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COMPORTAMENTO EXPERIMENTAL DE AMOSTRAS DE
SCHISTOSOMA MANSON! EM RELACAQO AS FORMAS CLINICAS DE
ESQUISTOSSOMOSE. 1 — ESTUDO EM CAMUNDONGOS

MARIA JOSE CONCEICAQO & JOSE RODRIGUES COURA

Como jd descrevemos em publicagdo anterior { Conceigdo, 1955 J, foram isoladas 20 amos-
tras de S. mansoni de pacientes do sexo masculino com idades entre 13 ¢ 30 anos, autoctones do
distrito de Capitio Andrade, municipio de Itanhomi, no Vale do Rio Doce, em Minas Gerais. Das
amostras, seis eram portadores de esquistossomose-infeccao (tipo I), seis da forma hepatointestinal
(tipo II} e oito da forma hepatoesplénica (tipo I}, adaptadas, inicialmente, a B. glabrata da mes-
ma area.

Cada uma das amostras foi inoculada em 48 camundongos em lotes de 16, respectivamen-
te com 25, 50 e 100 cercdrias, mantendo-se 12 animais ndo infectados, como con tfroles. Apos 90
dias perfundiu-se o sistema porta de 12 animais (quatro de cada lote).

Os animais mortos naturalmente em diversos periodos e a metade de cada lote sacrificada
aos 90 e 180 dias foram estudados através dos seguintes pardmetros. 1 Q) determinacdo dos pesos
de figado, baco, pulmdo e intestino; 20) contagem de ovos em intestinos delgado (proximal e
mediano) e grosso (distal).

O nimero de vermes obtidos pela perfusdo nos trés grupos foi em média de 21 , 9%, 22%
e 17.8% para os tipos I, Il e Ill. A mortalidade natural média dos camundongos submetidos a infec-
cdo com 25, 50 e 100 cercdrias, foi respectivamente, I 24%, 23,2% e 40,2% para o grupo I, de
4, 7%, 19,3% e 22,2% para o grupo Il e 11,4%, 29,5% ¢ 41,6% para o grupo III apresentando-se,
portanto, proporcional aos inéculos.

O peso dos 6rgdos dos animais infectados bem como o numero de 0vos de S. mansoni foi
sempre proporcional ao indéculo e a contagem mais elevada nas partes mediana e proximal do intes-
Hno nos trés grupos.

Concluiu-se que ndo houve correlacdo entre as formas clinicas da esquistossomose € 0
comportamento das amostras de S. mansoni em camundongo, ressal tando-se que as alteragoes para-
sitolégicas encontradas foram proporcionais ao indculo empregado e ao tempo de infecg¢do, eviden-
ciando os aspectos quantitativos na determinagdo da doenga.

Palavras-chave: esquistossomose — comportamento experimental — amostras de Schistosoma mansoni —
camundongos — formas clinicas

Diversas publica¢des tém mostrado diferencas entre cepas geogrificas de S. mansoni no
que se refere a patogenicidade em mamiteros, evidenciadas nas publica¢gGes, entre outros, de Saoud
(1965), Warren (1967), Magalhdes & Carvalho (19694, b), Anderson & Cheever (1972), Lemos-
Neto (1975), além de Andrade & Sadigursky (1985).

Os estudos de correlacdo entre o comportamento experimental de cepas de S. mansoni
e formas clinicas da esquistossomose sdo relativamente poucos e recentes. Costa (1980); Costa &
Katz (1982); Costa, Rocha & Katz (1984), compararam em camundongos cepas de 5. mansoni de
Belo Horizonte de pacientes com as formas toxémica, intestinal e hepatoesplénica e nao observa-
ram diferencas significativas entre essas cepas.

Na presente pesquisa nosso objetivo foi determinar a existéncia ou nao de correlagdo en-
tre 0 comportamento experimental em camundongos de. amostras de 5. mansoni com a gravidade
da doenca dos respectivos pacientes de quem foram isoladas.

MATERIAL E METODOS

Foram isoladas 20 amostras de S. mansoni, seis de pacientes com a forma intestinal (tipo
I), seis outras de pacientes com a forma hepatointestinal (tipo II) e oito de pacientes com a forma
hepatoesplénica (tipo I1I).

Trabalho realizado com auxilio financeiro do CNPq nos Departamentos de Medicina Tropical do Instituto Oswal-
do Cruz — Caixa Postal 926, 20000 Rio de Janeiro, R}, Brasil e Medicina Preventiva da UFRIJ.

