de ovos normais, reforga os dados, ja existentes na literatura, que mostram que o ciclo evolutivo do
parasito pode ser completado sem a necessidade da fase pulmonar.

UNITERMOS: Schistosoma mansoni; Cercéria; AKR/J; Cavidade peritoneal.

INTRODUCAO

O desenvolvimento da esquistossomose em ani-
mais de laboratério depende do cequilibrio estabelecido
entre o hospedeiro e o parasito. No grupo dos roedores,
hamsters e camundongos sfio os hospedeiros mais sus-
cetiveis & infecgio pelo Schistosoma mansoni. Esta
suscetibilidade facilita a elucidagfio de alguns aspectos
da interac@io parasito-hospedeiro. A utilizacdo da cavi-
dade peritoneal de camundongos, como modelo para
estudos in vivo sobre o desenvolvimento de parasitos,
tem sido realizada apesar de ndo ser o sitio de desenvol-
vimento da maioria dos parasitos.

CRAM & BOZICEVICH * foram os primciros a
utilizar a cavidade peritoneal de cobaios, camundongos,
hamsters e macacos como via de infecgiio para S.
mansoni. sses autores, entretanto, ndo verificaram pa-
rasitos remanescentes na cavidade peritoneal.

Trabalho financiado com auxilio da FAPEMIG; CNPq e FINEP.

Posteriormente, estudos sobre a biologia do para-
sito, utilizando a cavidade peritoneal, revelaram diferen-
¢as marcantes em relagfio 4 maturagio, tamanho e per-
manéncia dos vermes no local do indculo &5 13 142124,

Os resultados obtidos por MOORE & MELENEY #
mostram variagoes no grau de maturagio dos vermes na
cavidade peritoneal de camundongos, quando compara-
dos com resultados descritos por outros autores & !4,
Esses resultados divergentes, quando analisados con-
juntamente, sugerem que o tipo de linhagem utilizada
nos experimentos possa ter um papel importante no
processo de desenvolvimento do parasito, in situ.

Assim, o presente estudo tem como objetivo ve-
rificar o desenvolvimento do S. mansoni, na cavidade
peritoneal de camundongos homogénicos da linhagem
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AKR/), cuja principal caracteristica ¢ apresentar uma
incidéncia de 90% de leucemia % além de uma deficién-
cia no componente CS5 do sistema dec complemento.

MATERIAL E METODOS

Camundongos machos, pesando cerca de 20g, das
linhagens AKR/J e SWISS, foram infectados intraperi-
tonealmente com cerca de 80 cercirias de S. mansoni
(cepa LE) emergidas de exemplares de Biomphalaria
glabrata criados e mantidos em laboratério.

Grupos de seis camundongos dec ambas as linhagens
foram sacrificados através de deslocamento cervical 45
e 60 dias ap6s a infecglio e a cavidade peritoneal foi
aberta para a procura de vermes ¢ ovos . Apos serem
coletados, os parasitos foram fixados em liquido de
Railliet-Henry a 70°C, desenhados com auxilio de uma
camara adaptada ao estereomicroscépio € a mensuragao
foi realizada a partir dos desenhos, com auxilio de
curvimetro (Tokyo Sakurai, JAPAN).

Tabela 1
Meédia percentual de recuperagio de exemplares de S. mansoni da
cavidade peritoneal de camundongos das linhagens AKR/J e SWISS
com 45 ¢ 60 dias de infecglio com cerca de 80 cercérias

Cavidade Peritoneal Cavidade Peritoneal

Ap6s a mensuragio, todos os parasitos foram cora-
dos com carmim acético, seguido de desidratagdo por
série crescente da concentragfio de dlcoois, clarificagio
em creosoto de faia e finalmente montados entre laminas
¢ liminulas. A verificagio da maturagdo dos 6rgdos
reprodutivos foi realizada de acordo com os seguintes
critérios: A) presenca do desenvolvimento ovariano nas
fémeas, com ou sem ovos no utero **; B) presenga de
massa testicular nos machos.

