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OBSERVACOES SOBRE A INFECCAO DO CAMUNDONGO
PELO SCHISTOSOMA MANSONI

Z.. BRENER

(Instituto Nacional de Endemias Rurais, Gentro de Pesquisas de Belo Horizonte)

Em trabalhos de esquistossomose mansoni experimental védrios animais de
laboratério tém sido empregados, apresentando a infec¢io, de um modo geral,
aspectos particulares em cada um déles. A evolucio da helmintose depende,
como assinalam STIREWALT, KuNtz e Evans (1), do equilibrio estabelecido entre
o hospedeiro e o parasita, variando, em funcio désse equilibrio, o tamanho dos
vermes, a auséncia de ovos nas fezes, a migrac¢do dos vermes para as veias mesen-
téricas, a reacdo tissular e o indice de letalidade dos animais. Para aquéles
autores, o “hamster”, o camundongo e o “cottonrat” constituem os hospedeiros
mais indicados para a manutencio da infec¢io em laboratério. Désses animais,
o camundongo, pelo seu ficil manejo, pela facilidade com que é inoculado e
mantido e pelo curso da infec¢io que apresenta, parece ser o mais apropriado
para as pesquisas experimentais. Assim é que éle tem sido empregado, com
freqiiéncia, no estudo de certos aspectos histopatolégicos do figado, na descri-
¢io de aspectos do ciclo evolutivo do §. mansoni, em provas de terapéutica
experimental e, finalmente, como fonte de material para estudos imunoldgicos.
A sua importincia é ainda acrescida pelo fato de que, conforme mostraram
MoorE & MELENEY (2), as cepas humanas se adaptam facilmente ao camun-
dongo tornando desnecessaria a adaptaciio gradual.

O papel do camundongo como hospedeiro experimental do S. mansoni foi
estudado por MOORE, YOLLEs e MELENEY (3) € por STIREWALT, KuNTZ € EvaNs (1)
e Kunrtz (4) tendo sido comparado com virios outros animais. As primeiras fases
do ciclo evolutivo dos vermes, sobretudo as referentes 2 passagem pelos pul-
mdes, foram detalhadamente descritas por Orivier (5). As lesdes hepdticas —
antes e ap6s a postura — foram estudadas por MELENEY e cols. (6), MELENEY
e cols. (7) e também por Moore, YorLes e MELENEY (8). Ensaios de terapéu-
tica experimental foram relatados por um grande ntimero de autores destacan-
do-se, pela sua importancia, os trabalhos de LUTTERMOSER (8), SCHUBERT (9),
STANDEN (10). Estudos detalhados sobre a distribuicio dos vermes na drvore
portal foram levados a efeito por STANDEN (11). Aspectos de imunidade e re-
sisténcia dos camundongos diante de infecgdes pelo S. mansoni foram estudados
por OLIVIER € SCHNEIDERMANN (12), STIREwWALT (13) ¢ THOMPSON (14). Observa-
¢oes relacionadas a adaptacido de cepas humanas a ésses animais foram descritas
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por Moore e MELENEY (2) e por THompsoN (14). Finalmente, aspectos rela-
cionados a biologia dos vermes, nesse animal de laboratério, foram relatados,
entre outros, por PARAENSE (15), PARAENSE e Santos (16) e Rapke (17).

No presente trabalho sdo apresentados alguns dados referentes ao compor-
tamento da infeccio experimental pelo S. mansoni no camundongo, principal-
mente no que se refere a distribuicio de ovos e granulomas, dados de inte-
résse nas experiéncias de terapéutica e na obtencdo de material para estudos
imunoldgicos.