Recebido para publicacdo em 28 de maio e aceito em 11 de setembro de 19835.
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A partir das fezes procedentes de cada um dos 20 pacientes foram obtidas a eclosdo e con-
centracdo de miracidios pela técnica de Chaia (1956).

Para cada uma das amostras um total de 20 bionfaldrias (didmetro de 0,7 a 1¢m) da linha-
gem L, foram expostas, individualmente, a cinco miracidios.

Para cada uma das 20 amostras foram infectados experimentalmente 48 camundongos
albinos, machos, de 21 dias, com peso varidvel entre 8 e 11 gramas, infectando-se 16 com 25 cer-
cérias, 16 com 50 e 16 com 100 cercdrias, mantendo-se ainda um grupo-controle de 12 camundon-
gos para cada amostra. No total foram estudados 1.200 animais, ou seja 60 para cada uma das

amostras (960 infectados e 240 controles).

Para infeccdo dos camundongos de cada amostra obtinham-se cercdrias dos respectivos
grupos de moluscos, que eram contadas em nimero de 25, 50 ¢ 100 e colocadas em recipientes
individuais de plastico, com didmetro de 4,5cm e altura de 2cm, com um orificio lateral de 0,5cm
de didmetro para introdugdo da cauda do camundongo. ApoOs a contagem das cercarias acrescen-
tava-se dgua desclorada até o nivel inferior ao do orificio e procedia-se & homogeneizagdo do li-
quido.

O contacto da cauda do camundongo com o liquido sob a a¢do do foco de luz tinha a

duracdo de 60 minutos. Decorrido esse prazo o animal era retirado e o liquido era corado com
lugol e anotado o numero de cercdrias que persistiam no recipiente para se estimar o total de cer-

carias que penetraram.

Decorridos 90 dias de infec¢do procedeu-se & perfusdo do sistema porta de 12 camundon-
gos de cada grupo, dos quais quatro infectados com 25 cercdrias, quatro com 50 e quatro com 100,
empregando-se a técnica de Radke, Berrios-Duran & Moran (1961) adaptada por Paraense & Cor-
réa, no Departamento de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz. Contavam-se 0s vermes machos

e fémeas (por meio de microscopio estereoscépico, marca Zeiss com aumento de 160 vezes), os
quais eram mantidos em solugéo salina a 0,9%, em frascos individuais para cada amostra.

Avaliamos a viruléncia pelo nimero de dias que os animais sobreviveram apos 0 término
do periodo pré-patente.

A metade dos demais animais dos grupos infectados e dos controles foi sacrificada por
secdo medular aos 90 dias e o restante aos 180 dias. O peso do figado, bago, pulmao e intestino
foi determinado em grama através de uma balanga analftica (marca Owa Labor). B

Para a contagem de ovos de S. mansoni no intestino trés segmentos de 2¢m foram seccio-
nados, distendidos e comprimidos entre ldmina e laminula das seguintes partes: a) proximal (abaixo
do piloro), b) mediana (distincia média entre o piloro e o ceco), e ¢) distal (distancia média entre
o0 ceco e o 1eto), segundo adaptacdo da técnica de Brener (1956).

RESULTADOS

. Os resultados encontrados no decorrer desta pesquisa foram submetidos a andlise da va-
ridncia considerando-se os componentes das diferengas das médias entre os grupos e dentro dos
grupos (residuos). Apds a determinagdo da razdo de varidncia (F), entre os diversos fatores estu-
dados e os residuos, naqueles casos onde se encontraram diferencas significativas para um nivel
ge 0,05, procedeu-se A andlise de contrastes entre as médias dos grupos, de acordo com o teste £

¢ Student.

No grupo I a média de vermes através da perfusdo do sistema porta dos camundongos
ao final de 90 dias de infec¢do com o indculo de 25 cercdrias foi de 10,25% de machos ¢ 10,90%
de fémeas com um total de 21,15%; com 50 cercdrias foi de 6,08% de machos e 12,40% de fémeas,
com um total de 18,48%, e com 100 cercdrias, 10,65% de machos e 8,69% de fémeas, totalizando

19,34%.

No grupo II, com 25 cercérias obtiveram-se por perfusdo 9,5% de vermes machos e 8,0%
de fémeas, num total de 17,5%. Com 50 cercdrias perfundiram-se 13,0% de vermes machos e 6,6%
de fémeas, alcancando 19,6%. Nos animais infectados com 100 cercdrias obtiveram-se 7.05% de

‘machos e 10,0% de fémeas, somando 17,05%.

