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SCHISTOSOMA MANSONI: RESISTENCIA CUTANEA EM GCAMUNDONGOS
PORTADORES DE INFECGCAO PRIMARIA

Silvia E. GERHEN (1) & Tomaz A. da MOTA-SANTOS (2)

RESUMO

No presente trabalho avaliou-se a resisténcia cutinea de camundongos ao
Schistosoma mansoni, usando-se a orelha como sitio de infeccio e de recuperacio
de esquistossOmulos através da incubacio de seus fragmenios em recipiente pos-
to em contacto com Elac tamponado com Hepes.

Essa téenica mostrou-se eficiente na discriminacio do mimero de esguistoss-
mulos recuperados de camundongos normais e de camundongos previamente in-
fectados (camundongos imunes), quando comparada 3 técnica de recuperagic de
parasitas através da digestdo da pele em meio contendo colagenase. Através dessa
téenica, verificou-se que camundongos imunes reduzem o parasitismo do primeiro
a0 sétimo dia apds a reinfecgio (42 a 46%). Essz resisténcia foi observada em
portadores de infecgfo bissexuada (6> a 152 semanas) e unissexuada (33* e 34" se-
manas) e em linhagens isogénicas (C57 BL/10, CBA e F, do cruzamento CBA x
DBA/2) e nio isogénica (Swiss).

Revelando-se apropriadas ao estudo da resisténcia anti-esquistossomdtica que
se manifesta ao nivel da pele, sugere-se que orelhas possam ser utilizadas como
via de infeceio em experimentos que visem analisar os fatores que participam
da imunidade de camundongos ac S. mansoni.

UNITERMOS: Schistosoma mansoni; Resisténcia cutdnea; Recuperagdo de esquis-
tossbmulos da pele.

INTRODUCAO

Animais de laboratério desenvolvem resis-
téncia ao Schistosoma mansoni que se traduz
por uma reducdo no mimero de parasitas apds
reinfeccio 20,

Essa resisténeia pode manifestar-se preco-
cemente na pele de camundongos, 48 horas apés
a reinfecciio 10,1218, Recentemente, verificou-se
que orelhas de camundongos sfo adequadas ao
acesso das cercdrias, 3 migracdo dos parasitas,
como também apropriadas 4 recuperacio dos
esquistossémulos resultantes da infecgio 11,

Utitizando essa metodologia, investiga-se
neste trabalho a orelha como sitio de expressao.
da imunidade precoce de camundongos ao S..
mansoni.

MATERIAL E METODOS
Cercirias

Cercdrias do S. mansoni (cepa LE, Belo Ho-
rizonte, MG, Brasil) foram obtidas de Biom.
phalaria glabrata, e concentradas 1,
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Camundongos

Foram utilizados camundongos machos,
com 60 dias de idade no inicio dos experimen-
tos, de linhagens isogénicas — C57 BLy/ 1), CBA,
F, do cruzamento CBA x DBA/2 — e nio iso-
génica — Swiss, mantidos em nossa coldnia.

. Usaram-se animais normais e infectados por
meio de injegdo sub-cutinea de 15-20 cercérias
do S, mansoni.

Infecgio dos camundongos

A exposicBo de orelhas de camundongos
normais e portadores de infecgdo primdria (ani-
mais imunes) a cercdrias foi realizada segundo
técnica descrita em detalhes por GERKEN et
al.! e que, em resumo, consta do seguinte: ca-
mundongos previamente anestesiados eram pre-
508 & uma tdbua de modo que uma de suas
orelhas ficasse imersa numa suspensio com cer-
ca de 250 cercdrias. Decorridos 50 minutos de
contacto com as cercdrias, os camundongos
eram remaevidos e transferidos para gaiolas, on-
de eram mantidos até o momento da recupera-
¢Ao dos parasitas.