MATERIAL E METODOS

Os camundongos foram inoculados com 200 cercdarias cada um, usando-se
a via transcutinea. A partir do 18.° dia foram sacrificados, diariamente ou em
dias alternados, um ou mais animais. Feita a exposicdo das visceras, anotava-se
o aspecto do figado e do baco, procedendo-se, em seguida, as ligaduras da veia
cava inferior (por¢io supra-diafragmaitica) e veia porta logo na sua origem,
retirando-se o figado juntamente com a veia porta. O figado era pesado, reti-
rando-se os vermes da veia porta e, em seguida, das veias mesentéricas.
Fragmentos de figado, baco, rcto e delgado eram fixados em formol a 1097;
fragmentos désses mesmos Orgios eram examinados por esmagamento entre
lAmina e laminula, anotando-se a relacio entre o numero de ovos livres e
granulomas assim como o estado dos ovos. Em algumas ocasides procedia-se a
contagem de ovos ao longo do intestino, examinando-se, por esmagamento,
fragmentos de 1 cm de comprimento retirados de 3/3 c¢m. Foram feitas, tam-
bém, algumas vézes, preparacdes de vdrias visceras para pesquisa de ovos e
granulomas. Os vermes foram corados pelo carmim cloridrico e, quando neces-
sario, examinados a fresco entre limina e laminula. Fragmentos de tecido
foram corados pela hematoxilina-eosina e, mais raramente, pelo Mallory. Dos
animais sacrificados, as fezes do reto eram retiradas para exame apods concen-
tracao.

RESULTADOS

Vermes — Foram assinaladas, desde os primeiros dias de observagdo, nitidas
diferencas de tamanho entre os esquistossdomulos encontrados, denotando um
amadurecimento assincronico dos vermes. Essas diferencas morfoldgicas acen-
tuadas persistiram pelo menos até o 35.9 dia, quando passaram a ser menos pro-
nunciadas. Esses aspectos jd haviam sido assinalados por Faust, JoNEs e HOFFMAN
(18), que fazem referéncia ao encontro, em um mesmo animal, de vermes maduros
e jovens. Pequenas massas testiculares, dificilmente visualizadas, foram encon-
tradas, em apenas alguns vermes, aos 28 dias, sendo que testiculos normais
passaram a ser encontrados, em todos os machos, do 34.° dia em diante. Aos
29 dias foram encontrados vermes acasalados, porém, o exame a fresco, entre
lamina e laminula, das fémeas, nio revelou ovos no tdtero, que apareceram, em
praticamente tddas as fémeas, a partir do 87.0 dia. Anomalias sexuais dos
machos, ja assinaladas por alguns autores, s6 foram encontradas apds a 7.2
semana e estavam representadas por vermes hermafroditas. O numero de ver-
mes com tais alteracdes foi pequeno, representando 6,19, do total recolhido. As
estruturas sexuais femininas presentes, em geral de tamanho pequeno e isoladas,
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nio provocaram alteracoes dos testiculos, que se apresentaram normais quanto
4 forma e numero. Em apenas um macho hermafrodita os testiculos estavam
constituidos por cérca de 15 pequenas massas isoladas.

Inicio da postura — O inicio da postura se deu, na série estudada, em torno
do 34.° dia, quando foi encontrado, em preparag¢oes do figado, obtidas por es-
magamento, um Unico 6vo imaturo com pequeno embriio e abundante vitelo.
Aos 36 dias foi assinalada a presenca do primeiro 6vo com miracidio formado e
vivo. Nesse mesmo dia foram encontrados no intestino ovos imaturos com em-
brido desenvolvido.

GRANULOMAS E OVOS LIVRES MADUROS NO FIGADO DE CAMUNDONGOS
EXPERIMENTALMENTE INOCULADOS COM S. mansoni
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Distribuigdo de ovos e granulomas no figado — A partir da data do apare-
cimento dos primeiros granulomas, que se dd em torno dos 40 dias, o numero
de ovos envolvidos por granulomas aumenta gradativamente com conseqiiente
diminuicio dos ovos livres. A partir dos 50 dias o nimero de granulomas se
manteve sempre muito alto, reduzindo-se enormemente o numero de ovos livres
(gréfico I). Quase todos os granulomas sio bem formados, apresentando mira-
cidio vivo. Mesmo os granulomas de aspecto celular, portanto recentes, envol-
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vem ovos maduros vidveis, sendo muito mais raro o encontro dessa reacio de
defesa em térno de ovos imaturos. De 8.180 granulomas examinados, até o 85.0
dia, 2.565, ou seja, 80,69, apresentavam ovos com miracidio formado, encer-
rando os demais ovos mortos, cascas, etc.