Os dados percentuais de recuperago foram trans-
formados em arc sen Vx para a realizagio dos testes de
significincia estatistica (andlise de varidncia para os
dados das tabelas 1, 2 ¢ 3). Os dados das tabelas 4 ¢ 5
foram submetidos ao teste exato de Fischer.

RESULTADOS

Os valores médios percentuais do numero de para-
sitos recuperados da cavidade peritoneal de camundon-
gos das linhagens AKR/J e SWISS apés 45 e 60 dias de
in6culo, dispostos resumidamente na tabela 1, apresen-
taram diferengas significativas a nivel de p<0,05.

Os dados da mensuragfo dos parasitos da cavidade
peritoneal de camundongos das linhagens AKR/J e
SWISS, com 45 dias de infecgfo, estdo apresentados na
tabela 2. Verificou-se uma diferenca estatistica a nivel
de p<0,05.

AKR/J SWISS
Periodo N°de  Média % Periodo  N°de  Média % Na tabela 3 sio mostradas as medidas dos parasitos
(DIAS) animais dc vermes (DIAS)  animais de vermes recuperados de ambas as linhagens aos 60 dias apés
45 36 238266 4 36 23637 gnfecedo. A andlise estatistica das médias de mensuragio
60 28 27,0+ 68" 60 i8 20,759 . X .
oblidas entre parasitos machos e fémeas da linhagem
‘e’ - p<0,05 AKR/J mostrou a existéncia de diferenca estatistica-
Tabela 2
Mensuragio de machos e f8meas de S. mansoni recuperados com 45 dias da cavidade peritoneal
de camundongos das linhagens AKR/J e SWISS
AKR/J SWISS
Medida Machos % Fémeas % Machos % Fémeas %
(mm)
1,1a2,0 09 4,9 04 2,8 44 71,0 15 25,0
2,1a3,0 86 473 58 40,0 18 29,0 38 63,3
3,1a4,0 39 21,4 23 15,9 0 0,0 07 11,7
4,125,0 48 26,4 57 39,3 0 0,0 0 0,0
5,1a6,0 0 0,0 03 2,1 0 0,0 0 0,0
Total 182 100 145 100 62 100 60 100
MEDIA 3,3 £0,8mm’ 3,6 £ 0,9mm"’ 1,7 £ 0,4mm”* 2,4 £0,7mm"
‘e - p<0,05
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Tabela 3

Mensuragio de machos ¢ fémeas de S. mansoni recuperados com 60 dias da cavidade peritoneal
de camundongos das linhagens AKR/J e SWISS

AKR/J SWISS
Medida Machos % Fémeas % Machos % Fémeas %
(mm)
1,122,0 14 13,7 06 6,5 10 84 10 16,7
2,1a30 72 70,6 41 44,1 94 78,9 40 66,7
3,1a4,0 09 88 21 22,6 08 6,7 06 10,0
4,1a5,0 07 6,9 24 258 07 59 04 6,7
5,126,0 0 0,0 01 1,1 0 0,0 0 0,0
Total 102 100 93 100 119 100 60 100
MEDIA 2,7+0,7mm’ 3,3+0,9mm" 2,6 £ 0,5mm" 2,4+ 0,8mm"*
‘e - p<0,05

mente significativa (p<0,05), o mesmo ocorrendo com
os parasitos recuperados de camundongos SWISS. As
médias de mensuragdo entre parasitos machos e fémeas
recuperados de ambas as linhagens também apresenta-
ram diferengas estatisticamente significativas a nivel de
p<0,05. O numero de vermes com ovdrios ou testiculos
(desenvolvidos e ndo desenvolvidos) obtidos da cavida-
de peritoneal de camundongos AKR/J ¢ SWISS, com 45
¢ 60 dias, ¢ apresentado nas tabelas 4 ¢ 5.

