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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO
Roberto Carlos Ferreira Joao

A esquistossomose ¢ uma das parasitoses mais prevalentes no mundo e o Schistosoma
mansoni Sambon, 1907 ¢ o trematddeo agente da esquistossomose intestinal, endémica em
paises da América do Sul, Africa, Oriente Médio e Caribe. Em Angola, os primeiros dados da
esquistossomose foram registrados em 1897 na provincia do Bengo, mas a prevaléncia do S.
mansoni ¢, no entanto pouco notificada. No ambito da cooperagdo internacional Fiocruz
(Brasil)-Fesa (Angola) que visa capacitar no Brasil profissionais da area de Saude de Angola,
este trabalho estd voltado para estudos sobre a caracterizagdo ultraestrutural e diagnostico
laboratorial do S. mansoni. Os objetivos incluiram: estudar a topografia de adultos de S.
mansoni; caracterizar os tubérculos do tegumento do macho por microscopia eletronica de
varredura, de transmissdo e por microscopia a laser confocal; descrever um método
alternativo para exame de fezes, baseado no principio de Kato-Katz, utilizando o fixador SAF
e comparar o método Kato-Katz utilizado para o diagnéstico da esquistossomose com o
método alternativo. A topografia dos machos evidenciou a presenga de tubérculos na
superficie dorsal do corpo que em cortes ultrafinos aparecem como evaginagdes tegumentares
que abrem espaco entre as fibras musculares elevando as membranas basal e apical. Entre
estas membranas que revestem os tubérculos, ha vesiculas eletrondensas, eletronlicidas e
corpos alongados. As vesiculas formadas na regido interna do tegumento, proximo ao nucleo
das células sao encontradas nos canais citoplasmaticos que chegam a superficie externa do
sincicio. Os espinhos dos tubérculos aparecem sobre a membrana basal, proximos as vesiculas
eletrondensas. No tegumento ha organelas sensoriais contendo bulbo basal e proje¢ao apical
com cilio e corpos basais. O canal ginecéforo apresenta espinhos pequenos, uniformes e
organelas sensoriais uniciliadas. A camada entre a membrana basal ¢ a apical ¢ mais
homogénea e os espinhos aparecem de forma uniforme no tegumento sem a formagdo de
tubérculos. Utilizando o diagnostico laboratorial pelo Kato-Katz ndo foi possivel visualizar os
ovos no momento da montagem da ldmina (Oh), mas a incidéncia de visualizagdo aumentou
em 24h. Na técnica modificada do SAF, os ovos foram identificados imediatamente ¢ a
visualizagdo diminuiu ao longo do tempo. Comparando em func¢do do tempo, as médias da
analise de ovos por grama de fezes (OPG) das trés infeccdes nas duas técnicas, observou-se
que o numero de ovos encontrados com a técnica de SAF (0h) foi maior em 7,7% do que com
Kato-Katz (24 h). Nao houve diferenca significativa entre os resultados obtidos com SAF (Oh)
e Kato-Katz (24 h). O mesmo resultado foi verificado com 12 horas para as duas técnicas. No
segundo experimento o OPG pelo SAF (1h) foi 13,1% maior do que Kato-Katz (24h) de
leitura. Comparando os resultados obtidos nas duas técnicas com 24 h de leitura, o OPG foi
32,5% maior na técnica de Kato-Katz do que SAF. O método experimental baseado no
fixador SAF ¢ eficiente para diagnostico laboratorial alternativo, simples, rapido, de baixo
custo e eficiente para o diagnostico de esquistossomose mansdnica. Este estudo trara novos
avancos no diagnostico desta doenga em Angola.
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO
Roberto Carlos Ferreira Joao

Schistosomiasis is one of the most prevalent parasitic diseases in the world and the trematode
Schistosoma mansoni Sambon, 1907 is the agent of intestinal schistosomiasis, endemic in
countries of South America, Africa, Middle East and the Caribbean. In Angola, the infection
was first recorded in 1897 in the Bengo province, however the prevalence of S. mansoni
remains underestimated. In the framework of an international cooperation between Fiocruz
(Brazil)-Fesa (Angola), which aims to train health professionals from Angola in Brazil, this
work is focused on ultrastructural studies and laboratory diagnosis of S. mansoni. The
objectives included: to study the topography of adult S. mansoni; to characterize the tubercles
of the tegument of the male by scanning and transmission electron microscopy and laser
confocal microscopy; to describe an alternative method for stool examination, based on the
principle of Kato-Katz method, using the SAF fixative, and compare the Kato- Katz method
used for the diagnosis of schistosomiasis with the alternative method. The topography of the
males showed the presence of tubercles on the dorsal surface of the body that in ultrathin cuts
appear like tegumentary evaginations that interweave between the muscle fibers raising the
basal and apical membranes. Between these membranes that cover the tubercles, there are
electrondense and electronlucid vesicles, and elongated bodies. The vesicles formed in the
inner region of the integument near the cell nucleus are found inside the cytoplasmic channels
reaching the outer surface of the syncytium. The spines of the tubercles emerge over the basal
membrane, near the electrondense vesicles. The integument has sensory organelles containing
a basal bulb and apical projection with cilium and basal bodies. The ginecoforous channel
presents uniform small spines, and uniciliate sensory organelles. The layer between the basal
and apical membrane is more homogeneous with spines appearing evenly, without forming
tubercles. The laboratory diagnosis using the Kato-Katz method was not successful to show
the eggs at time (Oh), but the display increased at 24h after the sampling. The modified
technique of the SAF, showed the eggs immediately and display decreased over time.
Comparing both methods by time, the mean number of eggs per gram of feces (EPG) by two
techniques of the three infections, we found that the number of eggs found with the technique
of SAF (Oh) was higher by 7.7% than with Kato-Katz (24 h). There was no significant
difference between the results obtained with SAF (0Oh) and Kato-Katz (24 h). The same result
was observed for 12 hours with both techniques. In the second experiment, the EPG by SAF
(1h) was 13.1% higher than Kato-Katz (24h). Comparing the results of the two techniques
with 24 hours of sampling, the EPG was 32.5% higher in the Kato-Katz technique than SAF.
The experimental method based on the SAF fixative is an efficient alternative for laboratory
diagnosis, being simple, fast, inexpensive and efficient for the diagnosis of schistosomiasis.
This study will bring new advances in the diagnosis of this disease in Angola.
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1. INTRODUCAO

1. 1 Consideracdes gerais

A esquistossomose ¢ ainda hoje uma das parasitoses mais prevalentes no mundo,
endémica em 76 paises com estimativa de 207 milhdes de pessoas infectadas, sendo que 85%
vivem na Africa (Engels ef al., 2002; Steinmann et al., 2006; WHO, 2010) (Figura 1.1).

O Schistosoma mansoni Sambon, 1907 ¢ o trematdodeo agente da esquistossomose
mansoOnica ou intestinal, endémica em 52 paises da América do Sul, Africa, Oriente Médio e
Caribe (WHO, 2010; Katz & Peixoto, 2000).

