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DIMENSOES DO GRANULOMA HEPATICO PRODUZIDO POR OVOS DE DUAS
LINHAGENS GEOGRAFICAS DO SCHISTOSOMA MANSON/!, NO
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Size of hepatic granuloma produced by Schistosoma mansoni eggs (from two different geo-

graphic strains) in mice — The aquthors have determined the mean diameter of granulomas in the
liver of mice infected with cercariae from two different and well definite geographic strains of
Schistosoma mansoni {LE, Belo Horizonte, MG, and SJ, Sdo José dos Campos, SP). A total of
1,170 granulomas has been measured. Granulomas measured on the 60th day after infection
showed larger size than the other ones measured on the 90th day. Modulation of the immuno-
pathologic response was significantly more efficient for the LE strain, whereas the granulomas
(with 60 and 90 days) related to SJ strain were significantly larger. Data suggested a higher
pathogenicity for the SJ strain. It is speculated whether these findings could explain, in part, the
occurrence of regional variations of the anatomo-clinical forms of schistosomiasis.
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Ha muito se sabe que a estrutura e o volume
dos granulomas provocados pelos ovos de
Schistosoma mansoni se modificam de acordo
com o tempo de evolucdo e o estado de reativi-
dade do organismo. Porém, além dos fatores
ligados ao individuo, como o estado imunoldgi-
co, o 6rgio predominantemente lesado, etc.,
devem ser considerados outros relacionados
.com o parasito, como a intensidade da infec-
- €30, 0 nimero de exposi¢cdes A mesma cepa ou a
cepas-diferentes, o nimero de vermes que esca-
pam as defesas do organismo e, conseqiiente-
mente, 0 numero de ovos que se depositam nos
tecidos.

Embora esteja muito bem estabelecido que o
antigeno soluvel do ovo representa o elemento
mais importante no determinismo das lesdes,
muito pouco ou quase nada se sabe sobre pos-
siveis. diferengas qualitativas e/ou quantitativas
relacionadas a este tipo de antigeno, quando se
consideram cepas geograficas do S. mansoni

No presente estudo foram utilizadas duas
linhagens brasileiras de S mansoni bem carac-
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terizadas por aspectos biologicos e epidemiol6-
gicos. A cepa LE (BH), endémica na regido de
Belo Horizonte, Minas Gerais, é uma cepa adap-
tada a Biomphalaria glabrata e foi isolada de um
paciente. A cepa SJ (S0 José dos Campos, SP),
endémica no Vale do Paraiba, Sdo Paulo, é uma
cepa adaptada a Biomphalaria renagophila e foi
isolada a partir de B. renagophila infectadas
naturalmente, provenientes do Vale do Rio
Paraiba, SP. Estas duas cepas, SJ e LE, estdo
sendo mantidas nos laboratorios do Grupo
Interdepartamental de Estudos sobre Esquis-
tossomose (GIDE), da Universidade Federal de
Minas Gerais, por periodos superiores a 10 anos
(cepa SJ)e 25 anos (cepa LE).

MATFERIAIS E METODOS

Foram utilizados 40 camundongos Swiss,
machos, da mesma idade, de 20-25 g de peso.
Exemplares de B. glabrata criados e infectados
em laboratério, respectivamente com as cepas
LE e 8J do S. mansoni, eram expostos a luz
artificial para estimular a saida de cercdrias. Es-
tas eram obtidas em dgua sem cloro e concen-
tradas segundo a técnica de Pellegrino & Mace-
do (1955), até o numero aproximado de 120
larvas por ml. Cada camundongo trecebeu
0.5 ml de suspensdo cercariana {cerca de 60
larvas), inoculadas subcutaneamente no dorso



214

por meio de uma seringa Cornwall, provida de
agulha n? 10. Vinte camundongos foram infec-
tados com a cepa LE e vinte com a SJ. Dez ani-
mais de cada grupo foram sacrificados aos 60 e
90 dias apos a infecgdo, por fratura cervical.
O figado toi seccionado em cortes transversais,
com intervalos de 0.4 cm ¢ todos os fragmentos
foram fixados em solu¢do de formol a 10%, in-
cluidos em parafina, cortados com 5 um de es-
pessura e corados pela hematoxilina e eosina..

