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SCHISTOSOMA MANSONI: ASPECTOS QUANTITATIVOS DA FERTILIDADE E
SOBREVIDA DE VERMES ORIUNDOS DE CERCARIAS IRRADIADAS COM 3
KRAD, EM CAMUNDONGOS

Gileno de S4 CARDOSO'Y & Paulo Marcos Zech COELHO®P

RESUMO

Quatro grupos de camundongos albinos (Mus musculus) nao isogénicos foram
infectados transcutaneamente com cerca dc 450 cercérias (das cepas LE ¢ SJ do S.
mansoni) nio irradiadas (grupos controles) ¢ irradiadas com 3 Krad de radiagao
gama proveniente de cobalto-60, com a finalidade de observar o cfeito da irradiagio
gama sobre a fertilidade das fémeas ¢ a sobrevida dos vermes no sistcma porta. A
partir do 332 dia ocorre uma certa estabilidade na populagdo dos vermes
sobreviventes, ficando esta populagdo constante, notadamente em relagdo a cepa
LE, até o final das observagbes (902 dia). Concluiu-sc que esta dose de radiagao gama
impede a produgao de ovos dos vermes em 98,1% dos camundongos infectados,
sendo mortos todos os ovos detectados; as fémeas s3o mais resistentes a irradiagao
¢ o efeito desta sobre a mortalidade dos machos somente se torna estatisticamente
significativo a partir do 612 dia de infecgao. O longo tempo de permanéncia de vermes
adultos irradiados estéreis no sistema porta de camundongos ¢ o seu provével
envolvimento no desenvolvimento de imunoprotegao, tipo imunidade concomitante
sem as implicagdes imunopatolégicas para o hospedeiro, sdo discutidos nesse
trabalho.

UNITERMOS: Schistosoma mansoni: Cercérias irradiadas; esterilizagao de
vermes.

INTRODUCAO de3 Krad, abordaram os efeitos da radiagio sobre

a fertilidade e sobrevida dos vermes, delas

Alguns autores, utilizando cercérias de  oriundos, no sistema porta de camundon-
Schistosoma mansoni irradiadas com diferentes  gos. ,

tipos de radiagdo ionizante na dose aproximada  VILLELLA et al.!? verificaram que camundon-
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gos inoculados com cercirias de 8. mansoni, cepa
de Porto Rico mantida cm Biomphalaria glabra-
ta, irradiadas com 3.000 rep de radiagao gama
proveniente de Co-60, desenvolveram imunidade
a uma reinfeecio com cercédrias ndo irradiadas.
Esscs autores também obscervaram quc os poucos
vermes oriundos das cercdrias irradiadas com csta
dose dc radiagao cram scxualnmnlc cstérets.
PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ’ obscrvou
quc os vermes evoluidos de cercdrias de 8. man-
soni irradiadas com 2.000 r de raios X, persistem
no sistcma porta de camundongos até o 288° dia
de obscrvagio.

No presente estudo, procurou-se investigar
o cleito da dose de 3 Krad de radiagio gama
provenicnte de Co-60 sobre a evolugio dos para-
sitos em camundongos infectados transcutanca-
mente com cerca de 450 cercirias, das cepas LE
¢ SJ do S. mansoni. Essa retomada dos cstudos
com a dosc de 3 Krad ¢ justificada pelo Tato de
que a permanéneia de vermes sexualmente csté-
reis no sistema porta de camundongos pode ter
alguma implicagio no desenvolvimento de imuno-
protegio, tipo imunidade concomitante, sem as
implicagdes para o hospedciro decorrentes da
presenga de ovos viaveis.

MATERIAL E METODOS
Animais e parasitos

Camundongos albinos (Mus musculus) nio
1isogénicos, [Emeas, com cerca de 30 dias de nas-
cidos, foram infcctados transcutancamente com
cerca de 450 cercirias de Schistosoma mansoni
(cepa LE, de Belo Horizonte, mantida no GIDE
c¢m Biomphalaria glabrata hi mais de 25 anos ¢
cepa S, de Sao José dos Campos-SP. mantida do
ICB cm B. glabrata com repassagens sucessivas
cm Biomphalaria tenagophila hda mais de 10
anos). Os planorbidcos, nascidos ¢ umdm cm
laboratdrio (segundo (éenica de FREITAS ) fo-
ram infectados seguindo-se a t¢enica deserita por
PELLEGRINO & KATZ’.