E uma doenga parasitaria hidrica que acomete as comunidades mais pobres da
sociedade, onde ndao ha abastecimento de agua potavel, o saneamento basico ¢ precario e
ainda ha falta de informag¢do. Sua distribuicdo geografica estd condicionada a presenga de
algumas espécies de moluscos de agua doce, do género Biomphalaria, que sdo os hospedeiros
intermediarios de S. mansoni.

No Brasil, a estimativa de casos de esquistossomose mansdonica em 2000 era de seis
milhdes de infectados (Katz & Peixoto, 2000). A esquistossomose estd entre as poucas
doencgas parasitarias, cuja distribui¢do e prevaléncia, em escala mundial, continuam a
aumentar. Diversos sdo os fatores que levaram a este aumento gradual: (i) mudanga do perfil
epidemiologico da doenca antes restrita a area rural e posteriormente expandida para areas
urbanas e de turismo; (ii) estimulo a migracdes inter-regionais e (iii) ocupacdes desordenadas
do espaco urbano utilizando areia de areas endémicas, constru¢do de represas e obras de
irrigacdo exigidas pela agricultura moderna (Grault ef al., 1998; Barbosa et al., 2000, 2001).
Estes fatores de risco permitiram o maior contato de diferentes populagdes com os focos de
transmissao da doenca.

Angola ¢ um pais com sérios problemas na area de saude, pois ainda apresenta muitas
debilidades no setor de Saude Publica, particularmente no diagnostico, tratamento e na
prevencdo de doencas com maior impacto na populacao carente. Os primeiros dados da
esquistossomose em Angola foram registrados em 1897 na provincia do Bengo. Entre 2006-
2007, a prevaléncia da esquistossomose urinaria causada pelo Schistosoma haematobium em
todo o territorio de Angola era de 66%. A prevaléncia do S. mansoni em Angola €, no entanto

pouco notificada (Jodo, 2009). No ambito da cooperagao internacional Fiocruz (Brasil)-Fesa



(Angola) que visa capacitar no Brasil profissionais da area de Saude de Angola, este trabalho
esta voltado para estudos sobre a caracterizacdo ultraestrutural e diagnostico laboratorial do S.

mansoni.

1.2 Ciclo Evolutivo

O homem ¢ o hospedeiro definitivo do S. mansoni que habita na fase adulta os vasos
sanguineos, preferencialmente nas veias do mesentério e do plexo hemorroidario superior
(Rey, 2008). A fémea raramente abandona o canal ginecoforo sendo levada passivamente
durante as migracdes do macho, mas consegue alongar-se e insinuar-se nos capilares mais
finos, com sua extremidade anterior, perto da qual esta o orificio genital.

A postura dos ovos pode ocorrer nos capilares mais proximos a superficie da parede
intestinal, onde ovos isolados ou em numerosas fileiras, podem ser observados obstruindo os
capilares. A postura de ovos ¢ de um por vez chegando a um total de cerca de 300 ovos por
dia. Com auxilio do espordo, os ovos atravessam a parede intestinal e junto com as fezes do
homem s3o depositados diretamente na agua, ou sao arrastados para dentro da agua pelas
chuvas. Apds a postura os parasitos se deslocam indo invadir outros vasos, onde o fendmeno
se repete. Os ovos maduros vivem em média 20 dias, mas no ambiente mantém-se vivos de 2
a 5 dias na massa fecal sélida e em fezes liquidas apenas um dia, devido ao processo de
fermentagao e putrefacao (Rey, 2008) (Figura 1.2).

A eclosao dos ovos da-se rapidamente influenciada pela luz, temperatura e oxigénio.
Os miracidios nadam ativamente descrevendo grandes circuitos rotatérios em torno do seu
eixo, vivendo em média 10 a 12 horas até encontrar seu hospedeiro intermedidrio, os
moluscos Biomphalaria glabrata, B. straminea e B. tenagophila. Apos a penetracdo no
molusco hospedeiro intermediario, surgem apos 8 dias os esporocistos primarios que devido a
presenca de células germinativas no seu interior transformam-se em esporocistos secundarios.
Os esporocistos secundarios dao origem as cercarias em torno de 3 a 4 semanas (Rey, 2008).

O ntmero de cercarias varia com a espécie do molusco hospedeiro intermediario,
sendo muito alto em Biomphalaria glabrata, cerca de 1.000 a 3.000 cercarias por dia e mais
de 100.000 durante toda a vida do molusco. A presenga de cercarias na agua € ciclica ao longo
do dia pois comecam a aparecer cerca das 9 horas da manha, alcangam sua méxima densidade

as 11 horas e diminuem e desaparecem por volta das 16 - 17 horas. As cercarias abandonam o
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corpo do molusco e permanecem na agua e a penetragao através da pele no hospedeiro
definitivo deve acontecer entre 3 a 15 min, ao fim dos quais o parasito, se ndo for destruido
pelos mecanismos de defesa do hospedeiro, acaba por penetrar em um vaso cutaneo e ¢é
arrastado pela corrente sanguinea em direcdo ao coragdo, pulmao e apds 8 dias alcanga o
sistema porta infra-hepatico (figado) transformando-se em adultos (Rey, 2008).

O acompanhamento de infec¢des experimentais e manutencao do ciclo do S. mansoni
em laboratorio possibilitaram a realizacdo dos diferentes testes diagnosticos laboratoriais

desenvolvidos neste trabalho.

1.3 Ultraestrutura

O Schistosoma mansoni apesar de ter sido o primeiro Trematoda a ser estudado em
1955 por microscopia eletronica, continua ainda hoje a ser analisado sob diferentes
perspectivas (Hockley, 1973).

Miller et al. (1972) estudaram a superficie do tegumento do S. mansoni através da
microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrando os tubérculos do tegumento do macho
e os espinhos presentes em grande parte da superficie do corpo mas ausentes no canal
ginecoforo. O efeito das drogas anti-helminticas (oxaminiquine, praziquantel, etc.) sobre a
morfologia de adultos de S. mansoni tem sido demonstrado com alteracdes no tegumento
como deformacgdes locais com descamacgdo, erosdo, perda de espinhos e formagao de bolhas
(Kohn et al., 1982; Kalapothakis et al., 1988; Shuhua et al., 2000; Riad et al., 2009). Os
efeitos da radiagdo ultravioleta (UV) no tegumento também foram estudados em adultos de S.
mansoni, a partir de cercarias expostas a radiacdo, mas nenhuma alteracdo na topografia foi
relatada (Dajem et al, 2007). Recentemente Xavier et al. (2010) demonstraram que o
tegumento dos parasitos ¢ um importante alvo de estudo porque seu desenvolvimento e
fun¢do apresentam capacidade de regulacdo de acordo com o sistema imune da cada
hospedeiro.

A microscopia a laser confocal associada as técnicas de fluorescéncia tem sido
também utilizada para caracterizar algumas estruturas morfoldgicas do S. mansoni em
diferentes fases do seu ciclo de vida, destacando estudos sobre fibras musculares € os sistemas

nervoso, excretor e reprodutor (Johnston et al., 1990; Bogers et al., 1994; Machado-Silva et



al., 1998; Cavalcanti ef al., 2009; Kussel et al., 2009; Mair et al., 2009; Hall et al., 2010). O
estudo dos tubérculos do tegumento do macho, no entanto, ainda necessita ser ampliado.