O diametro dos granulomas foi obtido por
meio de uma ocular milimetrada Zeiss, adapta-
da a um microscopio binocular Zeiss, com obje-
tiva 10 X. Cada divisdo, no aumento usado
(oc. 10 ¢ obj. 10) equivale a 12 um. Em média,
foram medidos 20 granulomas por corte histo-
logico.

Utilizou-s¢ ¢ teste t de Student para a analise
estatistica dos dados.

RESULTADOS
Achados histopatologicos
Animais com 60 dias de infeceqo

Cepa SJ — Nos animais estudados observou-
S€ WIma pequena varidgdo apenas quanto a inten-
sidade das lesdes hepiticas. Apesar disso, de um
modo geral, as lesdes fundamentais eram seme-
lhantes e se caracterizavam por: a) um grande
numero de granulomas nos tratos portais ¢ in-
tralobuiares, por vezes confluentes, quase todos
em cura por tibrose. Eram raros os granulomas
na fase necrotico-exudativa. Em sua maioria
exiblam neoformagdo conjuntiva com arranjo
circular ou irregular e, as vezes, apresentavam

capilares neoformados e semi-abertos, especiai-

mente nas areas periféricas. Quase sempre havia
ovo de S. mansoni no centro do granuloma e,
frequentemente, escasso exsudato inflamatdrio
granulocitico periférico; b} outra lesio era
representada pelo fendmeno exsudativo exube-
rantc, composto predominantementc por cosi-
notilos, difuso nos tratos portais ¢ em focos
multiplos e pequenos dentro dos lobulos. Os
fendmenos regressivos dos. hepatdcitos eram in-
tensos e se caracterizavam por degencracdo
hidropica e vacuolar ¢, as vezes, por necrose por
coagulacdo de hepatocitos isolados. A poli-
ploidia era discreta. Havia moderada congestao
portal e dos sinusoides. As células de Kiipfer
- cram hipertroficas e hiperplasicas e continham
pequena quantidade de pigmento esquistosso-
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motico. Em momento algum observarame-se
lesGes provocadas por vermes.

Cepa LE — As lesGes fundamentais eram as

mesmas assinaladas na cepa SJ. Todavia, a exsu-

dacdo inflamatoria e os fendbmenos regressivos
eram menos acentuados. Em um dos animais
vertiicaram-se, com certa freqiiéncia, micro-
abscessos no centro dos granulomas. Além dis-
$0, havia ovos de S. mansoni circundados por
cosindftlos que, as vezes, se encontravam no in-
terior dos mesmos.

Animais com 90 dias de infeccao

Cepa SJ — A lesio anatdomica fundamental
consistia na presenc¢a de numerosos granulomas,
por vezes confluentes, tanto nos tratos portais
quanto nos loébulos. Todos os granulomas esta-
vam na mesma fase evolutiva — curados por
fibrose — e envolviam ovos de S. mansoni ou
suas cascas. A fibrose dos granulomas era con-
céntrica e raramente de forma irregular, seme-
lhante a um “ninho de passarinho”. A reacdo
inflamatoria era escassa nos lébulos e acentuada
nos tratos portais. Os hepatdcitos mostravam
discretos fenémenos regressivos € poliploidia
discreta. Havia hiperplasia e hipertrofia das
células de Kipfer que continham moderada
quantidade de pigmento esquistossomético.
Auséncia de vermes e de lesdes por eles provo-
cadas.

Cepa LE — De um modo geral, embora as
lesOes fossem as mesmas que as da cepa S}, elas
cram menos intensas. Observou-se um grande
numero de granulomas, de tamanhos variados,
mas quase todos em fibrose, envolvidas por
moderado cxsudato inflamatorio eosinofilico.
Por vezes, a fibrose portal era difusa e se es-
tendia entre grupos de hepatdcitos. Fendmenos
regressivos de hepatocitos eram mais discretos.