Irradiagiio das cercirias ¢ infecciio dos
‘amundongos

Quatro grupos experimentais foram defini-
dos utilizando-se cercarias nao irradiadas (grupos
controles com 84 camundongos de cada cepa de
S. mansoni) ¢ irradiadas com 3 Krad (com 90
camundongos para cada cepa de S. mansoni), das

duas ccpas. As amostras a serem irradiadas cram
transportadas para o CDTN da NUCLEBRAS,
onde cram expostas A radiagiio gama provenienle
de cobalto-60, sendo a dose de irradiagao cquiva-
Iente ao tempo de exposigio das cercérias a cssa
fonte de radiagio. Qs animais foram infectados
transcutancamente (cerca de 450 larvas 1rm(lm—
das ou normais), scgundo BARBOSA ct all.

Recuperacio dos parasitos da pele e pulmoes

Os parasitos foram recuperados da pele £
pulmocs conforme téenica de BARBOSA ct al.l.

Pesquisa de ovos

A partir do 40° dia pos-inleccao, foram fcitas
pesguisas de ovos de 8. mansoni cm fragmentos
do intestino delgado ¢ figado dos camundongos
expostos s cercdrias ndo irradiadas ¢ irradiadas
com 3 Krad, de ambas as cepas. O oograma foi
lulo sug,umdo sc a téenica de PELLEGRINO ct
alf

Duragiio total do experimento

Os grupos com cercirias irradiadas com 3
Krad, de ambas as cepas, Toram sacrificados ¢
examinados no 90° dia apos-infecgio, que foi o
tltimo dia de observagao.

Andlise dos resultados

Na andlise estatistica dos resultados foi utili-
zado o método da anilise de varidncia, traba-
Ihando-s¢ com proporgdes bascadas no rendi-
mento cercirias/vermes, ajustadas pelo método
da translormagio arco-scno ou ‘mgul(n de acor-
do com SNEDECOR & COCHRAN'

RESULTADOS

1. Oograma

O oograma detectou a presenga de ovos em
todos os estadios evolutivos no figado ¢ intestino
de todos os camundongos dos grupos controles
(n0 407 ¢ 472 dia apds a inlee¢do), enquanto nos
camundongos expostos a cercirias irradiadas com
3 Krad somente foram detectados poucos ovos
mortos cm dpums dois (2) infectados com a cepa
LE (no 472 ¢ 61" dias apos a infecgio). Foram
examinados um total de 105 camundongos expos-
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GRAFICO 1 - Porcentagens médias de recuperagio total de parasitos da pele, pulmdes e sistema porta, oriundos de cercrias,

da cepa LE do S. mansoni, nio irradiadas (controle), obtidas em camundongos infectados transcutaneamente com cerca de
433 cercérias.
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GRAFICO 2 - Porcentagens médias de recuperagéo total de parasitos da pele, pulm&es ¢ sistema porta, oriundos de cercérias,

da cepa LE do S. mansond, irradiadas com 3 Krad, obtidas em camundongos infectados transcutaneamente com cerca de 394
cercérias.
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GRAFICO 3 - Porcentagens médias de recuperagio total de parasitos da pele, pulmdes e sistema porta, oriundos de cercérias,

da cepa SJ do S. mansoni, n3o irradiadas (controles), obtidas em camundongos infectados transcutaneamente com cerca de
409 cercdrias. '
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GRAFICO 4 - Porcentagens médias da recuperagio total de parasitos da pele, pulmdes ¢ sistema porta, oriundos de cercdrias,

da cepa SJ do S. mansoni, irradiadas com 3 Krad, obtidas em camundongos infectados transcutaneamente com cerca de 465
cercdrias.
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tos a ccrcarias irradiadas com 3 Krad, dando um
percentual de apenas 1,9% para a presenga de
ovos (mortos) no intestino ¢ figado desse grupo
de camundongos.

2. Recuperacao total dos parasitos

Nos gréficos 1, 2, 3 ¢ 4 cstdo representados
as porcentagens médias totais de recuperagio de
parasitos oriundos dc cercdrias, das cepas LE ¢ SJ
do S. mansoni, nao irradiadas ¢ irradiadas com 3
Krad de radiagdo gama proveniente de Co-60.