Com 45 dias de infecgio, de 256 parasitos recupe-
rados da cavidade peritoneal de camundongos AKR/J,
97 fémeas foram examinadas e 67% delas apresentavam
ovdrio desenvolvido sendo que 7,7% aprescntavam ovo
com caracteristica normal no titero. De 152 exemplares
machos examinados, 95,4% apresentavam-se maduros.
Dec 138 parasitos recuperados dos animais SWISS, 36
fémeas foram examinadas ¢ apenas 38,9% delas apre-
sentaram o ovdrio desenvolvido, sendo que nenhum ovo

foi encontrado no Utero. De 97 exemplares machos exa-
minados, 65,9% estavam maduros. A diferenga entre a
proporgdo de fémeas com ovério desenvolvido cntre as
linhagens AKR/J e SWISS foi significativa com p<0,05.
Do mesmo modo, a diferenca entre machos maduros das
mesmas linhagens foi igualmente significativa com
p<0,05.

Aos 60 dias, de 187 cxemplares {Emcas de S.
mansoni recuperadas da cavidade peritoneal de camun-
dongos AKR/J, 75,4% apresentavam os ovarios desen-
volvidos ¢ destas 2,8% continham ovo no ttero. Dos 282
exemplares de parasitos machos 87,9% apresentavam
testiculos desenvolvidos. De 40 parasitos fémeas recu-
perados de camundongos SWISS, 57,5% apresentaram
o ovirio desenvolvido, sem contudo possuir ovo no
utero. Dos 137 exemplares de parasitos machos 89,8%
apresentaram testiculos desenvolvidos. A diferenga en-
tre a propor¢do dec fémeas com ovério desenvolvido

Tabela 4

Percentagem de exemplares de S. mansoni recuperados da cavidade peritoneal de camundongos das linhagens AKR/J e SWISS
com ¢ sem desenvolvimento dos ovirios e testiculos 45 dias apds a infecgdo

FEMEAS (%)’ MACHOS (%) IMATUROS (%) TOTAL
TOTAL F.O F.CO F.SO TOTAL MM M.IM
AKR/J 97 593 7,7 13 152 95,4 46 2,7 256
SWISS 6 38,9 0,0 61 66,0 34,0 36 138

FO=
F.SO = Fémea sem ovario desenvolvido
F.CO = Fémea com ovo no Utero

M.M = Macho maduro

M.IM = Macho imaturo

‘e’ - p<0,05

Fémea com ovirio desenvolvido semn presenga de ovo no ttero
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Tabela §

Percentagem de exemplares de S. mansoni recuperados da cavidade peritoneal de camundongos das linhagens AKR/J e SWISS
com ¢ sem desenvolvimento dos ovarios e testiculos 60 dias apds a infecgio

FEMEAS (%)’ MACHOS (%) IMATUROS (%) TOTAL
TOTAL F.O F.CO I.SO TOTAL MM MIM
AKR/J 187 72,6 2,8 24,6 87,9 12,1 0,0 469
SWISS 40 57,5 0,0 42,2 89,8 16,2 0,0 177

F.O= TFémea com ovirio desenvolvido sem presenga de ovo no Utero
F.SO = Fémea sem ovirio desenvolvido

F.CO = Fémea com ovo no ttero

MM= Macho maduro

M.IM = Macho imaturo

.

e - p<0,05

entre as linhagens AKR/J e SWISS foi significativa com
p<0,05. Nio se observou diferenga significativa enire
machos maduros de ambas linhagens.

DISCUSSAO

As questes envolvendo maturagfdo, tamanho e
numero de larvas de S. mansoni recuperadas da cavidade
peritoneal, variam muito conforme a espécie do hos-
pedeiro e ¢ estadio da larva infectante &8 13 14,2124,

MOORE & MELENEY " inocularam cercarias na
cavidade peritoneal de camundongos pertencentes a
linhagem CF geneticamente definida, ¢ acompanha-
ram a sua evolugio até o periodo dc 168 dias. Os
parasitos machos recuperados da cavidade peritoneal,
56 dias apds o indculo, apresentavam espermatozéides
na vesicula seminal € mediam em torno de 4 mm,
havendo pouquissimas altera¢des até o periodo final
de observagdo. Apesar de terem sido feitas observa-
¢Oes aos 45, 56 ¢ 70 dias, somente aos 84 dias de
infec¢do os parasitos fémeas apresentaram desenvol-
vimento total das viteldrias (98%) ¢ cvidéncia de
matura¢do dos 6vulos. Todavia, verificou-se ovo no
o6tipo e armazenamento de espermatozdides em so-
mente 17,4% das fémeas. Os autores, contudo, nio
esclareceram se todos os ovos apresentavam-se nor-
mais. Segundo SHAW '°, fémeas de S. mansoni podem
apresentar ovos deformados no utero.

