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ARTIGO

Schistosoma mansoni: estudo da patogenia da linhagem Santa Rosa
(Campinas, SP, Brasil) em camundongos

Schistosoma mansoni: a study o Ipathogenesm of Santa Rosa
strain (Campinas, SP, Brasil) in mice

Leandro Yoshioka', Eliana Maria Zanotti-Magalhaes?,
Luiz Augusto Magalhaes? e Aricio Xavier Linhares?

Resumo Realizou-se estudo comparativo da patogenia do S. mansoni da linhagem recentemente isolada no
municipio de Campinas (SP, Brasil) denominada SR, com as linhagens BH (Belo Horizonte, MG, Brasil) e SJ
(Séo José dos Campos, SR, Brasil). O estudo foi realizado em camundongos experimentalmente infectados
com 70 cercdrias oriundas de moluscos simpatricos as linhagens: B. glabrata para a linhagem BH e B. tenagophila
para as linhagens SJ e SR. Os dados obtidos revelaram que esta nova linhagem do trematddeo, é menos
patogénica que as demais tendo em vista 0 menor nimero de vermes, o menor numero de ovos eliminados
nas fezes, o menor numero de granulomas e o menor diametro da reagdo granulomatosa em torno do ovo.

Palavras-chaves: Esquistossomose. Schistosoma mansoni. Linhagem. Patogenia.

Abstract The present paper reports the comparison between a newly isolated strain of S. mansoni in the city
of Campinas (SP, Brazil) named SR, with the strains BH (Belo Horizonte, MG, Brazil) and SJ (S&o José dos
Campos, SP, Brazil). The study was done using mice experimentally infected with 70 cercariae from sympatric
snails: B. glabrata for the BH strain and B. tenagophila for the SJ and SR strains. The data obtained revealed
that the new strain is less pathogenic than the other two, since it yielded fewer worms and shed eggs, a lower
number of granulomas and a smaller granuloma size in the liver and intestine.

Key-words: Schistosomiasis. Schistosoma mansoni. Strain. Pathogenesis.

Numerosos casos autoctones da esquistossomose
mansoénica tem sido registrados no municipio de
Campinas (SP, Brasil) e regido, sendo o molusco
transmissor Biomphalaria tenagophila. A taxa de infecgéo
apresentada pelos caramujos colhidos no campo tem
variado de 0,01% a 45%"° 1 14,

No Bairro Santa Rosa, em Campinas, onde casos

mantidas respectivamente em B. glabrata e B. tenagophila
das mesmas localidades.

Estudos realizados com as linhagens BH (Belo
Horizonte) e SJ (Sao José dos Campos) do Schistosoma
mansoni utilizando camundongos infectados com cercarias
oriundas de moluscos simpatricos, mostraram que, um
numero bem menor de esquistossomos da linhagem BH

autdctones da parasitose tem sido detectados, a taxa de
infeccao do molusco no campo foi de 8,7%, em novembro
de 1997, com eliminagéao de grande nimero de cercarias,
0 que permitiu a infecgao de camundongos e o isolamento
da linhagem SR (Santa Rosa).

O comportamento distinto das linhagens do
Schistosoma mansoni, tanto no hospedeiro invertebrado
como no hospedeiro definitivo'® 7, nos induziu a realizar
um estudo comparativo da linhagem SR em relacédo as
linhagens mineira (BH) de Belo Horizonte (MG, Brasil) e
paulista (SJ) de Sao José dos Campos (SP, Brasil),

provocou nhiveis equivalentes de nocividade aos
provocados, por um maior nimero de vermes da linhagem
SJ'2 13, Este fato poderia ser decorrente da maior
suscetibilidade a infeccao apresentada por B. glabrata??! 22
molusco hospedeiro intermedidrio da linhagem BH. Em
regides endémicas, onde B. glabrata é 0 hospedeiro
intermediario, encontram-se com frequiéncia individuos
com esquistossomose hepatosplénica descompensada,
enguanto em areas em que B. tenagophila é o vetor, a
maioria dos portadores do parasita é assintomatica®,
sendo raros os casos de hepatosplenomegalia®'®.
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Desde que o desenvolvimento da esquistossomose
mansénica no hospedeiro vertebrado é dependente
da compatibilidade do trematédeo ao molusco