O estudo do tegumento de adultos de S. mansoni por MEV e microscopia eletronica de
transmissao (MET) aliado as técnicas de microscopia a laser confocal trardo informagdes

adicionais principalmente sobre a estrutura dos tubérculos dos machos.

1.4 Diagnostico laboratorial

Para o diagnostico laboratorial da esquistossomose mansoOnica utiliza-se
freqiientemente os exames coproparasitologicos. As técnicas mais utilizadas nos servigos de
saude sdo as de Kato-Katz e Lutz. Além destes, o método de Stoll ¢ utilizado para estimar a
carga parasitaria, monitorando a cura, apds o tratamento quimioterapico (Rey, 2008). A
sensibilidade destes métodos € questionada por diferentes autores como Barreto et al. (1990),
Rabelo (1997) e Engels et al (1997) devido aos seguintes fatores: carga parasitaria baixa,
infeccOes unissexuadas, irregularidade de posturas e auséncia de ovos no periodo pré-patente
da infecgdo e ap6s o uso de medicamentos. Para evitar falsos negativos, recomenda-se utilizar
trés amostras por paciente em intervalos regulares. Mesmo assim, o uso da coproscopia nao
exclui a adogdo criteriosa de exames clinicos e laboratoriais, indicados para subsidiar os
estudos epidemioldgicos.

A técnica de Kato-Katz amplamente utilizada e recomendada pela Organizagao
Mundial da Saade (OMS) apresenta alguns inconvenientes praticos como: alto custo,
inexisténcia de ovos em infec¢des leves (menos de 10 ovos/g de fezes), clareamento dos ovos
tornando dificil a visualizagdo dos miracidios e sua ineficiéncia de diagnostico para alguns
parasitos como: Strongyloides stercoralis, ancilostomideos e outros, ndo devendo ser utilizado
em inquéritos parasitologicos (Rey, 2008). Neste contexto faz-se necessario buscar novas
alternativas de exame de fezes, que sejam simples, rapidos, de baixo custo e eficientes para o

diagnostico de ovos de helmintos.



2. JUSTIFICATIVA

Em Angola, a espécie prevalente nos casos de esquistossomose ¢ o S. haematobium,
que possui morfologia, ciclo evolutivo e diagndstico laboratorial bem distintos do S. mansoni.
No Hospital Central Dr Antonio Agostinho Neto em Lubango, Angola, o diagnéstico ¢
voltado para a esquistossomose vesical, ndo sendo realizados exames especificos para o S.
mansoni.

Neste trabalho, foi possivel acompanhar todo o ciclo evolutivo do parasito para
realizar um diagnostico morfoldgico desta espécie pouco referenciada em Angola, utilizando
técnicas avancadas de microscopia eletronica de varredura e andlise por microscopia a laser
confocal. O estudo morfoldgico comparativo por microscopia eletronica de varredura, de
transmissao e por microscopia a laser confocal de adultos de S. mansoni dara subsidios para o
melhor conhecimento da ultraestrutura destes parasitos com especial enfoque no tegumento
do macho e seus tubérculos que constituem um alvo para estudos com anti-helminticos.

O diagnostico laboratorial pelo método Kato-Katz em si ja constitui um aprendizado a
ser implantado no Hospital em Lubango visando subsidiar futuros estudos epidemioldgicos,
mas um teste para diagnostico laboratorial alternativo mais simples, rapido, de baixo custo e
eficiente tanto para o diagnostico de ovos de helmintos quanto para cistos de protozoarios
testado neste trabalho, trard novos avancos no diagnodstico da esquistossomose mansonica €

parasitoses associadas.



3. OBJETIVOS

Realizar um diagnostico ultraestrutural e laboratorial do Schistosoma mansoni.

Objetivos especificos:

Estudar a topografia de adultos de S. mansoni;

Caracterizar os tubérculos do tegumento do macho S. mansoni por microscopia
eletronica de varredura, de transmissao e por microscopia a laser confocal;

Descrever o método alternativo para exame de fezes, baseado no principio de Kato-
Katz, utilizando o fixador SAF, especifico para protozoarios;

Comparar o método Kato-Katz utilizado para o diagndstico da esquistossomose com 0

método alternativo, baseado no principio de preensdao das fezes, utilizando para

fixacdo o SAF.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao de amostras de ovos e adultos de S. mansoni

A cepa BH (Belo Horizonte) de S. mansoni ¢ mantida experimentalmente como rotina
no Laboratorio de Esquistossomose Experimental/IOC, através da infeccdo em Biomphalaria
glabrata (linhagem BH) e camundongos “Swiss” fémeas de 4 a 6 semanas (CEUA L-
0063/08, validade 15/09/12). O ciclo biolégico ¢ mantido infectando-se os camundongos por
via subcutanea com 150 a 160 cercéarias/camundongo, obtidas de grupos de 35 a 40 caramujos
infectados, segundo metodologia de Peters & Warren (1969).

Neste trabalho foram contados os ovos e avaliados morfologicamente os adultos de S.
mansoni provenientes de trés destes ciclos experimentais.

Em cada ciclo experimental foram utilizados 30 camundongos distribuidos em seis
caixas (gaiolas) de cinco individuos cada. Amostras de fezes (pool) de duas caixas com cinco
camundongos infectados experimentalmente em cada uma foram utilizadas para o diagnostico
laboratorial do S. mansoni através de diferentes técnicas de exames de fezes. Foram
comparados os resultados da identificagdo de ovos por grama de fezes (OPG) pelos métodos
tradicionais de Kato-Katz, e pelo método experimental baseado no fixador SAF (acetato de
sodio, acido acético e formaldeido). Para cada pool de fezes, foram feitas trés réplicas para
cada infeccdo experimental analisada e lidas trés laminas por método. Foram estudadas as
cargas parasitarias de trés infecgdes experimentais diferentes.

Os adultos de S. mansoni foram obtidos através de perfusdo das veias do sistema porta
hepéatico com solugao fisioldgica 0,8%. Os parasitos foram em seguida fixados de acordo com
as metodologias especificas para microscopia de luz, fluorescéncia ou microscopia eletronica

de varredura e de transmissao.

4.2 Microscopia de Luz

Amostras de S. mansoni foram fixadas em alcool a 70% sob ligeira compressao entre
lamina e laminula. Os espécimes foram corados por 3 minutos no Carmalumem de Meyer,

diferenciados no alcool cloridrico 2% e desidratados em série alcoolica de 70%, 80%, 90% e



100% por 10 minutos cada. Diafanizados pelo 6leo de cravo, foram montados em Balsamo do

Canada entre ldmina e laminula (Humanson, 1972).