Recuperacio dos parasitas

As recuperactes dos esguistossomulos das
orelhas infectadas foram realizadas no periodo
de um a sete dias de posinfecciio, de acordo
com técnica descrita, em detalhes, anteriormen.
te . Orelhas infectadas de camundongos manti-
dos sob anestesia eram removidas cirurgicamen-
te e reduzidas a fragmentos de 300 micrémetros
em midquinag apropriada. Os fragmentos eram
incubados a 37°C por guatro horas em solucao
salina de Earle contendo 0.5% de hidrolisado de
lactoalbumina, uma unidade/m] de estreptomi-
cina e uma unidade/ml de penicilina (Elac) e
tamponada com Hepes em pH 7.4, Apss esse
tempo, a solucio de incubacio era centrifugada.
Em seguida, realizavase a contagem dos es
quistossémaulos contidos no sedimento.

Em alguns experimentos, os esquistossému-
los foram obtidos das orelhas segundo método
de SMITHERS & GAMMAGE ¥: as orelhas re-
tiradas dos animais anestesiados eram picota-
das em frascos contendo meio pars cultura de
células (RPMI — 1640), previamente tampona-
do com Hepes e contendo 5% de soro fetal bo-

vino, estreptomicina, penicilina e 0,05% de co-

lagenase. Apds incubagio durante a noite em
estufa de CO, mantida a 37°C, o liguido recolhi-
do de cada frasco era centrifugado. Procedia-
se, entdo, & contagem dos esquistossémulos do
sedimento.

A imunidade adquirida era calculada atra-
vés da seguinte férmula:

: MEC — MEI

% imunidade = x 100
MEC

na qual MEC e MEI significam médias de para-
sitas recuperados dos grupos de camundongos
normais e imunes, respectivamente.

Anilise estatistica

Para avaliar o grau de significincia dos en-
salos de imunidade adquirida ac nivel da pele,
empregou-se 0 teste “t” de Student.

RESULTADOS

Avaliou-=se a expressao da imunidade em ore-
lhas de camundongoes expondose animais nor-
mais e portadores de infeccfio primdria as cer
carias e recuperando.se esquistossdmulos da
pele entre 0 1° & 0 7° dia apds a infeccio. Re
cupera-se menor numerc de parasitas da pele
de camundongos imunes que da pele de camun-
dongos normais submetidos & mesma carga pa-
rasitdria. As diferengas entre os dois grupos
(imunidade) variam de 42% a 46% (Figura 1).

A Tabela 1 mostra que apesar de ¢ empre-
go de colagenase para a digesto da pele ter

- possibilitado maior recuperagio de parasitas, os

niveis de imunidade observados na pele digeri-
da por essa enzima s&o semelhantes agueles ob-
tidos quando fragmentos foram incubados em
contacto com Elac. Esses resultados demons.
tram a capacidade de discriminacio do mimero
de parasitas recuperados dos grupos de camun.
dongos normais e imunes, por gualquer das
duas técnicas.

A investigacio quanto 3 resisténcia i reinfec-
¢éo de camundongos em diferentes fases da in-
fecgio primdria mostrou reducio no niimeroc de
esquistossbmulos da pele, variando de 31 a 55%,
no periodo de 6 a 15 semanas apds exposicio
prévia ao S. mansoni (Tabela 2).

Nz Tabela 3 verifica-se imunidade cutinea
em camundongos de linhagens isogénicas e nio
isogénica, .
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Fig. 1 -- Recuperagio de Schistosoma mansoni da pele de
orelhas de c¢amundongos normais e com iInfecgiio cronica.
Orethas de camundongos normais (e e) & com 12
semanas apds infecgiio primdria com S. mansoni (e .... )
foram expostas a 250 = 18 cercdrias por 50 minutos. Nos
dias seguintes elas foram coletadas e seus fragmentos incu-
bados em Elac a fim de se recuperarem os esquistosso-
muloes (0 = 7 a 9.

' *p << 005

tp < 0,01

Os dados contidos na Tabela 4 revelam re-
ducdo significativa do niimerco de parasitas re-
cuperados de orelhas de camundongos portado-
res de infeccio primdria por cercarias de um sé
sexo, em dois dos seis experimentos executados.