Osresultados sio amédia darccuperagio de
parasitos obtidos da pele, pulmdes ¢ sistema porta
de scis (6) camundongos de cada grupo sacrilica-
dos a cada dia dos experimentos, levando-se em
conta os tempos de infeccio. Os pereentuais sao
calculados em relagio aos nimeros de cercdrias
infcctantes para cada infeegio.

3. Relagiio macho/fémea

Na tabela 1, temos o niimero total de vermes
adultos recuperados c as respectivas distribuigocs
cm machos ¢ {Emeas para cada uma das infeegoes
com cercdrias ndo irradiadas ¢ irradiadas com 3
Krad em ambos os experimentos, com as cepas

LE ¢ SJ do S. mansoni.

Os resultados mostram que a relagio ma-
cho/fémea dos vermes irradiados com 3 Krad, de
ambas as cepas, sempre se manteve acima de 1 até
o612 diade observacio ap6s ainfecgdo ¢, somente
no 90¢ dia, cssa relacdo tornou-se inferior & uni-
dade, concluindo-sc que os vermes machos sio
mais susceptiveis A irradiagio gama, sendo que o
cfeito somente se torna cvidente apds o 61° de
infeegio (cepa S).

DISCUSSAO

Como pode ser obscrvado nos grificos 1, 2,
3 ¢ 4, a recuperagio a nivel de pele, pulmdes ¢
sistema porta dos parasitos irradiados ¢ controlcs,
cepas LE ¢ ST de S. mansoni, mostra claramente
um deeréscimo da populagio dos parasitos irra-
diados com 3 Krad, tanto a nivel da pele ¢ pul-
mocs, como no sistema porta, ocorrendo uma
certa cstabilidade da populagio, a partir do 332
dia de infecgio, notadamente na cepa LE, até o
final das obscrvagoes (902 dia). ,

O cicito da dose de 3 Krad de radiagio gama
sobre a fertilidade das [Emeas foi avaliado através
do oograma que detectou a presenga de ovos em

TABELA |

Distribui¢do de vermes adultos machos ¢ fémeas ¢ a relagio macho/fémea encontrada respectivamente em camundongos
infcctados transcutancamente com cerca de 450 cercdrias nio irradiadas ¢ irradiadas com 3 Krad (das cepas LI ¢ SJ de
Schistosoma mansoni).

182 a0 472 dia* 6l dia** 909 dia**
Total Total Total Total ‘Total Total
de de M/ de de M/F de de M/F
Machos Fémecas Machos Fémecas Machos I'émcas
Controle 1683 1145 1,47 - - - - - -
CEPA
LE  3Krad 154 86 1,79 36 22 1,64 30 47 0,64
Controle 1747 845 2,07 - - - - - -
CEPA
SJ 3 Krad 125 61 2,05 28 18 1,55 12 24 0,50

Obscrvagdes: * 36 camundongos ** 4 camundongos
M/F = rclacdo Macho/IFémeca
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apenas dois (2) de um total de 105 camundongos
examinados, dando um percentual de 1,9%. Fo-
ram cncontrados 24 ¢ 27 ovos (mortos), respecti-
vamente no 47¢ ¢ 61° dia apds a infecgdo, no
intestino ¢ figado de ambos os camundongos in-
fectados com cercérias da cepa LE. Ja nos camun-
dongos controles, dc ambas as cepas, foram de-
tectados infimeros ovos vidveis ¢ em todos os es-
tadios evolutivos, tanto no intestino como no figa-
do cxaminados no 402 ¢ 47¢ dia ap6s a infecgio.

Todos os ovos cncontrados nos camundon-
gos cxpostos a cercérias irradiadas cstavam mot-
tos ¢, de acordo com BOROS & WARREN?,
esses ovos nio induzem alteragdes palologjlcas,
pois scria a secre¢do do miracidio (o antigeno
soltivel do ovo) o clemento fundamental na pato-
logia da cquistossomosc. De fato, o figado ¢ intes-
tino dos camundongos inlcctados com cercérias
irradiadas com 3 Krad, inclusive nos dois que
apresentaram Ovos mortos, cstavam com uma
aparéncia macroscopica normal.