4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Os espécimes foram lavados em solugao fisioldgica 0,8% e posteriormente fixados em
glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato 0.1M pH 7.2 contendo 3,5% de sacarose por 2
horas a 4°C. Depois de lavados no mesmo tampao, foram pos-fixados “overnight” em solugao
de tetroxido de 6smio 1% (OsO4) em tampao cacodilato 0.1M em condig¢des de escuriddo. Em
seguida, os espécimes foram desidratados em séries crescentes de acetona (30%, 50%, 70%,
90% e 100%), ou etanol, antes do ponto critico por CO, (CPD 030, Balzers). Os espécimes
foram colocados em suporte revestido com fita dupla face, metalizados (Balzers) com 60nm
de ouro e observados no Microscopio eletronico de varredura Jeol JSM 6390 da Plataforma de

Microscopia Eletronica do Instituto Oswaldo Cruz.

4. 4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Ap6s lavagem em solugdo fisiologica 0,8% as amostras foram fixadas por 2 h a 4°C
em solu¢do contendo glutaraldeido 2,5% e paraformaldéido 4% em tampao cacodilato 0.1 M
contendo 3% de sacarose, pH 7. As amostras foram lavadas no mesmo tampao e pos-fixadas
“overnight” em tetréxido de 6smio 1% em tampao cacodilato 0.1M pH 7.2 em condicdes de
escuriddo. As amostras foram lavadas no mesmo tampao e desidratadas a temperatura
ambiente em séries crescentes de acetona. A inclusdo gradativa em Epon foi feita através de
diferentes concentracdes de acetona/Epon (6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 ¢ 1:6)
por 24h em cada etapa e depois por Epon puro por 24 h e a resina foi polimerizada a 60°C
durante 72h. Em seguida foram obtidos os cortes semi-finos e corados pelo Azul de Toluidina
a 2%. Os cortes ultrafinos foram coletados em grades de cobre de 300 mesh e contrastados
com acetato de uranila por 25 minutos e citrato de chumbo por 5 min. As observagdes foram

feitas no microscopio eletronico de transmissao JEOL JEM 1011.

4.5 Microscopia a Laser Confocal (MLC)



Para revelacao de actina foi utilizada a faloidina conjugada a TRITC. Os parasitos
foram previamente fixados por Sh em paraformaldeido 4% (PFA) e lavados 3 x em PBS
(tampao fosfato salino), permeabilizados em 0,5% de TRITON X-100 em PBS por 10 min,
incubados com faloidina 1:700 conjugada a TRITC (Sigma) e mantidos overnight a 6°C. Apds
3 lavagens em PBS e depois em NaCl 0,85%, as amostras foram montadas em laminas
contendo 2,5% de 1,4-diazabiciclo-(2,2,2)-octano-trietilenodiamina (“Antifading”) e 50% de
glicerol, pH 7,2 e seladas com esmalte incolor. Os controles das reagdes foram feitos com
omissao da faloidina. A analise por microscopia a laser confocal foi realizada ao microscéopio

CLSM Axiovert 510, META, Zeiss.

4.6 Diagnostico laboratorial

4.6.1 Método de Kato-Katz

Estes exames foram realizados utilizando-se o kit comercial da Helm-Test Labmaster
Ind. Com. de Produtos Laboratoriais Ltda, Belo Horizonte. Segundo as instru¢des do
fabricante, uma pequena amostra de fezes foi passada por uma tela com malha definida até
preencher o orificio de 6 mm de um molde colocado sobre a ldmina, a fim de obter 43 mg de
fezes. Apos a retirada do molde, as fezes na lamina foram cobertas com papel celofane
embebido em verde malaquita, com leve pressdo para espalhar. O nlimero de ovos presentes
foi contado apo6s a realizagdo das laminas. A quantidade de ovos de S. mansoni encontrada foi
multiplicada pela constante 24 obtendo-se o numero aproximado de ovos por grama de fezes.
A carga parasitaria foi considerada baixa quando havia menos de 100 ovos por grama; média
entre 101 e 500 ovos e alta acima de 500 ovos por grama de fezes (Coura, 2008). De acordo
com as instru¢des do fabricante, recomenda-se fazer a leitura da lamina no minimo 4 horas

depois da montagem.

4.6.2. Exames de fezes com técnica experimental baseada no fixador SAF

Foram coletadas as fezes de camundongos experimentalmente infectados com S.

mansoni ¢ processadas utilizando-se a tela e o molde descritos para o método Kato Katz, mas

sem a aplicacdo do papel celofane com verde malaquita. Apés a retirada do molde, foram
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aplicadas sobre a amostra trés gotas (100ul) de SAF (1,5 gramas de Acetato de sodio, 2,9 ml
de Acido acético, 4,9 ml de formol 40% e 92,5 ml de agua destilada) segundo formula de
Junod (1972). O numero de ovos presentes foi contado apds a montagem das laminas. A
quantidade de ovos de S. mansoni encontrada foi multiplicada pela constante 24, obtendo-se o

numero aproximado de ovos por grama de fezes.

4.6.3 OPG comparativo de duas técnicas coproparasitologicas em infec¢oes

experimentais diferentes

Foi analisado o OPG de seis infec¢des experimentais diferentes de S. mansoni,
utilizando-se as duas técnicas de diagnostico descritas nos itens anteriores. Numa primeira
etapa foram contados os ovos de trés laminas por técnica, em trés infec¢des diferentes, com 1
réplica para cada infeccdo. Estes ovos foram contados em tempos diferentes Oh (no momento
de montagem da lamina), 12 horas e 24 horas, a fim de verificar a eficacia da técnica em
relacdo ao tempo de montagem das ldminas.

Em outro experimento foi observado o OPG de trés laminas por cada técnica, em
outras trés infec¢des experimentais, com 2 réplicas por infeccdo. Neste experimento foram
contados os ovos em 1 hora e 24 horas, a fim de simular a possivel utilizagdo das diferentes

técnicas no diagnostico em campo de S. mansoni.

4.6.4 Tratamento Estatistico

Foram comparados os resultados dos dois métodos de diagndstico laboratorial do S.
mansoni quanto a sensibilidade, rapidez de realizagdo e clareza na visualizagdo do material
nos dois experimentos por tempo de observagao: 0, 12 e 24h e 1 e 24h, respectivamente. O
método estatistico utilizado foi o GRAPHPAD, V.3.02, Prism inc (para estudos
quantitativos), retirado do SOFTWOR. A avaliagdo estatistica foi feita na condi¢ao de 95% de
validade e apenas 5% de erro. Como os dados ndo apresentavam distribui¢do normal, foi
utilizado o teste ndo paramétrico. Para a comparagcdo dos grupos foi realizada o teste de

Kruskall-Wallis.
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5. RESULTADOS

Filo Platyhelminthes (Gegenbauer, 1859)
Classe Trematoda Rudolphi, 1808
Subclasse Digenea Carus, 1863
Ordem Strigeiformes La Rue, 1926
Familia Schistosomatidae Stiles & Hassal, 1898
Género Schistosoma Weiland, 1858

Espécie Schistosoma mansoni Sambon, 1907

Os machos e fémeas de S. mansoni parasitam o sistema porta-hepatico de mamiferos e
apresentam acentuado dimorfismo sexual. Na microscopia de luz ¢ possivel diferenciar as
fémeas pois apresentam um corpo mais fino e longo que os machos, com tegumento liso e
ventosas oral e ventral (acetdbulo) reduzidas. Os machos tém um canal ginec6éforo onde as
fémeas sdo comumente encontradas; apresentam numerosos tubérculos na regido dorsal do

corpo e tem as ventosas oral e ventral bem definidas (Figuras 5.1 € 5.2)

5.1 Diagnéstico ultraestrutural

Através da microscopia eletronica de varredura foi possivel evidenciar a fémea
parcialmente deitada no canal ginec6foro do macho (Figura 5.3). A fémea tem corpo filiforme
e alongado com tegumento liso enquanto o macho apresenta tegumento dorsal caracteristico
revestido por tubérculos (Figuras 5.3,5.6, 5.7).