DISCUSSAO

A anidlise dos eventos que ocorrem na pele
mas primeiras horas apds a infeccdo se torna
essencial para o entendimento da imunidade ao
S. mansoni, desde que a resisténcia ao parasita
pode se expressar nesse locall,12,18

Com a finalidade de desenvolver um mode-
lo experimental para o estudo da imunidade an.-
ti-esquistossomdtica, a pele das orelhas de ca-
mundongos foi investigada como via de acesso
20 parasita e como local de recuperacic dos
esquistossémulos por meio da incubacio de seus
fragmentos em contacto com salina Il

No trabalho presente, o emprego dessa téc-
nica permitiu verificar reducfo significativa do
parasitismo em camundongos portadores de
infecciio cronica quando expostos a cercdrias
do S. mansoni (Figura 1, Tabelas I, II e III).

TABELA I
{Obtencio de esquistossdémulos da pele de orslhas de camundongos pormais e com infecgdo cronica apds digestdo enzi-
mitica ou incubagio em Elac

Fragmenios das orelhas incubadas em:

Colagenase Elac
Experimentos
Camundongos % de Camundongocs % de
Normais JInfectades redugéo Normais Infectados redugéo
1 _ 34 + 14 18 + 09 47 22 = 07 13 = 07(*) 41+
H] 80 *+ 16 38 + 18 52* 33 + 08 14 =+ 08 5g*

(a) média = db

Orelhas de rcamundongos normais ou portadores de infecgio cronica (12 semanas apds infeccio primdria) foram expostas

a 250 + 20 cercérias por 50 minutos,

Dois dias apds, os esquistossdmulos foram recuperados de frapmentos de ore-

lhas submetidos a digestdo enzimética (colagenase) por' 16 horas ou incubados (em Elac) por 4 horas (n = T a 10}

TP < 005 T p < 001

Morte de esquistossOmulos na pele ja havia
sido sugerida por GHANDOUR & WEBBELZ e
GLEGG & SMITHERS 3, quando constataram,
pela prova de exclusio do corante, morte de
cerca de 30% dos esquistossdmulos poucos mi-
nutos apds sua penetracio na pele de camun-
dongos normalis, € comprovada por SMITHERS
& GAMMAGE 8 ¢ SMITHERS & MILLER ¥ ao
observarem que grande parte das cercdrias que
penetravam em camundongos normais nio era
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recuperada da pele digerida por colagenase, dois
dias apds a infecciio. Utilizando a metodologia
de recuperagio de esquistossémulos que mi
gram de fragmentos de tecidos para um meio
salino, GERKEN et al. ! evidenciaram também
que um grande mimero de parasitas que pene
traram niao era recuperado de orelhas de ca
mundongos normais. Nos cammindongos esquis
tossomdticos hd um acréscimo dessa elimina
¢fo inicial (“ndo especifica™), que se deve aos
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TABETLAIL
Recuperago de Schistosoma mansoni da pele de oreihas de camundongos esquistossomdiicos diferentes fases da
infecgio primdria

Semanas apds infeccdo Esquistossémules recuperados
% de imunidade.
Camundongos normais Camundongos infectados

4 48 + 12 46 £ 14 (%) —_

6 63 = 25 32 + 22 54*

] 54 4 12 28 + 07 48*
g 42 + 15 20 = 16 Ba**
10 43 + 06 27 + 04 37**
12 47 = 10 21 =09 h5**
13 44 + 12 26 =+ 11 : 41**
14 ) 32 = 07 17+ 11 47*
15 32 + 07 22 + 08 31*

(a) meédia + dp
No segundo dia apds a infecgio, orelhas de camundongos normals ou com infecgio crénica foram coletadas a fim

de se recuperarem o8 esquistossdmulos por incubagio de seus fragmentos em Elze. (n = 7 & 9).
TP <005 *tp 0N