FAN & CHIANG ¢ ndo observaram maturagio das
fémeas recuperadas da cavidade peritoncal de camun-
dongos SWISS até o periodo de 279 dias, apds terem
inoculado cercirias de um sé sexo neste local. O mesmo
resultado foi obtido por HOLANDA ® ao observar por
um periodo méximo de 7 semanas apés indéculo na
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cavidade peritoneal de camundongos SWISS de corpos
cercarianos; cercdrias sem cauda e sem secregfo; cer-
cdrias sem cauda e sem envoltorio; e esquistossémulos
obtidos in vivo e in vitro.

Ao comparar-se a maturagiio de parasitos machos
recuperados da cavidade peritoneal de ambas as linha-
gens, nota-se claramente que, na cavidade peritoneal de
camundongos AKR/J, a maioria dos vermes amadurece
no periodo de 45 dias (94,4%), enquanto na cavidade
peritoneal de camundongos SWISS verifica-se um
percentual de maturagdo de 66,0% no mesmo periodo.
Aos 60 dias ap6s a infecgfio nenhuma diferenca signifi-
cativa entre os parasitos de ambas as linhagens ¢ obser-
vada. Estes resultados refor¢am a idéia que, na cavidade
peritoneal de camundongos AKR/J, a maioria dos para-
sitos machos encontra condigdes bem mais favoraveis
ao seu desenvolvimento que na cavidade peritoneal de
camundongos SWISS, apesar de, em ambas as linha-
gens, a percentagem de machos maduros ser maior do
que a de fémeas. Tal fato refor¢a os dados j4 existentes
que indicam ser o seu desenvolvimento independente do
desenvolvimento sexual das fémeas &5 13,

No presente trabalho, dos exemplares fémeas
recuperados da cavidade peritoneal de camundongos
AKR/J aos 45 dias de infec¢io, 67% apresentaram
ovdrios desenvolvidos e 7,7% mostravam ovo com
caracteristica normal no 06tipo sendo que, neste perio-
do, 38% das fémeas rccuperadas da cavidade pe-
ritoneal de camundongos SWISS apresentavam apenas
ovérios desenvolvidos, sem presenga de ovo no odtipo.
Aos 60 dias de infecgdo, em ambas as linhagens de
camundongos, houve um aumento de 8,4% (AKR/J) e
18,7% (SWISS) de fémeas apresentando desenvolvi-
mento ovariano.
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As diferencas marcantes de maturagiio sexual dos
vermes, quando comparado o AKR/J e o SWISS como
hospedeiros experimentais, permite concluir que, na
cavidade peritoneal do AKR/J, a fémea encontra-se
madura sexualmente com produgio de ovos ji aos 45
dias, fato ndo observado em SWISS mesmo aos 60 dias,
data do sacrificio dos animais. Este fato poderia relaci-
onar-se a uma maior ou menor concentragio de substan-
cias, em principio dependente de fatores ligados ao
hospedeiro, existentes na cavidade peritoneal de AKR/
I em relag@io ao SWISS. A capacidade de o parasito
completar seu desenvolvimento na cavidade peritoneal
e produzir oves normais, vem reforgar o trabalho de
ROCHA & COELHO Y, os quais mostram que o S.
mansoni ndo necessita de fase pulmonar para completar
seu ciclo biologico. Outro aspecto interessante verifica-
do foi a auséncia de pigmento hemoglobinico no intes-
tino dos parasitos. Os dados obtidos neste trabalho su-
gerem que a cavidade peritoneal de camundongos AKR/
] fornece ao parasito condigdes para que ele se tome
maduro. Assim, levando-se em consideragiio que os
remanescentes na cavidade peritoneal conseguem man-
ter-se vivos sem estar em contato direto com o liquido
sanguineo, ¢ provével a existéncia de alguma substincia
(essencial & sua sobrevivéncia), presente nesta cavidade,
ou mesmo auséncia de um fator deletério (que poderia
mata-los ou inibir 0 seu desenvolvimento).