As ventosas na regido anterior da fémea sao muito reduzidas sendo que a ventosa
ventral tem contorno melhor definido (Figura 5.4). A microscopia eletronica de varredura, o
tegumento das fémeas se mostrou liso no tocante a tubérculos, no entanto numerosas
organelas sensoriais € pequenos espinhos foram observados distribuidos ao longo da regido
mediana dorsal (Figura 5.5).

Nos machos, o corpo achatado dorsoventralmente dobra-se na regiao ventral formando
o canal ginecé6foro, local onde a fémea é comumente encontrada (Figuras 5.6 € 5.7). Inumeros

tubérculos revestem o tegumento dorsal dos machos (Figuras 5.6 e 5.7).
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Figuras 5.1-5.2. Schistosoma mansoni. ML. 5.1. Fémea (F) parcialmente deitada no
canal ginecéforo do macho (M). 5.2. Regiado anterior do macho com ventosas oral
(VO) e ventral (VV) e fémea (F) saindo do canal ginecoforo (CG).
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Figuras 5.3-5.5. Microscopia eletrénica de varredura. 5.3. Fémea (F) parcialmente
deitada no canal ginecéforo do macho (M). 5.4. Ventosa ventral (VV) da fémea,
vista lateral. 5.5. Regido dorsal da fémea com espinhos (seta).
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Figuras 5.6-5.7. MEV. 5.6. Casal com fémea (F) de corpo fino e macho (M)
com tegumento rugoso evidenciando as ventosas cral (VO) e ventral (VV).
5.7. Macho (M) com ventosa oral (VO), ventosa ventral (VO) e canal
ginecdéforo (CG).
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A regido anterior dos machos ¢ mais estreita do que o resto do corpo, com ventosa
oral subterminal e ventosa ventral préxima ao inicio do canal ginecoforo (Figuras 5.7-5.9). A
ventosa oral ¢ revestida internamente de pequenos espinhos e o orificio bucal esté situado no
interior da ventosa oral (Figuras 5.8 e 5.10). A ventosa ventral em forma de disco, também ¢
revestida de espinhos; na borda refor¢ada ¢ possivel observar a diferenca do revestimento
externo e interno com um circulo de espinhos maiores (Figuras 5.11, 5.12). O tegumento na
regido entre as ventosas ndo tem espinhos ou tubérculos, mas apresenta varias papilas
sensoriais (Figura 5.12).

O tegumento do macho ¢ um diferencial para o diagnoéstico ultraestrutural da espécie
devido as caracteristicas do revestimento do canal ginecoforo e da forma e distribuicdo dos
tubérculos no tegumento. Os tubérculos dorsais comecam a aparecer na altura do inicio do
canal ginecoforo e logo abaixo do acetabulo e ocorrem até a regiao posterior do corpo (Figura
5.13). O ntimero e o tamanho dos tubérculos diminuem em dire¢ao a regido posterior € nas
laterais do corpo.

Os tubérculos s3o projecdes tegumentares com numerosos espinhos apicais, que
podem apresentar ou ndo orificios centrais. No tegumento, organelas sensoriais ocorrem entre
os tubérculos (Figuras 5.14-5.16). O estudo do tegumento dos machos com tubérculos através
da microscopia a laser confocal ap6s marcacdo com falodina, demonstrou que as fibras
musculares circulares ocorrem na superficie mais externa do tegumento, ficando as fibras
longitudinais na camada inferior. Os tubérculos tegumentares despontam entre os espagos das
fibras musculares (Figuras 5.17-5.21). A distribuicdo dos tubérculos ¢ irregular, estando
dispostos isoladamente ou em pares (Figuras 5.17, 5.18, 5.21, 5.22). Eles emergem por entre
as fibras musculares circulares como estruturas arredondas cobertos por espinhos. Em uma
projecao em 3D foi possivel observar a trama de fibras com os tubérculos de diferentes
tamanhos despontando do tegumento (Figura 5.22).

Através da microscopia eletronica de transmissdo, os tubérculos aparecem como
expansdes ou evaginagdes tegumentares que abrem espago entre as fibras musculares
empurrando e/ou elevando as membranas basal e apical (plasmatica ou externa) (Figura 5.23).
A membrana plasmatica ndo se apresenta uniforme; observaram-se ondulagdes ou depressoes
ao longo de toda sua superficie do tegumento externo. No interior dos tubérculos observam-se

expansoes citoplasmaticas formando canais por onde passam as vesiculas (Figura 5.24).
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Figuras 5.8-5.10. Schistosoma mansoni. MEV. Regido anterior do macho com ven-
tosa oral subterminal (VO) e ventosa ventral (VV). 9. Vista ventrolateral da regi&o
anterior do macho e inicio do canal ginecéforo (CG). 10. Detalhe da ventosa oral
com proje¢cdes tegumentares (seta).
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Figuras 5.11-5.12. Schistosoma mansoni. MEV. 5.11. Detalhe da ventosa
“ventral (VV) com borda espessa e inicio do canal ginecéforo (CG). 5.12.
Detalhe do tegumento ventral e borda anterior da ventosa ventral.
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Figuras 5.13-5.14. Schistosoma mansoni. MEV. 5.13. Vista total ventral do macho
com canal ginecoforo (CG) aberto e borda dorsolateral com tubérculos (seta). 5.14.
Detalhe dos tubérculos do tegumento dorsal do macho revestide com espinhos.
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Figuras 5.15-5.16. Schistosoma mansoni. Mev. 5.15. Tubérculo em detalhe
com abertura central (*). 16. Detalhe do tubérculo e organela sensorial (seta).
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Figuras 17-22. Schistosoma mansoni. Microscopia a laser com focal. 17. Vista da camada
externa to tegumento com tubérculos e organelas sensoriais entre fibras musculares circu-
lares. 18. Mesma area com foco mais abaixo mostrando rede de fibras longitudinais. 19.
Area basal dos tubérculos. 20. Fibras musculares longitudinais abaixo dos tubérculos. 21.
Projegéo das figuras 17 a 20. 22. Reconstrugéo 3D do tegumento dorsal do macho.
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5.24

Figuras 5.23-5.24. Schistosoma mansoni. MET. 5.23. Tubérculo com fibras muscu-
lares interrompidas pela passagem de canais citoplasmaticos com vesiculas. 5.24.
Detalhe do tubérculo com expansdes citoplasmaticas no seu interior. ML = feixe mus-
cular longitudinal, seta = expanses citoplasmaticas.
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Entre as membranas, basal e plasmatica que revestem os tubérculos, foi observada
grande quantidade de vesiculas eletrondensas, eletronlticidas e corpos alongados rodeando
quase toda superficie do tegumento. Estas vesiculas formadas na regido interna do tegumento,
proximas aos nucleos das células que ficam protegidos no interior do sincicio, sdo
encontradas nos canais citoplasmaticos e chegam a superficie externa se abrindo para expelir
sua secrecdo (Figuras 5.25-5.29, 5.51-5.52).