Apés os 50 dias cresce o nimero de ovos mortos e, aos 120 dias, sio muito
freqiientes os granulomas contendo casca, encontrando-se, também, formacoes
granulomatosas sem ovos ou restos ovulares. A medida que a infeccio evolui,
passam os granulomas a serem envolvidos por quantidade muito abundante de
pigmento, que se dispde em téda a periferia daquelas formacdes. Essa disposi-
¢do peculiar aparentemente depende do crescimento expansivo do granuloma
que rechassa para a sua periferia o pigmento. O aspecto macroscopico estd em
funciio désses dois elementos, pigmento e granulomas, tornando-se o figado
escuro e com intimeras pequenas dreas esbranquicadas na superficie. Sio muito
freqiientes os granulomas contendo virios ovos em estdgios evolutivos dife-
rentes. Quase sempre, porém, estavam presentes, ao lado de outros, ovos com
miracidio bem formado. Com a marcha da infeccio, hd tendéncia para a con-
fluéncia dos nédulos, observando-se, entio, dreas extensas de fibrose com um
grande numero de ovos.

Como foi dito, predominam, nas primeiras fases da infeccfio, os ovos livres
no parénquima hepitico, sendo pequeno o ntimero de granulomas. Até a 6.2
semana os ovos livres imaturos estio presentes em maior quantidade que os
com miracidio vivo, alterando-se essa relacio apds essa data (gréfico I). Com o
aumento do ntimero de granulomas que, como vimos, encerram geralmente
ovos maduros, cresce novamente o ntumero de ovos imaturos livres; jd a essa

,

altura, porém, o ntimero total de ovos livres ¢ muito pequeno.

Distribuigdo de ovos e granulomas no intestino — Ainda que ovos no in-
testino tenham sido obscrvados aos 86 dias, granulomas s6 foram encontrados
aos 52 dias, continuando em ntmero escasso pelo menos até o 70.° dia. O
estudo da distribui¢io dg ovos ao longo do intestino revelou um numero
extremamente abundante dos mesmos, em virios estdgios, no delgado. Durante
toda a observagio, o numero de ovos permaneceu sensivelmente maior nessa
por¢ao que no reto ou ceco. Contagens realizadas ao longo do intestino, em
varias fases da infec¢do, mostram com clareza essa distribuicio desigual dos ovos,
observando-se que no delgado os mesmos diminuem junto ao ceco e estbmago
(grdfico II). Os cdlculos baseados nessas contagens mostraram a existéncia, em
todo o intestino, nos camundongos examinados, de 25.000 a 45.000 ovos. A
ésse maior numero de ovos no delgado correspondem, nas infec¢oes mais an-
tigas, alteracbes patoldgicas mais graves com a presenca de grande numero de
granulomas, espessamente fibrosos e formacio de estruturas nodulares, alte-
ragoes que ndo foram encontradas ao nivel do reto (figura 1). Quanto
ao estdgio dos ovos, observa-se que até o 60.° dia predominam os ovos imaturos,
porém, ji entre o 60.° e o 85.° dia 0 numero de ovos imaturos e maduros vivos
¢ aproximadamente igual. Os ovos mortos e as cascas surgem igualmente em
maior abundancia apds os 60 dias. ¥ nossa impressio que os ovos enegrecidos
surgidos nessa ocasido nio dependem, como afirmam alguns, de deposicio de
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sais calcdreos, pois, em preparacdes feitas por esmagamento entre lamina e
laminula e deixadas & temperatura ambiente, podem ser vistos, apds alguns
dias, intmeros ovos enegrecidos. Os granulomas do intestino, a exemplo do
figado, encerravam, em sua grande maioria, ovos com miracidio formado.
Assinale-se, finalmente, a muito discreta distribuicdo de pigmento ao nivel do
intestino.