Além do encontro dc ovos (mortos) cm ape-
nas 1,9% dos camundongos cxaminados, foram
vistos diversos casais de vermes adultos irradiados
com 3 Krad, de ambas as ccpas, em copula, donde
se conclui que a radiagdo gama, nessa dose, lorna
a grande maioria dos vermes adultos sexualmente
CSILI‘CIS Isto estd de acordo com VILLELLA et
al.””, quc observaram que os poucos vermes que
sc desenvolveram de cercdrias, de uma cepa de 8.
manseoni dc Porto Rico mantida em B, glabrata,
irradiadas com 3.000 rep (aproximadamcnte 3
Krad) dc radiagdo gama provenicnte de Co-60,
cram ecstéreis,

O cfeito da radiagdo ionizante, em doses
cquivalentes ou aproximadas a3 Krad de radiagao
gama, sobre a fertilidade das {émeas, provavel-
mente estd relacionado com as altera¢oes morfo-
légicas por cla induzidas nos 6rgidos reprodutivos
dec machos e f(,mcas Assim, PERLOWAGORA-
SZUMLEWICZ’ obscrvou que vermes irradia-
dos com 2.000 r ¢ 2.500 r (aproximadamente 2 ¢
2,5 Krad) de raios X eram estéreis ¢ se apresen-
tavam atrofiados, sendo que a maioria dos machos
mostrava tubos dlgesuvos anormais. VILLELLA
& WEINBREN!? observaram que a radiagdo ga-
ma proveniente de Co-60 nas doses de 2.000 ¢
2.500 rad (equivalente a 2 ¢ 2,5 Krad) produz
malformagdes nas estruturas reprodutivas de ver-
mes de ambos 0s sexos que os tornam sexualmente
estéreis e, segundo os autores, as fémcas estéreis
apresentavam atrofia geral do corpo ¢ 6rgaos re-
produtivos malformados. BICKLE ct al.” obser-
varam que todas as fémeas irradiadas com 23

Krad, coradas com carmin, nao possuiam ovarios
visiveis ¢ que somente 43% dos machos corados
tinham testiculos visiveis.

PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ®  ad-
verte ainda para o fato de que vermes machos ¢
fémeas, provenientes de cercérias irradiadas com
2.000 r (aproximadamente 2 Krad) de raios X, sao
capazes de por ovos quando copulam com vermes
normais ¢, portanto, a introdugdo de cercérias
atenuadas pelairradiagio, durante o processso de
imunizagdo, poderia representar uma ameaga a
scguranga do hospedeiro. BICKLE et al2 obser-
varam quc vermes irradiados com 2,3 Krad de
radiagio gama, de ambos os sexos, foram capazes
dc reproduzir satisfatoriamente na presenga de
parceiros ndo irradiados, quando camundongos
foram infectados com 1.200 cercérias machos
irradiadas juntas com 50 fémcas normais ou infec-
tados com 50 cercdrias machos normais juntas
com 1.200 fémeas irradiadas.

Nos resultados obtidos (grafico 2 para a cepa
LE c gréfico 4 para a SJ), verificou-se que os
vermes irradiados com 3 Krad, de ambas as cepas,
foram detectados no sistema porta a partir do 82
dia apds a infeegdo ¢ os picos maximos de recupe-
ragdo verificaram-se entre o 182 ¢ 262 dias. No 262
dia apds a infecgdo, as taxas de recuperagao so-
frem uma rcdugao estalisticamente significativa
(P < 0,01) ¢ apartir do 332 dia elas se mantém em
uma proporgdo conslante até o dltimo dia de
obscrvacao. Portanto, os vermes irradiados com 3
Krad, de ambas as cepas, foram detectados no
sistema porta até o 902 dia ap6s a infecgio. Isto
estéd dc acordo com PERLOWAGORA-SZUM-
LEWICZ’ quc observou que apesar de poucos
vermes irradiados com 2.000 r (aproximadamente
2 Krad) de raios X alcangarem o sistema porta de
camundongos infectados com 300 cercérias de S.
mansoni, cepa de Porto Rico, ¢les foram encon-
trados ainda no 2000 dia apos a mfccodo PERLO-
WAGORA-SZUMLEWICZ!® obscrvou em ca-
mundongos infectados com cercérias de um sexo,
cepa de Porto Rico, irradiadas com 2.000 r (apro-
ximadamente 2 Krad) de raios X que, apesar da
baixa taxa de recuperagao, tanto dos vermes ma-
chos irradiados como das fémeas irradiadas, a
persisténcia de ambos no sistema porta manteve-
se at¢ o fim das observagdes, que foi corres-
pondente aos periodos de 9 ¢ 12 meses, respecti-
vamente.