Medidas dos granulomas: o resultado das me-
didas dos granulomas com 60 e 90 dias das
cepas SJ e LE estdo resumidos na Tabela.

Os dados obtidos resultam das medidas da
media do maior ¢ do menor diametro de um to-
tal de 1.170 granulomas, ou seja: cepa S) —
600 granulomas (300 com 60 e 300 com 90
dias); cepa LE — 570 (270 com 60 e 300 com
90 dias). A anilise cstatistica destes dados mos-

- tra:

— que aos 60 dias, os granulomas quase todos
no inicio de cicatrizagdo, sdo maiores do que
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os de 90 dias, em ambas as cepas. Os dos ca-
mundongos infectados com a cepa SJ eram
maiores (didmetro médio 291,4 * 21,9 um)
do que os da cepa LE (didmetro médio
230,0 + 12,9 um). As diferencas sao estatis-
ticamente significativas (p < 0,001);

— que os granulomas aos 90 dias de infeccdo,
em fase mais avancada de cicatrizacdo, tam-
bém eram maiores nos camundongos infecta-
dos com a cepa SJ (didmetro médio 2542 =
11.0 ym) do que os da cepa LE (didmetro
médio = 152,2 = 24 8 um);

— a modulagdo da resposta imunopatoldgica
toi significativamente mais eficientes na cepa
LE (LE — 60 dias = 230,0 + 129 um; 90
dias = 1522 + 23,8 um. SJ — 60 dias
2914 + 219 um; 90 dias = 2542
11,0 um). Em percentagem, a diminui¢do do

+ |l

tamanho dos granulomas dos 60 dias em re-

lagdo aos de 90 dias foi para a cepa LE de
34% e para a SJ de 13%;

— tomando por base o0 tamanho e o nimero
dos granulomas do figado e a capacidade de
modulagdo da resposta imunopatoldgica,
parece que a cepa SJ € mais agressiva do que
a LE. Estes dados sdo corroborados pelos
achados histopatologicos.

DISCUSSAQ

Tendo como base a teoria de Darwin, 1859,
acelta-se que o isolamento geografico, com as
consequentes dificuldades de intercAmbio de
material genético entre duas popula¢des de uma
determinada espécie de ser vivente pode, no
passar dos anos, em decorréncia de mutac¢des
espontineas e pela selecdo natural, levar ao apa-
recimento de marcantes diferencas entre os
individuos destas duas popula¢es. Diferencas
estas que podem estar relacionadas com a mor-
fologia, fisiologia, comportamento, etc., ¢, con-
forme a intensidade destas alteracdes, seriam
elas suficientes para determinar o aparecimento
de ragas, subespécies e, finalmente, com o impe-
dimento de cruzamentos naturais, seja por in-
compatibilidade genética, diferengas morfologi-
cas nos Orgdos reprodutivos ou comportamento
sexual, o aparecimento de espécies independen-
tes.

No caso do S. mansoni os trabalhos pioneiros
que mostraram diferencas entre racas geografi-
cas do parasito foram relacionados com a adap-
tagdo de cepas geograficas do S. mansoni aos
caramujos locais (Files & Cram, 1949; Newton,
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1953; Barbosa & Barreto, 1960: Paraense &
Corréa, 1963).