MEDIA DO NUMERO DE OVOS DE S monsoni ENCONTRADOS EM CONTAGENS
AO LONGO DO INTESTINO DE 4 CAMUNDONGOS
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No baco os ovos sdo raros, sé sendo encontrados, com irregularidade, neste
6rgio, apos os 40 dias. Os granulomas foram assinalados em todos os animais
sacrificados ap6s os 56 dias, porém, sempre em numero discreto.

Em algumas ocasides foram examinados fragmentos de vdrios 6rgdos (es-
tdémago, esofago, pulmdes, coracdo, bexiga, medula, cérebro), sendo encontrados
raros ovos apenas nos pulmées e na parede do estdbmago. O exame de fezes foi
positivo aos 43 dias, tendo assim continuado, embora a eliminacio de ovos
tenha sido relativamente pequena.
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DISCUSSAO

As observagbes realizadas comprovam a utilidade do camundongo para as
experiéncias de laboratério em relagio ao S. mansoni. Apesar do pequeno
porte do animal, os vermes atingem a maturidade em uma percentagem relati-
vamente alta, apresentando desenvolvimento somidtico normal. Sem o uso dos
métodos de perfusio foram recuperados, em vdrias ocasides, vermes totalizando
cérca de 209, do ntimero de cercarias usadas, dados que concordam com os de
Moorg, YoLres e MELENEY (3) e STIREWALT, KuNTz e Evans (1). Chama a
atencdo o aparecimento de hermafroditismo somente a partir dos 50 dias,
embora machos com massas testiculares normais jd féssem encontrados muito
antes. Esse fendmeno aparentemente ndo interfere funcionalmente, tendo sido
encontrados machos hermafroditas acasalados com fémeas portadoras de 6vo
uterino. Nio foi assinalada a tendéncia a supressio dos érgdos masculinos nos
hermafroditas, fato assinalado por alguns autores. O amadurecimento assin-
cronico dos vermes representa um dado de importincia nas e\peuenuas de
quimioterapia e\peumcnml jd que, como assinalou STaNDEN (19), é necessdrio
que as dlogds sejam testadas em infec¢Ges por vermes maduros, pois os vermes
II]]'ItUTOS sa0 pOUCO SCI]SIV(,IS aos dUEIltCQ qu1119t08501111C1d39 PCIHS obselva(‘oes
feitas, o amadurecimento dos ovos se processa em tempo curto, em torno de 3 a 4
dias. Esse periodo foi o mesmo jd sugerido por Brumpr (20) e parece ser bem
menor que o assinalado para o S. japonicum.

Para GONNERT (21), cujos dados se baseciam em cortes histoldgicos de fi-
gados de camundongos examinados em vdrias ocasides antes e depois do trata-
mento, ésse periodo deve ser no miximo de uma semana.

O aumento gradativo de ovos envolvidos por granulomas, visto também
por GONNERT (21), e a manutencio dessas ultimas formacdes em niveis altos
com diminui¢do flagrante dos ovos livres expressa, possivelmente, a migracio
dos vermes para o mesentério com conseqiiente diminuicio da postura ao nivel
do figado. GONNERT (21), cujas observacdes se estenderam até os 395 dias de
infec¢do, mostrou ainda a diminui¢cio dos ovos vivos envolvidos por pseudo-
tubérculos que, apds constituirem mais de oitenta por cento dos ovos do figado,
caem a niveis muito baixos, ao mesmo tempo que cresce o ntimero de granu-
lomas com ovos fagocitados. Esses dados revelam que, aparentemente, a agres-
sdo hepatica, intensa logo apds o inicio da postura, diminui de intensidade em-
bora ainda se mantenha por longo tempo.