De fato, a recuperagdio de parasitos, em qualquer
perfodo estudado, mostrou, de maneira subjetiva, ji que
ndo foi quantificado, um nimero maior de células pre-
sentes na cavidade peritoneal de AKR/J. Entretanto,
nesta cavidade, ndo foi verificada a presenga de
hemdcias. Segundo FAUST & MELENEY 7, o sangue
seria importante para a maturagdo do parasito. Pode-se
inferir que a hemoglobina, apesar de ser importante no
desenvolvimento do parasito como fator nutricional, nfio
¢ essencial & sua sobrevivéncia.

Além da linhagem AKR/J proporcionar um melhor
desenvolvimento ao S. mansoni no periténio, outros
parasitos sfio capazes de apresentar um bom desenvol-
vimento neste camundongo (inéculos realizados em lo-
cais diversos) %19,

O estudo imunogenético de algumas linhagens
isogénicas de camundongos, entre elas 0 AKR/J, mos-
trou um padrdo de histocompatibilidade 12X, podendo
ser este o locus responsdvel pela maior suscetibilidade
do AKR/J 4 forma jovem de Hymenolepis nana. Entre-
tanto no caso de Strongyloides ratti, niio apresenta

qualquer influéncia na suscetibilidade. O fator
histocompatibilidade também pode estar relacionado
com a resposta para produgfio de anticorpos a determi-
nados antigenos %22,

A linhagem AKR/J, imunoclogicamente deficiente
do fator C5 do sistcma de complemento !, se comparada
com oufros animais, poderia propiciar uma possivel
sobrevivéncia do parasito, pois a cercéria é uma larva
que tem capacidade de ativar o complemento pela via
alternativa '' que por sua vez leva a fatores atrativos de
células fagocitdrias, mormente neutréfilos 2.

E sabido que os neutréfilos representam o principal
tipo celular na resposta inflamatéria nfio especifica em
uma infec¢fio primaria>* '® ¢ que, logo apds a inoculagio
de cercdrias na cavidade peritoneal, estas atraem, a este
sitio, um grande nimero de neutréfilos que se aderem
firmemente as larvas, sem entretanto mata-las. Conse-
qiientemente, o parasito escapa a esta interagdo e conse-
gue assim a sua sobrevivéncia 2.

E possivel que o camundongo AKR/J, ao apresentar
uma deficiéncia do fator CS do sistema de complemento,
poderia atrair um menor nimero de neutréfilos ao sitio
de infecgdo e, como consequéncia, um menor ataque a
larva. Somente estudos posteriores neste sentido pode-
rdo esclarecer este detalhe.

Em ultima andlise, o fato de a cavidade peritoneal
de camundongos AKR/J proporcionar um melhor de-
senvolvimento ao parasito estudado pode estar relaci-
onado a varios fatores, dentre cles a deficiéncia em CS
do sistema de complemento, o fator de histocompatibi-
lidade, substincias presentes e/ou ausentes na cavida-
de peritoneal e outros fatores até o momento nio
esclarecidos.

SUMMARY

Development of Schisiosoma mansoni in the
peritoneal cavity of the AKR/J strain of mice

Cercariac of Schistossoma mansoni after
intraperitoneal inoculation, developed and reached the
sexual maturation in that site with egg production. In the
AKR/J strain of mice, 7.7% of the peritoncal recovered
females showed normal eggs in the uterus. No evidence
of hemoglobinic pigment in their digestive tract was
observed in the peritoneal recovered parasites from both
strains (AKR/J and SWISS). This fact suggests that the
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parasites can develop without red blood cells ingestion.
On the other hand, the development of the parasite with
egg prodution in the peritoneal cavily of the AKR/J
mouse reinforces the data that the lung phase is not
necessary for the development of the parasite.
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