A variagdo de viruléncia entre cepas geogra-
ficas de S. mansoni foi primeiramente estudada
por Lurie & De Meillon em 1956. Estes autores
compararam uma cepa do Egito com uma da
Africa do Sul. Foram utilizados macacos,
Mastomys e camundongos como hospedeiros.
Entretanto, os resultados foram inconclusivos.
Posteriormente, Saoud (1966) estudando qua-
tro cepas de 5. mansoni (Wellcome, Porto Rico,
Egito e Tanzania), verificou que cepa fornecida
pelos Laboratérios Wellcome mostrou ser a
mais virulenta e a da Tanzania a menos, princi-
palmente em relacdo a sobrevida dos camun-
dongos infectados. Este autor também verificou
que a cepa de Porto Rico era a que produzia a
major quantidade de ovos e a do Egito a menor.
E interessante ressaltar que a cepa cedida pelos
Laboratorios Wellcome foi isolada no Egito e os
procedimentos relativos ao processo de manu-
tengdo da cepa por 19 anos, em condigdes de
laboratorio, poderiam ter exercido uma selec¢do
artificial, selecdo esta que poderia explicar, em
parte, as diferen¢as verificadas em relacdo a
outra cepa do Egito, isolada mais recentemente.
No ano seguinte, Warren (1967) fez um estudo
muito bem elaborado comparando cepas
geograficas de Porto Rico, Brasil, Egito e Tan-
zania, quando 4 capacidade de penetracfo das
cercarias, desenvolvimento dos vermes ¢ produ-
¢do de doenc¢a hepidtica. Quanto a este tltimo
parametro, os resultados mostraram que as
cepas provenientes do Brasil e Porto Rico eram
as mais virulentas. A cepa do Egito apresentou
um tamanhc da reacdo granulomatosa signifi-
cativamente menor em rela¢do as outras trés
cepas.

No Brasil, o trabalho de Magalhdes & Carva-
lho (1976) se prop&e a estabelecer um método
para o estudo quantitativo de duas linhagens de
S. mansoni obtidas uma de B. glabrata de Belo
Horizonte, MG, e a outra de B. tenagophila do
Vale do Paraiba, SP. Foram usados critérios,
tais como sobrevida dos camundongos infecta-
dos e numero de granulomas produzidos. Os
resultados mostraram que a cepa de Belo Hori-
zonte apresentou um numero significativamente
maior de granulomas a partir de uma certa po-
pulag¢do de vermes e que os camundongos infec-
tados com esta cepa também tinham uma sobre-
vida menor. Os autores nfo mediram o tamanho
dos granulomas.
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O presente trabalho teve como objetivo de-
terminar diferencas patoldgicas entre duas cepas
regionais, bem definidas, do 8. mansoni. Assim,
trata-se de uma tentativa de demonstrar a in-
fluéncia dos fatores ligados ao parasito no de-
terminismo das lesdes.

O exame histopatologico do figado com 60
e 90 dias de evolu¢ao demonstrou que as lesdes,
embora fossem as mesmas, eram muitQ mais
exuberantes nos animais infectados com cepa
St. Em ambos os grupos havia grande numero
de granulomas nos espacos portobiliares ¢ na
intimidade do parénquima, a maioria em cura
por fibrose e raros na fase necrotico-exsudativa.
A outra lesdo, bastante representativa, igual-
mente observada nos dois grupos com 60 e 90
dias de infec¢do, era caracterizada pela exsuda-
¢3o de eosindfilos e ¢élulas mononucleares e pe-
ia fibrose periportal. Ambas eram mais acentua-
das, também nos animais infectados com a cepa
SJ. Além disso, havia, principalmente, no 609
‘dia de infecgdo, fendmenos regressivos acentua-
dos dos hepatdcitos representados pela degene-
racdo hidropica e, as vezes, pela necrose de
coagulagdo de hepatdcitos isolados.

As medidas dos granulomas revelam que a
reacdo em tomo dos ovos é significativamente
maior nos animais infectados pela cepa SJ
(Tabela). O didmetro médio dos granulomas
~ obtidos nos animais com 60 dias, como era de
se esperar, fol maior do que nos de 90 dias nas
duas cepas. Estes dados estdo de acordo com os
achados de Andrade & Warren (1964) e Cheever
(1986) em animais de experimentacdo, € com
os de Raso et al. (1978) no homem.