vetor32'22 utilizamos na pesquisa moluscos
simpatricos como hospedeiros das linhagens do
trematodeo.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do projeto foram constituidos
3 grupos de camundongos Swiss, SPF, com 30 dias de
idade, expostos respectivamente as linhagens BH, SJ e
SR. Cada grupo foi constituido por 10 animais, submetidos,
individualmente, a infecgéo por 70 cercarias. Os roedores
de cada grupo foram infectados simultaneamente, através
da exposicdo da cauda dos animais as larvas do
trematddeo, por um periodo de duas horas.

As cercarias da linhagem BH foram provenientes de
B. glabrata, nascidas em laboratério e originadas de
populacdes obtidas em Belo Horizonte. As cercarias da
linhagem SJ foram obtidas de B. tenagophila nascidas
em laboratério e originadas de populagdes da regiao do
Vale do Rio Paraiba (Sao José dos Campos). As cercarias
da linhagem SR foram oriundas de B .ftenagophila
nascidas em laboratério e originadas de populagdes do
Jardim Santa Rosa, em Campinas. Ao final do periodo
de exposicao dos camundongos as cercarias, foi
determinado o numero de cercarias penetrantes’.

A verificagdo do numero de ovos de S. mansoni
eliminados nas fezes foi feita através do método de Kato-
Katz8. A pesquisa de ovos nas fezes foi realizada a partir
da 32 semana de exposicao dos camundongos as
cercarias, sendo que no dia em que se completou cada
semana houve a preparagado de trés laminas. O
resultado apresentado foi, uma média aritmética da
quantidade de ovos encontrados nas laminas
analisadas. A pesquisa dos ovos foi realizada, utilizando-
se um pool de fezes dos animais infectados.

Por ocasiao do sacrificio, ao final da 82 semana, os
vermes foram coletados por perfusao do sistema porta-

hepatico. Foram anotados os numeros de vermes
machos e fémeos encontrados isolados e de casais.

Por ocasido do sacrificio, fragmentos do figado,
baco, intestino (célon ascendente), pulmao e pancreas
foram fixados em Bouin aquoso, com a finalidade de
realizacao de cortes histologicos de 5mm de espessura
para contagem e medicdo dos granulomas
esquistossométicos. Os cortes histolégicos foram
corados com Tricrémico de Masson.

A determinacdo do numero e tamanho dos
granulomas esquistossométicos no figado, baco,
intestino, pulmé@o e péncreas foi feita através da
utilizacdo de microscopia 6ptica, obtendo-se o0 nimero
de reagdes granulomatosas verificadas em 6 campos
opticos, aleatoriamente examinados.

Foram medidas as rea¢des granulomatosas que
continham ovos de S. mansoni, tomando-se 0s
didmetros maior e menor através da utilizagao da ocular
micrométrica?'.

Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica comparando as trés linhagens estudadas
através da anadlise da variancia, considerando o numero
de cercérias penetrantes, o numero de vermes (machos
e fémeas isolados, casais e vermes totais), o niumero
de granulomas no figado, intestino, pulmdes, pancreas
e baco e, o tamanho das reagdes granulomatosas no
figado e no intestino. O nimero de ovos de S. mansoni
eliminados nas fezes, o numero de casais de S. mansoni
e a relagdo entre o numero de granulomas no figado e
no intestino com o numero de casais foram analisados
pelo teste de qui-quadrado.

RESULTADOS

As taxas de infeccao apresentadas pelos moluscos
expostos a 10 miracidios e que forneceram as cercarias
para a infecgao dos camundongos foram as seguintes:
B. glabrata infectada com a linhagem BH: 21%;
B. tenagophila infectada com a linhagem SJ: 11,7% e
B. tenagophila infectada com a linhagem SR: 16,7%. A
analise estatistica referente a infecgdo de B. glabrata
infectada com a linhagem BH e B. tenagophila
infectadas com as linhagens SJ e SR, revelou que as
taxas de infeccdo dos moluscos nao diferiram
significativamente entre si (x = 5,99) considerando o
nivel de 5% de significancia.