No grupo III, com 25 cercdrias recuperaram-se 16,0% de machos ¢ 11,0% de fémeas, so-
mando 27,0%. Com 50 cercdrias, 17,5% de machos ¢ 10,5% de fémeas, num total de 28,0%. Com
100 cercarias houve 9,5% de machos e 7,7% de fémeas e um total de 17,2%. Os dados referentes

a perfusio de vermes encontram-se na Tabela 1.

A razdo de varidncia (F) igual a 7,5 ndo mostrou diferenca significativa entre 0s grupos
(p > 0,05); no entanto, essa diferenga existiu em rela¢do a varidncia do inoculo, comparada a dos
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residuos, O contraste entre as médias dos indculos pelo teste ¢ indicou diferenca significativa para
o indculo de 100 cercdrias em relacdo aos de 50 e 25 (X3 -X;:t = 0,5<0,05%; -X;:1t=0,3
< 0,05).

TABELA |

Niimero e percentual médios de vermes obtidos apds 90 dias de infecgdo no sistema por-
ta de camundongos intectados com 25,50 ¢ 100 cercdrias de amostras de S. mansoni iso-

ladas de pacientes dos grupos [, 1T e 111

Indeulos
25 50 100
NOde | Desvio N© de | Desvio N@de | Desvio

G 6 _ % : - 9
™MPO | Vermes | Padrao % Vermes 3 Padriao & Vermes | Padrao &
| 5,7 (1,6 21.1 11,3 (3,2 13,4 16,2 (3,1) 195
I 4,7 {24y 175 10,2 (5,13 196 19,2 (4.4) 17,0
11 6,2 (3,1 27,0 12,9 (44) 28,0 7.3 4.8) 17,2

Total 3,5 (2,4 21,9 11,5 (4,3) 22,0 17,1 (4,10 178

F =75 > 0,05 (NS).

Entre os camundongos do grupo I ocorreu a média de morte natural de 12,4%, 23,2% e
40,2% nos infectados, respectivamente, com 25, 50 e 100 cercdrias, com sobrevida média dos ani-

mais de 106.8; 87,2 ¢ 66,1 dias.

Nos animais do grupo II a média de mortalidade foi de 4,7%, 19,3% e 22,2% nos infec-
tados, respectivamente, com 25, 50 ¢ 100 cercdrias, com sobrevida média dos animais de 88,6;
609 e 94,1 dias.

Nos animais do grupo 111 a média de mortalidade foi de 11,4%, 29,5% ¢ 41,6%, nos infec-
tados respectivamente, com 25, 50 e 100 cercdrias, com sobrevida media dos animais de 67.6,
587 e 67,4 dias. N3o se registrou mortalidade nos controles dos trés grupos de infecgdo (Tabela
I1).

A razdo de varidncia (F) foi de 4.6, sendo maior que a probabilidade de 0,05, portanto,
ndo significativa (NS) quando comparada a variancia dos restduos (dentro dos grupos).

A andlise de varidncia referente aos componentes das diferencgas entre as médias de ani-
mais mortos, naturalmente, apds a infecgdo com as amostras dos trés grupos, revelou razao de
varidncia (F) de 5,1 > 0,05. Esse resultado ndo indicou diferenga significativa entre os grupos.

TABELA II

Distribuicdo da média de mortalidade natural de camundongos infectades com 25,30 ¢
100 cercdrias de amostras de S. mansoni isoladas de pacientes dos grupos |, [ e HI

Sobrevida média Numero de animais mortos
Inoculo . .
o Desvio ;o Desvio 0
Dias Padrio Media Padrio %
Grupo |
25 106,8 (0,3) 1.5 (0.1) 12,4
50 87,2 (0,6) 2.8 (0.4) 23,5
100 66.1 . (0,4) 4.8 (0.5) 40,2
Grupeo Il
25 88,6 (0,5) 1,0 (0,3) 4.7
50 60,9 (,04) 2,3 (0.3) 19,3
100 94,1 (0,5) 2,6 (0,4) 22,2
Grupo 111
25 6&7.6 (0,5) 1,3 (0,2) 11,4
50 58,7 (0,4} 3.6 (0.6) 29,5
100 67.4 (0.4) 5,0 (0.5) 41,6

F=46 > 0,05NS; F=35,12> 0.05NS.
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Na Tabela III apresenta-se 0 nimerc mediano de ovos de S. mansoni em intestinos proxi-

mal, mediano e distal nos camundongos sacrificados ao final de 90 e 180 dias, pertencentes aos
grupos I, II e I1I, com os indculos de 25, 50 e 100 cercarias.