Os espinhos dos tubérculos aparecem sobre a membrana basal (Figura 5.30). Os
tubérculos podem apresentar tamanhos diferentes quando examinados pela microscopia
eletronica de transmissdao e os espinhos aparecem proximos as vesiculas eletrondensas
(Figuras 5.31-5.38). Os diferentes tamanhos dos tubérculos estdo associados com o
crescimento continuo de novos tubérculos (Figura 5.34-5.37).

No tegumento foram observadas organelas sensoriais contendo um bulbo basal
(Figuras 39-42). Na projecao apical observa-se um cilio e corpos basais (Figuras 5.43-5.46).

A regido interna do canal ginecoforo tem tegumento diferenciado, sem a presenca de
tubérculos. As imagens por MEV mostraram um revestimento interno com espinhos pequenos
e uniformes além de organelas sensoriais uniciliadas (Figuras 5.47-5.48). Na microscopia
eletronica de transmissdao foi possivel observar o sincicio com varios nucleos e expansoes
citoplasmaticas por onde passam numerosas vesiculas que sdo transportadas para o meio
externo (Figuras 5.49, 5.52). A camada entre a membrana basal e a apical ¢ mais homogénea
e os espinhos aparecem de forma uniforme no tegumento externo, sem a formagao de

tubérculos (Figuras 5.49-5.52).

5.2 Diagnostico laboratorial

A Tabela 1 demonstra os dados relativos ao nimero de ovos por grama de fezes
encontrado nas trés laminas realizadas por cada técnica, nos diferentes intervalos de tempo.
Nao foi possivel visualizar os ovos no momento da montagem da lamina (zero hora),
utilizando a técnica de Kato-Katz. Ao contrario, o numero de ovos encontrados na técnica de
SAF foi alto no primeiro momento, diminuindo ao longo do tempo, enquanto na técnica de
Kato-Katz a visualizagdo dos ovos aumentou em fun¢do do tempo. Comparando a qualidade
da visualizagdo dos ovos, a técnica do SAF (0Oh) permite uma visualizacdo nitida das

membranas do ovo com detalhes do miracidio (Figura 5.53) e mesmo apds 24h, ainda ¢
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Figuras 5.25-5.27. Schistosoma mansoni. MET. 5.25. Tubérculos com espinhos e
vesiculas eletrondensas entremeados por sincicio com vesiculas translucidas. 5.26.
Detalhe de espinhos com intensa rede citoplasmatica formando canais. C = canais
citoplasmaticos, E = espinho. 5.27. Expansdes do sincicio com inser¢&o de espinho
(*), expansbes citoplasmaticas (seta) e membrana basal (cabeca de seta).
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Figuras 5.28-5.30. Schistosoma mansoni. MET. 5.28. Corte longitudinal do
tegumento com células tegumentares com nucleo interno e canais citoplasmaticos
(cabega de seta). 5.29. Sincicio com detalhe dos canais citoplasmaticos (cabeca
de seta), vesiculas eletronltcidas (V) e espinhos (E). 5.30. Detalhe da insergéo
dos espinhos (E) com membrana basal (MB) e vesiculas sinciciais.
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Figuras 5.31-5.33. Schistosoma mansoni. MET. 5.31. Tubérculo em formacéao
(T). 5.32. Detalhe dos espinhos tegumentares (E), membrana apical (MA) e
membrana basal (MB). 5.33. Detalhe do tubérculo com fibras musculares
intermediadas com expansdes citoplasmaticas (C).
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Figuras 5.34-5.37. Schistosoma mansoni. MET. Diferentes estagios de formacao de
tubérculos.
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Figuras 5.38-5.40. Schistosoma mansoni. MET. 5.38. Vesiculas eletrondensas
proximas aos espinhos (cabega de seta). 5.39. Regido de transigdo entre
tegumento dorsal e ventral com organela sensorial seta). 5.40. Detalhe do
bulbo sensorial com expanséo ciliar.
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Figuras 5.41-5.42. Schistosoma mansoni. MET. 5.41. Tegumento com 6rgéo
sensorial (*), feixes musculares (M) e canais citoplasmaticos (seta). 5.42.
Detalhe do 6rgao sensorial com bulbo (B) e projecao apical (*) e vesiculas
do sincicio (V).
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Figuras 5.43-5.44. Schistosoma mansoni. MET. Org&o sensorial uniciliado
(seta preta) com feixes musculares (M) e membrana basal (seta branca).
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Figuras 5.45-5.46. Schistosoma mansoni. MET. 5.45. Orgao sensorial
uniciliado (*) no canal ginecéforo. Nucleo das células (N) e feixes
musculares (M). 5.46. Detalhe do érgéo sensorial uniciliado com corpos
basais (seta) e cilio apical (cabeca de seta); feixes musculares (M).
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Figuras 5.47-5.48. Schistosoma mansoni. MEV. 5.47. Abertura do canal
ginecoéforo (CG). 5.48. Tegumento do canal ginecdforo completamente
revestido por espinhos, com organela sensorial (seta) .
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Figuras 5.49-5.50. Schistosoma mansoni. MET do tegumento do
canal ginecoforo. 5.49. Células tegumentares com varios nucleos
(N) no tegumento interno, canais citoplasmaticos (seta branca) e
sincicio terminal (*). 5.50. Detalhe do nucleo (N) e membrana

basal (seta).
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Figuras 5.51-5.52. Schistosoma mansoni. MET do tegumento do canal
ginecéforo. 5.51. Canais citoplasmaticos (C) com conteudo eletrondenso;
vesiculas eletronlucidas se abrindo para o meio externo (VE). 552. Feixes
musculares (M) e sincicio. Detalhe: Membrana basal (MB) e membrana apical
(MA) com espinhos.
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possivel evidenciar detalhes do miracidio (Figuras 5.54-5.55). No Kato-Katz 24h os ovos
aparecem bem delimitados mas com poucos tragos do miracidio (Figuras 5.56, 5.57).

Comparando as médias da analise do OPG das trés infec¢des (média total) das duas
técnicas, em funcdo do tempo, observa-se que o numero de ovos encontrados com a técnica de
SAF no momento da leitura foi maior em 7,7% do que com Kato-Katz em 24 horas de leitura.
No entanto, Kato-Katz com 12 horas de leitura da 1amina apresentou 5% a mais de ovos do
que SAF Oh.

A figura 58 demonstra a diferenca estatistica verificada entre as técnicas realizadas por
tempo de leitura das laminas. Observa-se que ndo existe diferenga significativa entre os
resultados obtidos (pool das trés infeccdes) com SAF no momento da montagem da lamina
(Oh) e os resultados da técnica de Kato-Katz com leitura de 24 horas. O mesmo resultado foi
verificado com 12 horas para as duas técnicas.