TABELA III
Recuperagio de esquistossdmulos da pele de orelhas de camundongos de linhagens isogénicas (CBA e F, — CBA x
DBA/?) e nfo isogénica (Swiss) normais e com infecciio eronica

Linhagem Semanas apds a Esquistossémulos recuperados
dos infeeciio - % de
ocamundongos primdria Normais Infectados imunidade

CBA 8 4T &+ 06 27 + 08 (=) 43**
12 88 = 20 47 + 14 © B

F, o 8 9 + 14 5¢ + 15 . 457>
14 92 + 13 54 + 20 42

Swiss 8 87 + 17 59 + 13 32**
14 63 = 15 4] + 12 35*

(a) média = dp
Crelhas de camundongos normais ou com infecgdo cromica foram expostas a cercdrias.
-No segundo dia apés, os esguistossémulos foram recuperados de fragmentos de orelhas incubadas em Elac (n == 7 a 10).

*p <005 **p <001

TABEDLA IV
Recuperacio de esguistossbmulos da pele de orelhas de camundongos normais e portadores de infecgio esquistosss-
tica primdria com cercirias de um sé sexo

Nimero do Infec¢do primgria - Esquistossdmulos recuperados ” de
experimento Semanas apds Sexo das cercdrias (n.o) Normais Infectados imunidade
1 14 o (15 + 05 36 = 23 37 -+ 09 (=) —

2 26 o (12 = 04) 40 = 10 36 + 11 16
3 13 W (12 =+ 03) 54 + 15 40 + 12 28

33 e (15 = 08} 48 4+ 11 22 & 10 55**
4 33 =] (13 = 0T 45 + 10 38 = 11 16
5 34 o* (18 = 05) 82 x 21 31 = 13 63+

(a) meédia + dp
Orelhas de camundongos normais ou infectados com cercdrias de um 56 sexo foram expostas a cercérias.
No segundo dia apds, os esquistossdémulos foram recuperados de fragmentos de orelhas incubados em Elac (n = 7 a 9).

Tp < 600

efeitos da infec¢fo primdria (Figura 1, Tabela ¢io primdria cronica gue em animais normais,
IT). Esses achados estio de acordo com SMI-  apés recuperarem esquistossdomules da pele tra-
THERS & GAMMAGE ¥ que observaram me- fada com colagenase.

nor parasitismo em camundongos com infec- i
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A esses achados se contrapdem 0Os resulta-
dos obtidos por DEAN & MANGOLD ¢, quando
auto-radiografaram Jrgios de camundongos
imunes submetidos a reinfeccdo com cercdrias
marcadas com ¥3e. Julgaram esses autores que
haveria pouca ou nenhuma eliminacgdo de es-
guistossémulos na peie de camundongos irmu-
nes. A técnica utilizada.por esses autores nfio
discrimina entre os focos originados de esquis-
tossdmulos mortos ou vivos. Parasitas mortos
radioativos ou seus fragmentos radioatives po-
dem impressionar o filme de auto-radiografia
do mesmg modo como parasitas vivos radioati-
ves encontrados no tecido infectado. Observa-
ram no sexto dia igual nmimero de focos nos pul-
mdes de camundongos imunes e normais. Con-
tudo, ndo recuperaram nesse sitic numero de
esquistossdmulos equivalentes ao de focos. Es-
ses resultados nos fazem pensar que nem fo-
dos os focos radioativos pela leitura auto-ra-
diografica sio indicadores de parasitas vivos
nos tecidos. Além disso, a semelhanca quanto
aos numeros de parasitas obtidos dos pulmdes
€ do sistermna porta, tanto em eamundongos nor-
mais como também nos imunes, indica que a
redugho do mimero de esquistossbmulos nos
pulmbes nio é um artificic de técnica. Parece,
porfanto, que no sexto dia, parte dos parasitas
em camundongos imunes ja nio € recuperada
por perfusio dos pulmdes e poderia ter sido
eliminada em periodo pré-pulmonar, mais pré-
ximo da reinfeccdo.