TABELA Ii1

Distribui¢io do mimero mediano de ovos de S. maensoni em intestino delgado (proximal
e mediano) e grosso {distal) de camundongos infectados com 25, 50 e 100 cercdrias de
amostras iscladas de pacientes dos grupos 1, 1T e 11l

Tempo de infecgao (dias)

.

) 20 180
Numero de -
Cercarias Nimero de ovos no intestino Numero de ovos no intestino
Proximal L Mediano Distal Proximal Mediano Distal
Grupo |
25 136,0 169,5 0,0 215,0 221.5 11,0
50 196.0 332,0 1,0 342,5 298,0 41,0
100 868,5 1.068,5 0,0 830.0 753,5 35,0
Grupo 11
25 53,0 208,35 6,5 63,0 2175 3,5
50 179,0 400,5 16,5 3335 410,90 56,0
100 643,0 907,0 48,0 297,0 478,5 90.5
Grupo 111
25 181,0 265,0 1,5 178,53 245,0 35,0
50 305,0 718,0 72,5 613,5 887,0 50,1
100 867,5 B78.,5 163,5 943.0 1.353,0 77,0

F =132 > 0,05 (NS).

Nas amostras do grupo I, apés 90 dias de infecgao, com os indculos de 25 a 100 cercarias,
o numero mediano de ovos variou de 169,5 a 1.068,5; no grupo Il de 208 a 907 e no grupo 111 de
265 a 878,5. Apos 180 dias, no grupo I a variagdo foi de 221,5 a 753,5 no grupo I de 217 a 487,5
e no grupo 11 de 245 a 1.353.

Realizou-se a andlise de varidncia dos componentes das diferenc¢as entre as médias do
ntimero de ovos de S, mansoni por grama de fezes em intestino delgado (proximal e mediano), e
em intestino grosso (distal). A razdo de varéncia (F) igual a 3,2 (> 0,05), ndo mostrou diferenca
significativa entre os grupos. Essa diferenca, também, ndo ocorreu ao se considerar, como fonte
de variagdo, o tempo de infecgdo. No entanto, essa diferenga foi significante em relagéo ao inéculo.

Foram assinaladas na Tabela IV as varia¢Oes das médias de peso (em grama) de figado,
bago, pulmao e intestino dos camundongos submetidos a infecgdo com 25, 50 e 100 cercdrias ¢ dos
grupos-controle, apés o tempo de infecgdo de 90 e 180 dias.

A média do peso de figado nas amostras do grupo I apds 90 dias, com os inoculos de 25 a
100 cercdrias, foi de 1,60 a 1,89 (grupo-controle 1,38). No grupo Il de 1,74 a 2,30 (controle 1,62)
e no grupo III variou de 1,76 a 1,91 (controle 1,55). Depois de 180 dias de infecgdo no grupo | a
variacdo foi de 1,78 a 2,23 (controle 1,61); no grupo II, 1,88 a 2,19 (controle 1,87) e no grupo I1I,
1,56 a 1,75 (controle 1,57).

A anilise de variancia dos componentes das diferencas entre as médias de peso de figado,
baco, pulmio e intestino dos camundongos, ao final de 90 e 180 dias, indicou o valor da razdo de
var{incia (F) igual a 4,9, ndo significativo entre os grupos, ao nivel de 0,05, quando comparado aos
residuos.
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TABELA IV

Distribuicdo do peso médio de figado, baco, pulmdo e intestino de camundongos infecta-
dos com 25, 50 e 100 cercarias de amostras isoladas de pacientes dos grupos I, 11 ¢ 111

Tempo de Infecgao (Dias)

Nimero de 90 180 -

cercarias Peso dos orgdos (g) Peso dos orgdos (g)

S

JLFi’gac:it::n Bagnl Pulmﬁnl [ntestino 1. Figado | Bago Pulmﬁ'nl Intestino

Grupol
25 1,60 0,18 0,22 4,80 1,78 0,20 0,21 5,44
50 1,64 0,22 0,23 5,43 2,23 (0,26 0,23 6,81
100 1,89 0,24 0,27 5,84 1,92 (0,32 0,23 6,47

Controle 1,38 0,15 0,20 4,58 1,61 0,14 (3,19 5,12

Grupo Il

25 1,74 0,21 0,21 4,96 1,88 0,25 0,21 4,92

50 2,30 0,32 0,23 5,89 2,19 0,22 (0,22 5,19

100 2,02 0,33 0,26 5,99 2,10 0,27 (0,23 5,67

Controle 1,62 0,16 0,19 4,63 1,87 0,17 0,21 5,29
Grupo II1

25 1,77 0,26 0,24 5,81 1,56 0,18 0,20 5,50

50 L76 0,26 0,25 5,49 1,59 0,27 0,25 5,55

100 1,91 0,26 0,25 5,50 1,75 0,34 0,32 6,17

Controle 1,55 0,13 0,19 4,43 1,57 (0,16 0,23 5,33

F =4,9 > 0,05 (NS).