Os dados referentes a capacidade de penetragao
das cercarias da linhagem BH, SJ e SR de S. mansoni
estdo apresentados na Tabela 1. Comparando-se o
ndimero de cercarias penetrantes das trés linhagens
estudadas (BH, SJ e SR) verificou-se que ndao houve
diferenca significativa (p<0,4473).
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O numero de ovos encontrados nas fezes dos
camundongos infectados com as linhagens BH, SJ e
SR de S. mansoniesta referido na Tabela 2. A deteccao
de ovos de S. mansoni nas fezes foi observada a partir
da 52 semana de infecgdo em camundongos infectados
com as linhagens BH e SJ. Camundongos infectados
com a linhagem SR apresentaram elimina¢do de ovos
a partir da 62 semana de infecgdo. O estudo estatistico
do numero de ovos de S. mansoni nas fezes (teste do
qui-quadrado) mostrou haver diferenca significativa
entre as linhagens nos periodos analisados (p=0,001).
Considerando a 72 e a 82 semanas de infeccéo,
observou-se maior numero de ovos nas fezes de
animais infectados com a linhagem SJ, seguindo-se em
valores decrescentes, animais infectados com a
linhagem BH e SR (p=0,001). Na 8 semana de infeccao,
0s camundongos eliminaram numero significativamente
maior de ovos do trematédeo pelas fezes (p<0,0072)
do que nas semanas anteriores.
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Tabela 1- Numero médio de cercdrias penetrantes, de vermes
machos e femeos, acasalados e totais em camundongos
infectados com as linhagens BH, SJ e SR de S. mansoni.

Linhagens
Parametros BH SJ SR
Numero de cercarias penetrantes 68,4 67,4 67,6
Numero de vermes machos 10,4 4,0 1,7
Numero de vermes femeos 5,4 47 3,1
Numero de vermes acasalados 11,0 15,2 47
Numero de vermes totais 37,8 39,1 14,2

Tabela 2 - Numero de ovos de S. mansoni das linhagens BH, SJ
e SR por grama de fezes.

Tempo de infecgdo Linhagens

(semanas) BH SJ SR
32 0 0 0
42 0 0 0
52 8 8 0
62 8 0 16
7 488 1.112 280
82 1.368 1.800 624

O numero de vermes encontrados no sistema porta-
mesentérico dos camundongos infectados com as
linhagens BH, SJ e SR de S. mansonina 82semana de
infeccdo esta apresentado na Tabela 1. Os vermes
acasalados foram encontrados principalmente nas veias
mesentéricas. Comparando-se 0 nimero de cercarias
que penetraram e o nimero de vermes recuperados,
observa-se que somente 21% das cercarias SR
desenvolveram-se em vermes adultos, enquanto 55%
e 58% das cercérias, respectivamente das linhagens
BH e SJ desenvolveram-se em vermes adultos. Através
da analise estatistica observou-se que as linhagens BH
e SJ apresentaram numero significativamente maior de
vermes fémeos (p<0,0017) do que a linhagem SR. Fato
semelhante foi verificado para o nimero de vermes
machos (p<0,0003), para o numero de vermes
acasalados (p<0,0046) e para 0 numero de vermes
totais (p<0,0006). O numero de casais de S. mansoni
recuperados diferiu significativamente entre as trés
linhagens estudadas (p<0,0001). Comparando as
linhagens entre si em relagdo a esse parametro, a
linhagem SJ apresentou maior nimero de casais do
que as linhagens BH (p=0,0098) e SR (p<0,0001).
Comparando as linhagens BH e SR numero
significativamente maior de casais foi recuperado em
animais infectados com a linhagem BH (p<0,0001).

O numero de reagdes granulomatosas encontradas
nas visceras dos camundongos infectados com as
linhagens BH, SJ e SR de S. mansoni esté apresentado
na Tabela 3. O numero de reagdes granulomatosas no

Tabela 3 - Numero médio de granulomas esquistossomdticos por
drea (2,5717mm?) de tecido observado em animais infectados
com as linhagens BH, SJ e SR de S. mansoni.