Comparado & técnica descrita em 1980 por
SMITHERS & GAMMAGE 8, o método utilizado
neste trabalho mostrou-se similarmente eficien-
te em discriminar diferengas no niimero de pa-
rasitas recuperados de camundongos normais
e imunes (Tazbela I). '

Imunidade cuténea em camundongos es-
quistossomoticos foi observada, inicialmente,
. na 6" semana apds a infecglo primdria e
se manteve até os experimentos realizados
na 15 semana (Tabela II). De maneira geral,
esses animais desenvolvem resisténcia méxima
. em seis a oito semanas e a conservam por mais
de um ano apds exposicio as formas infectan-
tes s, : '

O aparecimento da imunidade cutinea em
camundongos com infecciio bissexuada (Tabe-
Iz II) coincidiu com. a fase na qual as fémeas
adultas iniciam a postura de ovos 2 Entretanto,
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animais com infecgio unissexuada apresentam
freqiientemente graus de imunidade inferiores
aos observados naqueles com infeccdes bisse-
xuadas 18,1415, A refenciao de ovos, principal-
mente ao nivel do intestino, e os antigenos por
eles liberados poderiam estar exercendo efei-
to potenciador (“adjuvante”) de mecanismos
gue ja se encontrariam previamente ativados
nos hospedeiros por cercarias, equistossdmulos
e/ou vermes. Entretanto, nas infecgbes unisse-
xugdas, niveis significativos de imunidade fo-
ram observados em camundongos apenas guan-
do o periodo entre a infeccho primdria e a
reinfeccdo foi igual ou superior a 33 semanas
(Tabela IV). Esses resultados sugerem que a
sensibilizacfo provocada por ceredrias, esquis-
tossOmulos e vermes parece nio ser suficiente-
mente intensa para provocar niveis elevados de
imunidade cuifnea e que o aparecimento de
resisténcia na pele seria antecipado pela pos-
tura de ovos pelas fémeas.

Nas infecctes bissexuadas nfo se tornaram
aparentes grandes diferengas na imunidade cu-
tdnea gue pudessem ser atribuidas as linhagens
de camundongos empregadas (Tabela IIT). Con-
tudo, sdo controversas as experiénecias com es-
se enfoque 471517,

Os resultados desse trabalho mostram que
o emprego da pele das orglhas de camundon-
gos possibilita que se discriminem diferengas
no numero de esquistosstmulos devidas a re-
sisténeia & reinfecgho. Além disso, a escolha
desse sitio apresenta facilidades gquanto & in-
fecclo animal e & remocio cinirgica do tecido
a ser incubado !! e dispensa a depilacic mecé-
nica que pode afetar componentes da epiderme

envolvidos na penetraciio das cercdrias?.

Do exposto, sugere-se gue a pele das ore.
lThas pode ser usada como via de infecciio em
experimentos que visem analisar os fatores que
participam da imunidade de camundongos ao

S. mansoni.
SUMMARY

Schistosoma mansoni; cutaneous resistance iI}
mice with primary infection

Evaluation of the cutaneous resistance of
mice to Schistosoma mansoni was performed
using the pinna of the ear as the site of infec.
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tion and recovery of schistosomules by incuba

ting the ear fragments in Hepes-buffered. Elac

medium.

This method was found to be effective for
counts of recovered schistosomules in normal
and previously infected (immune) mice when

compared with the technique of skin digestion
in a eollagenase containing medium.

A decrease of 42% to 46% of the parasitism
was shown to occur in immune mice from days
1 to 7. This resistance was observed in mice
with bisexual (6-15 weeks) and unisexual (33-34
weeks) infections, as well as in inbred (C57
BL/10, CBA and F, from CBA x CBA2 cross-
ing} and cutbred Swiss animals.

Since the pinna of the ear proved to be
very useful in the study of antischistosomotic
resistance in mice, at skin level, it is suggested
that it should be utilized as standard infection
route to study the factors affecting the immu-
nity to S. mansoni in mice,
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