No segundo experimento verificou-se o nimero de ovos por grama de fezes
encontrado com a técnica de SAF 1 hora foi 13,1% maior do que Kato-Katz em 24 horas de
leitura. Comparando os resultados obtidos nas duas técnicas com 24 h de leitura, verifica-se
que o OPG foi 32,5% maior na técnica de Kato-Katz do que SAF (Tabela 2).

Analisando estatisticamente observa-se que ndo ha diferenca significativa entre o
numero de ovos por grama de fezes (OPG) encontrado na técnica de SAF com leitura de 1
hora e 24 horas e entre Kato-Katz com 24 horas (Figura 59). A maior diferenga ocorreu entre

Kato-Katz com 1 hora em relagdo aos demais, pois ndo foram encontrados ovos.
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Tabela 1 — Numero de ovos por grama de fezes (OPG) de trés de laminas por
técnica de diagndstico coproparasitologico utilizada nas diferentes infecgdes experimentais
(duas réplicas por infec¢do) nos seguintes intervalos de tempo: 0, 12 e 24 horas de
montagem das laminas.

Infecgoes/  SAF SAF SAF Kato-Katz Kato-Katz Kato-Katz
técnica Oh 12h 24h Oh 12 h 24h
Infeccdo 1 312 264 96 0 288 312
216 192 144 0 216 288
Meédia 264 228 120 0 252 300
Infecgao 2 192 168 120 0 240 288
312 264 96 0 288 312
Meédia 252 216 108 0 264 300
Infecgdo 3 312 720 96 0 288 312
840 288 336 0 984 504
Média 576 492 216 0 636 408
Média total 364 312 148 0 384 336
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Figuras 5.53-5.57. Ovos de Schistosoma mansoni. ML. 5.53. Técnica do SAF

dio. 5.54-5.55. Técnica do SAF

,

: Ovos comegam a perder definigdo. 5.56-5.57. Técnica

do KATO-KATZ observado em 24 horas, sem defini¢do clara do miracidio.

observado em uma hora com detalhes do mirac

observado em 24 horas
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Figura 5.58 — Média de ovos por grama de fezes (OPG) encontrada nas leituras de trés
laminas, utilizando as técnicas de SAF e Kato-Katz em 0, 12 e 24 horas de montagem
das laminas. Letras diferentes apresentam diferenca significativa.

38



Tabela 2 — Numero de ovos por grama de fezes (OPG) de trés de laminas por técnica
de diagndstico coproparasitologico utilizada nas diferentes infecgdes experimentais (duas
réplicas por infec¢ao) nos intervalos de 1 e 24 horas ap6s a montagem das laminas.

Infecgoes/  SAF SAF Kato-Katz Kato-Katz

técnica 1h 24h 1h 24 h
Infeccio1l 120 72 0 168
192 120 0 384
168 144 0 48
Média 160 112 0 200
Infeccdo 2 120 48 0 192
168 72 0 216
288 96 0 264
Média 192 72 0 224
Infeccio3 360 336 0 312
384 264 0 336
576 240 0 144
Média 440 280 264
Média total 264 1546 0 2293
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Figura 5.59 — Média de ovos por grama de fezes (OPG) encontrada nas leituras de trés

laminas, utilizando as técnicas de SAF e Kato-Katz em 1 e 24 horas de montagem das

laminas. Letras diferentes apresentam diferencas significativas.
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6. DISCUSSAO

A esquistossomose mansonica foi introduzida no continente americano através de
escravos originarios da Guiné, Angola, antigo Congo ¢ de Mogambique que se estabeleceram
inicialmente nas areas de produ¢do canavieira do nordeste brasileiro. Acredita-se que estas
regides apresentaram condigdes ecoldgicas favoraveis para a instalagdo do ciclo biologico do
parasito (Chieffi & Waldman, 1988).

O tratamento e o controle da esquistossomose se baseia no uso do praziquantel (PZQ),
mas a droga tem atividade moderada contra parasitos jovens (Doenhoff et al., 2008; Manneck
et al, 2010). Outras drogas como a mefloquina (MQ) tém sido testadas com resultados
satisfatorios, diminuindo ou mesmo erradicando as fémeas em experimentos com animais de
laboratério (Keiser et al., 2009). O experimento com drogas t€ém como alvo o tegumento dos
machos porque nem sempre as fémeas entram em contato direto com o microhabitat do
hospedeiro, ja que se encontram quase sempre no canal ginecdforo do macho (Lima et al.,
2011).

Partindo de uma visdo ampla para um diagnostico estrutural do S. mansoni, o estudo
por microscopia eletronica de varredura de machos revelou o corpo com por¢do anterior
formada por uma ventosa oral e outra ventosa ventral ou acetabulo. A presenc¢a de espinhos na
ventosa oral e a observagdo de que na ventosa ventral os espinhos eram menores ou ausentes
na superficie externa, confirmam as observacdes de Miller et al. (1972) e Carvalho et al.
(2008). A presenga de organelas sensoriais observadas na regido entre as ventosas como
descrito no presente trabalho nao foram referidas por Lima et al. (2011).

Nas observagdes por MEV, o macho adulto apresentou numerosos tubérculos com
espinhos dispostos na regido dorsal ao longo do corpo de verme adulto, que diminuem de
expressdo na regido posterior terminal, de acordo com os dados de Carvalho et al. (2008) e
Lima et al. (2011). Os tubérculos dorsais do tegumento do macho tém seu inicio
imediatamente apds o acetdbulo. Nessa mesma area, mas na regido ventral, da-se inicio ao
canal formado pela dobra da propria regido lateral do corpo do macho, o canal gineco6foro,
que alberga a fémea.

O tegumento do S. mansoni ¢ uma estrutura adaptada para absor¢ao de nutrientes e
excre¢ao de substancias, havendo renovagdo constante da superficie externa do sincicio

(Shuha et al., 2000; Faghiri et al., 2010). Proteinas do tegumento sdo responsaveis pela
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manuten¢do da resposta imune ao hospedeiro e pela reposi¢ao dos danos causados a superficie
externa (Hoffmann et al.,, 1996). As multiplas fun¢des do tegumento mostram a importancia
do seu estudo, no entanto, os mecanismos de formacdo dos tubérculos ainda nao estdao bem
explorados.

A superficie normal do tegumento de S. mansoni foi descrita através de MET por
diferentes autores, sendo caracterizado como um sincicio complexo bem dotado de redes
membranosas (Morris & Threadgold, 1968; Hockley, 1973; Kuntz et al,1976; Basch &
Basch, 1982; Sobhon et al., 1984). Na técnica da fluorescéncia com a faloidina conjugada a
TRICT, o tegumento externo se apresentou formado por fibras musculares circulares estando
as fibras longitudinais organizadas por baixo, numa camada mais profunda, confirmando a
descrigdo feita por Mair et al. (2000).

Neste estudo, através das técnicas utilizadas, nos tentamos entender melhor e
evidenciar a origem dos tubérculos em condi¢des naturais € com isso fornecer elementos de
base importantes para futuras comparagdes com estudos farmacoldgicos que venham a ser
realizados no futuro.