Embora o exame do intestino niio tenha sido feito em toda a sua extensio,
parece certo que os primeiros ovos sdo ai encontrados somente alguns dias apos
o seu aparecimento no figado. Em relacdo aos granulomas, pode ser observado
que a formagio dos mesmos se processa com nitido retardo no intestino, s6 sur-
gindo em nimero abundante quando ]a era notoria a fibrose hepatica. Nao nos
pareceu clara a particularidade anatémica ou bioldgica responsdvel pelo ntimero
nitidamente superior de ovos no delgado. Chama a atencio também a relativa-
mente escassa elimina¢do de ovos no camundongo, que se explica, ao que pa-
rece, pela retencdo de um grande numero déles ao nivel da serosa, da camada
muscular do intestino e da sub-mucosa (figura 1). A acumulacdo de ovos em
grande numero nesta parte do delgado e o aparecimento da reacdo tissular
explicam o aspecto désse segmento do tubo digestivo que, nas infec¢des mais
antigas, se apresenta espessado e com formacdes nodulares na sua superficie.
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Esses dois fatos descritos, isto ¢, praticamente a auséncia de reacdo tissular até
quase os 70 dias e o acimulo de ovos tornam o intestino o érgdo de escolha para
a obtenc¢do de material para estudos imunoldgicos — ovos e miracidios — sobre-
tudo entre os 60 e os 75 dias, quando aumentam os ovos maduros. Assinale-se
que ja a essa altura o figado ndo se presta para essa finalidade em virtude do
grande numero de granulomas que dificulta a obtencdo daquele material.
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Fig. 1 — (A) Infiltrado em torno de vaso portal contendo verme adulto. (B) Intensa
infiltracio peri-portal em térno de vaso no qual nio se observa a presenca de verme.

A escassez de pigmento ao nivel do intestino, contrastando com sua abun-
dincia ao nivel do figado, pode ser explicada pela direcio do fluxo portal,
que se dirige para ésse tltimo 6rgdo, arrastando o bigmento depositado ao nivel
das mesentéricas e, pela presenca, no figado, de um maior numero de elementos
fagocitdrios.

O encontro de ovos e granulomas no baco, embora constante apos deter-
minado periodo da infecgido, nunca foi significativo, mostrando a pouca impor-
tincia da agressdo direta a ésse 6rgao.

Em relagdo ao aspecto dos ovos envolvidos por granulomas, os nossos dados
parecem concordar com os de KopriscH (22) no sentido de que o embrido ¢
essencial no desenvolvimento dessa estrutura fibrosa, j& que a grande maioria
dos mesmos encerra ovos com embrido formado. Alids, j& MELENEY e cols. (7)
chamavam a aten¢do para o fato de que cascas vasias provocam pequena ou
nenhuma reagio celular. Ainda no que se relaciona a ésses aspectos, deve ser
salientado o valor do exame das preparagdes por esmagamento que permitem o
exame mais detalhado do 6vo e¢ do miracidio, pois, como assinalam MELENEY
e cols. (7), é impossivel a determinacgio da viabilidade do miracidio em cortes



572 REVISTA BRASILEIRA DE MALARIOLOGIA E DOENCAS TROPICAIS

histoldgicos, ja que a sua estrutura se conserva intacta mesmo em lesdes fibro-
ticas antigas.

O quadro histopatoldgico nio difere essencialmente daquele descrito por
MELENEY ¢ cols. (7). No figado, antes da postura, sio observados, j4 mesmo aos
21 dias, infiltrados peri-portais constituidos por linfécitos polimorfonucleares
¢ eosinofilos. Esses infiltrados ndo parecem ser mais abundantes em vasos que
contém vermes (figura 2). Sio encontradas também células parenquimatosas de

Fig. 2 — (A) Aspecto macroscopico de segmentos do intestino delgado e do reto de

camundongos experimentalmente infectados com S. mansoni. Notar a presenca de innu-

meros nodulos e saliéncias na parede do intestino delgado (a direita). (B) Corte de

intestino delgado mostrando a retencio de ovos ao nivel da serosa e da camada muscular
com formacido de verdadeira nodulosidade.