Linhagens
Orgéos BH SJ SR
Baco 0,66 0,25 0,35
Figado 6,05 3,33 1,78
Intestino 1,55 0,96 0,65
Pancreas 0,68 0,32 0,17
Pulmao 0,68 0,41 0,12

baco foi significativamente diferente nas linhagens BH,
SJ e SR (p<0,0483). Camundongos infectados com a
linhagem BH de S. mansoni apresentaram numero
significativamente maior de granulomas no bago do que
animais infectados com a linhagem SJ. Na linhagem
SR, o numero de granulomas esplénicos foi menor do

que na linhagem BH, porém a diferenca néo foi
significativa. Comparando-se as linhagens SJ e SR em
relagdo ao numero de granulomas no bago, observou-
se que a linhagem SJ apresentou um numero menor
de reacdes granulomatosas, porém a diferencga nao foi
significativa. O numero de reagdes granulomatosas no
figado diferiu significativamente entre as linhagens
estudadas (p<0,0001). Animais infectados com a
linhagem BH de S. mansoni apresentaram numero
significativamente maior de granulomas hepaticos do
que animais infectados com as linhagens SJ e SR. Entre
as linhagens paulistas (SJ e SR), a linhagem SJ
apresentou numero significativamente maior de reagoes
granulomatosas no figado do que a linhagem SR. Com
relacao ao numero de granulomas no intestino, verificou-
se diferencga significativa entre as linhagens (p<0,0320),
sendo que a linhagem BH induziu maior numero de
reacdes que a linhagem SR. Entretanto, o numero de
granulomas intestinais em animais infectados com as
linhagens SJ e SR néo diferiu significativamente entre
si. O mesmo resultado foi verificado para o pancreas
(p<0,0260) e para o pulmao (p<0,0035). A linhagem BH
apresentou maior numero de granulomas do que a
linhagem SR, contudo, n&o diferiu significativamente da
linhagem SJ. Esta ultima linhagem apresentou um
ndmero de granulomas néo significativamente diferente
do numero de granulomas observados nas linhagens
BH e SR. Considerando os 6rgaos examinados € as
linhagens estudadas, o figado foi a viscera que
apresentou maior numero de granulomas
esquistossomoéticos em todas as linhagens. Nas
linhagens BH e SJ, o intestino foi a segunda viscera
em numero de reagdes granulomatosas , seguido pelo
pulmao, pancreas e bago, nos quais o nimero de lesdes
nao diferiu significativamente. Para a linhagem SR, o
numero de granulomas no intestino, no baco, no
pancreas e no pulmao nao diferiu significativamente.
Correlacionando o numero de granulomas no figado
com o numero de casais de S. mansoni, foi verificado
que houve diferenca significativa entre as linhagens
(p<0,0001), sendo que na linhagem BH esta relagéo foi
significativamente maior do que na linhagem SJ
(p=0,0057) e na linhagem SR (p<0,0001). Entre as
linhagens SJ e SR, esta Ultima linhagem apresentou
relacdo significativamente maior de nimero de
granulomas no figado por nimero de casais (p=0,0329).
Nao foram observadas diferencas significativas entre
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as linhagens, quando se correlacionou o nimero de
granulomas no intestino com o nimero de casais de S.
mansoni (p=0,1411).

O tamanho das reagdes granulomatosas encontradas
nas visceras dos camundongos infectados com as
linhagens BH, SJ e SR de S. mansoni esté apresentado
na Tabela 4. Os valores foram obtidos através do didmetro
médio dos granulomas esquistossométicos. A analise

nas linhagens SJ e SR. Nestas duas ultimas linhagens,
entretanto, o tamanho dos granulomas esquistossomaéticos
presentes no figado, foi semelhante. Em relagao ao intestino,
o0 diametro médio dos granulomas néao diferiu
significativamente (p<0,7071) entre as linhagens estudadas.
Tabela 4 - Didmetro médio dos granulomas esquistossomdticos

(mm) observados em drgdos de animais infectados com as
linhagens BH, SJ e SR de S. mansoni.