TABELA

Dimensdes dos granulomas causados pelos ovos de
Schistosoma mansoni no figado de camundongos
infectados pelas cepas SJ e LE

Diametro meédio (4m) N© de
Cepas granulomas
60 dias 90 dias medid os
SJ 29141219 2542%11,0 600
LE 230,0%129 15221248

570

Hd uma reducdo apreciavel do volume nos
granulomas mais antigos. E notdvel a diferenca
entre os da forma aguda e os da forma cronica
da doenca. Nas formas cronicas de mais longa

Paulo Marcos Z. Coelho et al.

duracdo, como a hepatoesplénica, o numerc dos
granulomas ¢ sensivelmente inferior ao encon-
trado na fase aguda. Ha seguramente, com o
passar do tempo, reabsor¢do de ovos e granulo-
mas e a sucessiva substituicdo progressiva por
conjuntivo fibroso.

A modulagio da resposta imunopatoldgica
evidenciada pela diminuicdo do tamanho do
granuloma entre o 609 e 909 dias da infec¢do
mostra que na cepa LE esta reducdo fot signifi-
cativamente maior do que na cepa SJ. Por outro
lado, a resposta imunoprotetora na imunidade
concomitante relativa a cepa LE toi significati-
vamente mais eficiente nos animais com primo
infeccio com a cepa LE (Coelho et al.. 1987).
Estes dois ultimos resultados mostram que o
sistema imune do hospedeiro estaria atuando
mais eficientemente na cepa LE, tanto no senti-
do de diminuir a resposta imunopatoldgica
(modulagdo da resposta) como para induzir a
um estado de resisténcia adquirida mais eficaz
na imunidade concomitante (Coelho et al.,
1987). Deve-se considerar com certa cautela
estas observagGes quando se pretende extrapo-
lar estes resultados para as linhagens atuais de
S. mansoni que permanecem nos locais de ori-
gem.

A manutencdo por mais de 10 anos da cepa
SJ e 25 anos da LE em condi¢@es de laboratério
poderia ter induzido modifica¢des que levariam
ambas a se afastarem das caracteristicas das po-

pulacBes das quais foram originadas. Por outro
lado, também as popula¢Ges mantidas no am-
biente natural poderiam sofrer modificacdes
equivalentes nestes periodos de tempo.

A diferenga encontrada entre as duas cepas
no diAmetro meédio dos granulomas constitul
mais um dado objetivo mostrando a influéncia
de cepas no determinismo das lesOes. Estes
achados podem ser explicados por diterengas
quantitativas e/ou qualitativas no material anti-
génico excretado pelos miracidios das duas ce-
pas. Esta hipdtese poderia justificar a maior
exsudag¢do de células nos espagos porta e, em
conseqiiéncia, a difusdo do antigeno além do
local da deposicdo dos ovos, determinar os fe-
nomenos degenerativos e necroticos mais evi-

dentes nos camundongos infectados pela cepa
SJ.

Extrapolando os resultados deste trabalho
para a esquistossomose humana, poder-se-ia
tentar explicar as diferencas regionais de inci-
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déncia de forma andtomo-clinica da doenca.
E para se alcancar uma melhor compreensio
das variagOes regionais da morbidade da doen-
¢a, além da carga parasitdria, da imunopatologia
¢ da imunidade protetora inerente ao individuo,
também a linhagem do parasito deve ser consi-
derada com mais atengio.

RESUMO

Dimensdes do granuloma hepitico produ-
- zido por ovos de duas linhagens geogrificas do
Schistosoma mansoni, no camundongo — Os
autores determinaram o didmetro médio dos
granulomas de figado de camundongos infecta-
dos com cercdrias de duas cepas geogrificas
bem definidas do Schistosoma manspni (LE,
Belo Horizonte e SJ, Sdo Paulo). No total fo-
ram medidos 1.170 granulomas. Os granulomas
com 60 dias eram de dimensdes maiores do que
os de 90 dias. A modulagdo da resposta imuno-
patologica foi significativamente mais eficiente
na cepa LE e os granulomas, tanto aos 60 como
aos 90 dias, da cepa SJ eram significativamente
malores. Os dados obtidos indicam uma maior
patogenicidade da cepa SJ. Especula-se se o sig-
nificado destes achados poderiam, em parte,
explicar a ocorréncia das varia¢des regionais das
formas anatomo-clinicas da esquistossomose.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni — cepas
geograficas — granuloma
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