citoplasma intensamente granuloso, que se distribuem focalmente e, as vézes, em
téorno de vasos com vermes. O pigmento estd presente em forma de pequenos
granulos isolados. Hd discreta congestao passiva de distribui¢io focal. Apds o
inicio da postura, passa o quadro histoldgico a ser dominado pela presenca dos
ovos ¢ pela reacdo tissular que os envolve. Os granulomas sio constituidos ini-
cialmente por linfécitos, polimorfonucleares e eosinéfilos, com raras células
epitelidides que, posteriormente, aumentam muito em numero situando-se em
torno do 6vo. Os fibroblastos, que surgem mais tarde, se situam, em geral, para
fora da camada de células epitelidides, mas mostram tendéncia para penetrarem
entre essas Ultimas células. Permanece, em muitos granulomas, na periferia, o
infiltrado inflamatério. S3o encontradas, embora com irregularidade, células
gigantes. Nas infec¢des mais antigas, o nimero de granulomas ¢ extremamente
abundante e provoca nitida reducio do parénquima hepdtico. Nessas infeccdes,
a infiltracdo peri-portal se acentua, formando, em muitos vasos, verdadeiro
manguito constituido por células plasmdticas, polimorfonucleares e eosindfilos.

No intestino delgado chama a atencio a tendéncia & retencio de ovos na
serosa e na tunica muscular, que se apresenta freqiientemente com suas fibras
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dissociadas e com extensa neo-formacio conjuntiva. Também ao nivel da sub-
mucosa sdo encontrados muitos ovos provocando reagﬁo celular e aparentemente
retidos. Sdo encontrados ovos nas formacdes glandulares intestinais com pouca
reacdo tissular. Esse quadro histoldgico intestinal, incluindo a abundancia de
ovos no delgado e a sua raridade no reto, se assemelha, em muitos aspectos
aquele descrito por CorrHo (23) na infec¢do natural em Rattus rattus fru-
givorus.

SUMARIO

Foram estudados alguns aspectos da infec¢io experimental do camundongo
pelo S. mansoni, sobretudo no que se refere a distribuicdo de ovos e granulomas.
As observacdes foram realizadas em preparacdes obtidas por esmagamento entre
lamina e laminula e, em menor grau, por cortes histoldgicos, sacrificando-se
camundongos diiriamente ou em dias alternados. Pelos dados obtidos a postura
teve inicio aos 84 dias de infecciio, surgindo os primeiros granulomas de aspecto
celular aos 40 dias. O desenvolvimento embriondrio do miracidio nos tecidos
durou ao todo 4 dias, sendo, portanto, muito curto. O estudo, no figado, da
relacio ovos livres/granulomas revelou que essas Gltimas formag¢des aumentam
gradativamente de ntimero, passando a predominar de modo absoluto a partir
do 60.° dia. A grande maioria dos granulomas envolvia ovos maduros com
miracidio vivo. No intestino os ovos se localizam, na sua grande maioria, na
parte média do delgado, sendo muito menos abundante a localizacdo no reto.
Contagens feitas ao longo do intestino revelaram a existéncia, nessa parte do
tubo digestivo, de 25.000 a 40.000 ovos. O aparecimento de granulomas in-
testinais ¢ tardio, s6 aparecendo em grande numero apés os 70 dias. A re-
tencio de ovos é grande ao nivel da serosa, da camada muscular e da sub-mucosa
do intestino.

SUMMARY

Some aspects of schistosomiasis — specially those regarding the distribution
of eggs and granulomas in the tissues — have been studied on mice experi-
mentally infected with Schistosoma mansoni. Researches have been carried out
on tissue fragments crushed beetween slides and cover-glasses or, occasionally,
on histological sections. For such purposes mice have been killed every other
day and, when necessary, daily. Data thus available have shown that the laying
of eggs has begun at 34 days’ infection and, also, that the first cellular gra-
nulomas may be observed at 40 days. The embrionary development of miracidia
is completed in the short period of four days.

As to the relationship between free eggs and those surrounded by cellular
and fibrous tissue (granulomas), studies performed on the liver have shown
that the latter increase gradually in number and become highly predominant
from the 60th day on. Most granulomas were found to be surrounding mature
living eggs. In the intestines, the great majority of eggs are lodged in the
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median part of the small intestine; a smaller number is deposited in the rectum.
Counts performed along the intestines have demonstrated the existence of
25,000 to 40,000 eggs in that part of the digestive tract. Intestinal granulomas
are obscrved at later stages of the disease. In fact, a large number of them may
be found only after 70 days’ infection. It has been recorded a great retention of
eggs in the following parts of the intestinal wall: serosa, muscular layer and
submucosa.
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