Em nossos estudos, verificamos que os ver-
mes adultos machos, tanto da cepa LE como da
SJ, sdo mais scnsiveis a irradiagao gama (na dosc
de 3 Krad) que as fémecas ¢ o cfeito da radiagio
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sobre mortalidade dos machos em relagdo as [é-
meas somente se torna estatisticamentc significa-
tivo apds o 612 dia de infecgao (tabela 1). Isto estéd
de acordo com a literatura no que diz respeito a
maior sensibilidade dos vermes machos a irradia-
¢ao, porém, discorda no que sc referc ao tempo
no qual se detecta os cfeitos da irradia§éo. Assim,
PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ" verificou
que a radiagio X na dose de 2.000 r (aproximada-
mente 2 Krad) diminui 0 nimcro de vermes ma-
chos até provocar proporg¢des macho/fémea me-
nores que a unidade, quando normalmente csta
relagdo ¢ maior que 1, concluindo que essc fend-
meno pode ser atribuido & maior suscetibilidade
do parasito macho aos raios X ¢ também quc o
efeito da irradiagédo sc faria sentir logo de infcio,
prolongando-se6 até o final das obscrvacoces.
BICKLE et al.” observaram que os vermes ma-
chos foram mais sensiveis do que as fémeas aos
efeitos da irradiagio, ja no 28° dia de obscrvagio,
em camundongos infectados intramuscularmente
com esquistossdmulos irradiados 2,3 Krad de ra-
diagdo gama proveniente de Co-60.

Em um experimento (a ser publicado) foi
verificado que camundongos isogénicos Balb/c
infectados transcutaneamente com cerca de 445
cercérias irradiadas com 3 Krad, da cepa LE do
S. mansoni, desenvolveram uma imunoprotecio
de, aproximadamente, 70%, a uma reinfccgdo de-
safio com cerca de 57 cercdrias normais nao irra-
diadas administrada no 70° dia apés a primeira
infecgdo. Este resultado associado aos achados do
presente estudo leva-nos a pressupor que a longa
sobrevida, no sistema porta dec camundongos, dos
vermes estéreis irradiados com 3 Krad poderia
manter por longo tempo uma imunidade contra
infecgdes cercarianas, sem as implicagdes patol6-
gicas devidas ao granuloma produzido por ovos
vidvels.

SUMMARY

Schistosoma mansoni: quantitative aspects of
the fertility and survival of worms obtained
from irradiated cercariae (3 Krad), in mice

The effect of gamma irradiation on the ferti-
lity of female mice, as well as the survival of worms
in their portal system, have becn observed in four
groups of outbred albino micc (Mus musculus),
experimentally infected with ca 450 cercariac of
Schistosoma mansoni (LE and SJ strains), by
transcutaneous route. The cercariae used werce a)
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non-irradiated (control groups), and b) irradiated
with 3 Krad of gamma irradiation (Co-60). From
the 33" day on, some estability in the population
of surviving worm could be obscrved. This popu-
lation remained constant till the end of the obscr-
vation period (90lh day), notedly in relation to the
LE strain. Thus, it was concluded that gamma
irradiation (at the dosc ol 3 Krad) is able to hinder
the worm cgg production in 98.1% of the infected
mice. Further, it was observed that the few detec-
ted cggs were dead. Females were found to be
morc resistant to irradiation. The irradiation cf-
fect on the mortality of male worms was statisti-
cally significant scarcely from the 61% day on. The
long period of permancnce of the sterile adult
irradiated worms in the portal system of mice and
their probable involvement in the development of
immunoprotection (the so-called concomitant
immunity, without the immunopathological invol-
vements for the host) arc here discussed.
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