DISCUSSAQ

Ao se considerar a infec¢do esquistossomoética em camundongos, assinalou-se o periodo
pré-patente, verificando-se que o tempo médio de elimina¢do de ovos nas fezes ocorreu em torno
de 35 a 40 dias nos trés grupos, com positividade de maior nimero de animais infectados com ino6-

culos de 50 e 100 cercdrias.

- A infectividade foi o critério que expressamos pelo numero de vermes recuperados em
sistema porta 90 dias apds a exposi¢do as cercdrias. Nao houve diferenca significativa nos trés gru-
pos, do mesmo modo que os resuitados de Costa (1980); Costa & Katz (1982); Costa, Rocha &
Katz (1983) ao compararem linhagens de S. mansoni de Belo Horizonte de pacientes com as for-
mas toxémica, intestinal e hepatoesplénica. No que se refere 4 perfusdo de vermes machos e té-
meas, destacou-se o percentual de vermes recuperados, varidvel de 16 a 25% nos inoculos de 25, 50
e 100 cercdrias, 0 que se aproximou da média em torno de 20%, registrada por Kuntz, Huang &
Moorte (1979), além de Stirewalt, Shepperson & Lincicome (1965).

A distribuicdo do peso médio em figado, baco, pulmao e intestino indicou aumento pro-
porcional, sobretudo em figado, aos in6culos de 50 e 100 cercdrias nos animais dos grupos 1, 11 e
[1} ao final de 90 e 180 dias. Nao se distinguiram diferencas no peso dos Orgdos entre os animais
dos diversos grupos. O peso dos drgdos também foi considerado por Warren (1967) ao estudar
cepas de Porto Rico, Brasil, Egito e Tanzinia, obtendo maior peso de figado € bago, com a cepa do
Brasil (BH).

No decorrer do estudo em camundongos verificamos que as amostras foram homogéneas
em sua capacidade de penetragdo no hospedeiro e na patogenicidade.

SUMMARY

Twenty isolates of Schistosoma mansoni were obtained from patients, all males 13 to 30
years old, autochtonous from the Village of Capitdo Andrade, municipality of Itanhomi, state of
Minas Gerais, where an evolutive study of Manson’s schistosomiasis is being performed since 1973.
The isolates came from six patients with schistosome-infections (type I), six with the hepato-
intestinal form (type II), and eight with the hepaoesplenic form (type 11I).
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Each isolate was inoculated in mice divided in three groups of 16, exposed to 25, 50 and
100 cercariae, respectively. Controls were 12 uninfected mice. After 90 days adult worms were
recovered from the portal by perfusion, from four mice of each experimental groups.

Mice dying at various intervals and half of the rest f mice in each group sacriticed on the
90th and the 180th days were studied according to the following parameters: 1) weight of liver,
spleen, lung and intestine; 2) egg count in the small intestine (proximal and medial) and large

intestine (distal}.

The average numbers of worms obtained by perfusion from groups I, 11 and 1l were
21.9%, 22% and 17.8% respectively. The average natural mortality rates of mice submitted to

infection with 25, 50 and 100 cercariae were, respectively, 12.4%, 23.2% and 40.2% for group I,
4.7%, 19.5% and 22.2% for group Il and 11.4%, 29.5% and 41.6% for group [1I, being therefore

proportional to the inocuia.

The weight of the organs of the infected animals and the number of S. mansoni eggs was
always proportional to the inoculum and the highest number of eggs were found in the median and
proximal portion of the intestines in all three groups.

The conclusion was the following: there was no correlation between the clinical forms of
schistosomiasis and the behaviour of the isolates of S. mansoni in mice, the parasitological alter-
ations being proportional to the inoculum used and the duration of the infection.

Key words: schistosomiasis — experimental behaviour — isolates of Schistosoma mansoni
-~ mice — clinical forms
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