O tegumento sincicial do S. mansoni apresentou-se delimitado pelas duas membranas:
a membrana basal subjacente ao tecido muscular e a membrana externa ou plasmatica
superficial. Foi possivel mostrar que a intensa formagdo de vesiculas eletronlucidas,
eletrondensas e corpos alongados na regido proxima ao niicleo sdo importantes organelas na
formacdo dos tubérculos. Estas vesiculas se dirigem através de canais citoplasmaticos para o
tegumento externo, € passam por entre os feixes musculares empurrando a membrana basal e
organelas adjacentes, formando tubérculos projetados no tegumento. As maiores
concentragdes das vesiculas na superficie do tegumento, entre a membrana basal e apical,
estdo em acordo com as observacdes de Hockley et al. (1973), Wilson & Barnes (1974) e
Mclaren (1980).

Alteragdes no tegumento foram descritas devido a tendéncia do parasito em destacar
fragmentos da superficie externa como reagdo a diferentes meios de incubagdo. Kalapothakis
et al.(1988) relataram que a incubagdo em tampao fosfato resultou na formagdo interna de
bolhas e eliminagdo de vesiculas pelo tegumento, além de perda dos espinhos. Manneck et al.
(2010) referiram que o uso de mefloquina alterou o tegumento de esquistossomulos

resultando na diminui¢do do tamanho dos espinhos em todo o corpo;nos machos adultos,
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houve perda dos tubérculos e espinhos, dando aparéncia fibrosa ao tegumento e nas fémeas, a
destrui¢do do tegumento deixou visivel a membrana basal.

Testes com oxaminiquine realizados por Kohn et al (1982) mostraram que as
alteragdes no tegumento ocorrem por desagregacdo do sistema de fibras musculares, intensa
formacdo de vacuolos e edema formando lesdes tipo “bolha”. Relatos semelhantes foram
descritos por Lima et al. (2011) que realizaram testes in vitro da alicina (alho) no tegumento
de vermes adultos de S. mansoni.

A descrigao do processo de formagao dos tubérculos do tegumento do macho em
condi¢des normais, mostram a importancia do estudo desta drea como alvo de futuros estudos
com drogas. E importante enfatizar que na superficie ventral do corpo dos machos onde nio
ocorre a formacdo de tubérculos, o tegumento ¢ mais simples e organizado, com uma camada
muscular mais reforcada que diminuiria a formagdo de numerosos canais citoplasmaticos
responsaveis pelo carreamento de vesiculas para o tegumento externo.

Para o diagnostico laboratorial da esquistossomose mansdnica utiliza-se exames
coproscopicos com andlise parasitologica através de diferentes técnicas qualitativas e
quantitativas. As técnicas qualitativas, geralmente de baixo custo, faceis e rapidas de se
realizarem, identificam a presenca do parasito, mas as técnicas quantitativas, além disso,
preconizam o numero de ovos por grama de fezes (OPG) e possibilitam estimar a carga
parasitaria. Estes dados sdo extremamente importantes como indicadores epidemioldgicos
para avaliacao e aprimoramento das medidas de controle da doenga (Rabello ez al., 2008).

Esta dissertagao ¢ resultado de uma parceria entre a Fiocruz e o governo de Angola, a
fim de promover a capacitacdo e a formacgdo dos profissionais envolvidos no diagnostico e
controle da esquistossomose naquele pais. Devido a este fato, preconizou-se o estudo da
sensibilidade da técnica de Kato-Katz, comparando com uma variante da mesma, ora
denominada SAF, devido a substituicdo do fixador verde malaquita pelo fixador SAF,
empregado anteriormente para protozodrios. A técnica de Kato-Katz ¢ empregada de forma
rotineira no diagndstico da esquistossomose mansodnica, sendo preconizada pela OMS para o
diagnostico laboratorial em campo de areas endémicas (OMS, 2011). No entanto, ndo ¢
possivel, segundo a descricdo da técnica a leitura das laminas imediatamente apos a
montagem das mesmas, sendo necessario no minimo 4 horas de intervalo entre a montagem e

a leitura.
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Nos resultados dos experimentos realizados em fun¢do do tempo, verificou-se que nao
se observa ovos de S.mansoni utilizando a técnica de Kato-Katz com leituras realizadas em Oh
(imediatamente apds a montagem) e com 1 hora ap6s a montagem. Este dado corrobora os
fornecidos pelo fabricante do kit comercial, mas constitui um problema de saude publica, pois
devido a dificuldade de retorno dos pacientes aos centros de diagndstico para realizagao de
tratamento, seria importante a utilizacdo de uma técnica quantitativa de facil realizacdo e
rapida. Com a substituicdo do fixador, a técnica de Kato-Katz passou a adquirir esta
eficiéncia, ou seja, a técnica denominada de SAF (0h), modificada do Kato-Katz, apresentou
os resultados estatisticamente iguais aos de Kato-Katz com 24 horas.

Com os resultados obtidos na andlise das técnicas coproscopicas em fun¢ao do tempo
foi possivel simular e estabelecer diagndsticos rapidos e eficientes com no maximo 1 hora,
promovendo assim, a definicdo da estratégia imediata de tratamento do paciente, avaliando o
grau de morbidade, a partir da carga parasitaria encontrada. Desta forma, também ¢ possivel
verificar a ampliacdo ou redu¢do da area endémica e o planejamento a curto e médio prazo de
acdes de controle.

A aplicagdo da técnica Kato-Katz modificada, denominada de SAF, para o diagndstico
laboratorial da esquistossomose mansonica, serd um desafio a ser conquistado no Hospital
Central Dr. Antonio Agostinho Neto do Lubango, estado da Huila em Angola. Com o
emprego da mesma, serd possivel o diagnostico e o tratamento da esquistossomose mansdnica
de forma rapida e eficiente.

O conhecimento ora adquirido, sobre a morfologia, ciclo bioldgico, diagnodstico
ultrastrutural e laboratorial do Schistosoma mansoni no Instituto Oswaldo Cruz (IOC),
permitira aumentar o leque do conhecimento e informacdo sobre a esquistossomose
mansOnica, em Angola e servira como material metodologico para futuros estudos

epidemiologicos.
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7. CONCLUSOES

O diagnostico ultraestrutural diferencial do S. mansoni é melhor caracterizado nos machos do

que nas fémeas, devido a presenca de tubérculos na superficie dorsal do tegumento.

Em condi¢des naturais, os tubérculos do macho sdo formados por evaginagdes do tegumento
que aparecem entre as fibras musculares circulares e longitudinais, elevando as membranas
basal e apical. Entre as membranas ha vesiculas eletrondensas, eletronlicidas e corpos
alongados formados na regido proxima ao nucleo que chegam a superficie externa do

tegumento através de canais citoplasmaticos.

O canal ginecoforo apresenta espinhos pequenos, uniformes e organelas sensoriais uniciliadas

com a camada entre a membrana basal e a apical mais homogénea.
A técnica quantitativa de SAF (Kato- Katz modificada) ¢ mais rapida e eficiente, permitindo a

melhoria da qualidade do diagndstico da esquistossomose intestinal, a fim de planejar

adequadamente estratégias de tratamento e controle desta doenca.
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