estatistica referente ao tamanho de granulomas, ' Linhagens
considerou apenas aqueles verificados no figado e Orgaos BH SJ SR
intestino. No figado, o tamanho da reagcdo granulomatosa Bago 0,14 - -
diferiu significativamente (p<0,0001) entre as linhagens, Figado 0,21 0,18 0,16
sendo observados que em animais infectados com a Intestino 0,22 0,21 017
linhagem BH as lesbes em torno do ovo foram Pancreas 0,24 0,33 -
significativamente maiores do que aquelas observadas Pulméo 0,16 0,23 0,24
DISCUSSAO

Diferencas de comportamento entre linhagens de
S. mansoni no hospedeiro vertebrado séo esperadas,
como manifestacdo da expressdo genotipica do
trematddeo. Dessa forma verificou-se que a linhagem
egipcia era menos virulenta, apesar do grande nimero
de vermes observados'’. Em relagéo as linhagens BH
e SJ, verificou-se que embora o nimero de vermes
que se desenvolveram nos camundongos tenha sido
semelhante nas duas linhagens, a linhagem BH foi
mais patogénica, determinando maior mortalidade dos
animais em consequéncia do maior nimero de reag¢des
granulomatosas’®. Na linhagem SR, menor numero de
vermes adultos se desenvolveram, quando comparada
com as linhagens BH e SJ, embora o numero de
cercarias penetrantes tenha sido semelhante. Nos
camundongos infectados com as linhagens BH e SJ
observaram-se numeros semelhantes de vermes
adultos. De modo geral, nas infecgdes causadas por
helmintos, a patogenicidade esta diretamente
relacionada com a carga parasitaria. Em se tratando
do S. mansoni, a carga parasitaria € de importancia
relativa, desde que a patogénese das infecgdes por
este trematddeo estd também relacionada com a
presenca de reagdes granulomatosas em torno dos
ovos do parasita e portanto, com a capacidade de
oviposicdo dos vermes. Estudos realizados com
animais infectados com diversas linhagens de
S. mansoni mostraram diversidades na quantidade,
densidade e distribuicdo dos ovos do trematédeo nos
tecidos?5'7. Estudo realizado com as linhagens de
S. mansoni de Porto Rico, do Brasil, do Egito e da
Tanzania, originadas de moluscos simpatricos,
mostrou que a linhagem da Tanzania foi menos
patogénica, apresentando menor produgcdo de ovos
pelos vermes e um retardamento no processo de
necrose observada na reagao granulomatosa'®.
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Embora as diferengas nem sempre tenham sido
significativas, verificamos em nossos resultados que nos
camundongos infectados com a linhagem BH o numero
de reagdes granulomatosas em todos os 6rgéos
estudados foi maior, quando comparado com o nimero
de granulomas verificados nas linhagens SJ e SR. Estes
dados confirmam, a maior patogenicidade da linhagem
BH verificada anteriormente” 3. Considerando as
reagoes granulomatosas no figado apresentadas pela
linhagem SJ, estas foram significativamente mais
numerosas que as observadas na linhagem SR. O
menor nimero de vermes adultos recuperados nesta
ultima linhagem, produziu menor numero de ovos do
trematédeo e como conseqiiéncia menor distribuicdo
no tecidos e menor eliminagao de ovos pelas fezes. O
tamanho das reag6es granulomatosas mostrou também
que as lesbes foram maiores nas infec¢des pela
linhagem BH, enquanto nas linhagens paulistas (SJ e
SR), os didmetros das reagbes foram semelhantes entre
si. O menor didmetro dos granulomas e 0 menor nimero
de reacdes granulomatosas observados nas infecgdes
pela linhagem SR, poderiam ser decorrentes do inicio
tardio da oviposicao (62 semana de infecgcao) verificado
nos animais infectados por esta linhagem do
trematddeo. O maior nimero de granulomas hepaticos
associados ao maior didmetro dos granulomas
observados na linhagem BH poderiam explicar a maior
patogenicidade desta linhagem, quando comparada
as linhagens SJ e SR, aqui utilizadas. A reacgao
granulomatosa em torno do ovo do S. mansoni,
controlada em sua formacao e regulagédo por
mecanismos imunocelulares, tem sido estudada
profundamente ndo se conhecendo a totalidade dos
antigenos e dos mecanismos envolvidos na indugao,
formacao e regulagdo da reacao granulomatosa's.
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