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DESENVOLVIMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE NO MODELO DO HAMSTER
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Resumo: A infeccdo pelo Schistosoma mansoni num animal susceptivel desencadeia, apés cerca de 08
semanas, uma reagcdo granulomatosa (granulomas esquistossomoticos). Na esquistossomose a reagdo
granulomatosa se forma em resposta a liberacdo de produtos do miracidio. O figado é o drgdo mais
atingido e o mais estudado nessas infecgoes, mas o presente trabalho procura observar reacdes em
outros orgdos tais como: intestino, rim, baco e pulmdo. O presente trabalho consistiu em reproduzir a
infecgcdo pelo S. mansoni no hamster, como treinamento para a reproducdo do ciclo vital do parasito, e
para o estudo histopatologico dos principais aspectos da esquistossomose no dito hospedeiro. Na
metodologia, foram utilizados 05 hamsters dourados (Cricetus auratus) do sexo feminino com peso
varidvel entre 120g e 155g, que foram infectados com 100 cercdrias da cepa de Belo Horizonte e
sacrificados apds 08 semanas de infec¢do. Algumas técnicas foram utilizadas como: infeccdo do hamster,
exame parasitologico de fezes, contagem de ovos nos tecidos, e a técnica de imunofluorescéncia para
identificacdo de antigenos nos tecidos. Os resultados do presente estudo demonstraram que todos os
animais ficaram infectados (positivos ao exame parasitologico). O figado mostrou-se com lesdes, com
alguns granulomas espalhados pelo parénquima hepdtico e também com alguns granulomas
pluriovulares envolvidos por células epitelioides, bem delimitados. No tecido pulmonar foi detectado um
granuloma periovular. Os rins exibiram estrutura histologica dentro dos limites normais. O bago
apresentou-se congesto, mas sem reacdo de polpa branca, com manutengdo da mesma dentro dos limites
normais. Jd o intestino, principalmente do animal de niimero 05, demonstrou ter sido atingido nas
camadas muscular e serosa, indicativo de infecgdo forte com granulomas no intestino delgado e grande
quantidade de ovos na mucosa.
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INTRODUCAO

A esquistossomose mansdnica foi detectada em mumias egipicias de mais de 3.000 anos
atrds. Provavelmente, a doenca se concentrou originalmente no Egito, se espalhando dai por
grande parte do territério africano. A doenca foi trazida ao Brasil através dos escravos africanos
e aqui se estabeleceu gracas a presenca de hospedeiro intermedidrio para o parasito Schistosoma
mansoni, moluscos do género Biomphalaria (PESSOA, 1969).

Clinicamente, a esquistossomose apresenta uma fase inicial denominada fase aguda, que
¢ alvo deste estudo. Apds algumas semanas da infec¢do, o hospedeiro comega a apresentar
reacoes variadas onde o S. mansoni desafia o hospedeiro com uma multiplicidade de antigenos,
originados de cercdrias, esquistossomulos, vermes adultos e ovos. A liberacdo destes antigenos
no sitio de deposi¢do do ovo maduro desencadeia no hospedeiro uma reacdo granulomatosa que
€ caracterizada, na fase aguda, pela presenca de infiltrados celulares compostos de: macréfagos,
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eosindfilos e linfécitos, construindo a reacdo hiperérgica (FRIEDMAN, 1999). O miracidio no
interior do ovo maduro representa o principal fator patogenético (BOROS, 1989).

Na infec¢do do hamster o infiltrado celular foi predominantemente linfo-histiocitario e
estes animais apresentaram grande susceptibilidade a esquistossomose, nele ocorrendo o
desenvolvimento de maior nimero de vermes adultos (WARREN & PETERS,1967). Este
trabalho consistiu em reproduzir a infec¢io pelo S. mansoni no hamster (Cricetus auratus) como
treinamento para a reproducdo do ciclo vital do parasito e para o estudo histopatologico dos
principais aspectos da esquistossomose no dito hospedeiro.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados hamsters dourados (C. auratus) do sexo feminino com peso varidvel
entre 120g e 155g, obtidos do Biotério da FIOCRUZ, onde foram mantidos em caixas, em salas
arejadas com provimento de dgua e racao comercial balanceada. O hamster foi escolhido por ser
susceptivel ao S. mansoni, sendo, todavia, um modelo experimental que apresenta aspectos
peculiares na sua patologia, quando comparados a outros modelos e ao homem. (WARREN &
PETERS, 1967).

Cinco animais foram infectados com 100 cercarias do S. mansoni, cepa de Belo
Horizonte, através de injecdo intraperitoneal (fig 1). Estes animais foram pesados antes da
infeccao e, semanalmente, apds a infeccao.

Figura 1: Injec@o de 100 cercarias no
hamster.

INFECCAO

Caramujos previamente infectados com S.mansoni foram deixados expostos a luz
artificial por 1 hora em tubos Falcon com 1.0 ml de dgua para eliminacdo das cercdrias que
foram utilizadas na infec¢do.

EXAME PARASITOLOGICO DAS FEZES

Ap6s 08 semanas os animais foram submetidos ao exame parasitologico de fezes. Estas
foram recolhidas separadamente de cada animal. Fragmentos das fezes foram homogeneizados
em pequena quantidade de dgua destilada. As amostras foram colocadas em laminas histoldgicas
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de mistura com verde malaquita, cobertas com uma laminula e observadas ao microscopio com
ocular de 10X e objetiva de 10 ou 20X.

PROCEDIMENTOS GERAIS

Na oitava semana pds-infecc¢ao (fase aguda da infec¢ao), os animais foram anestesiados
(4 ml de Ketamina + 1 ml de Xilazina + 5 ml de 4dgua destilada ou Salina a 0,85%), aplicando-se
uma inje¢ao de 1 ml da soluc@o para cada 100g de peso animal. Logo depois, estes animais
foram sacrificados, apds abertura da cavidade abdominal e seccdo da aorta abdominal (fig 2.).

Figura 2: Abertura da cavidade
abdominal apds 08 semanas de
infeccao.

Apo6s uma inspegdo geral dos orgdos, foram retirados fragmentos do figado, intestinos,
baco, rim e pulmao para andlises histopatoldgicas posteriores. Estes fragmentos foram fixados
em formol tamponado a 10% por alguns dias e, em seguida, procedeu-se a desidratacio em
alcool, clareamento em xilol e inclusdao em parafina. Os blocos assim obtidos foram cortados em
micrétomo, obtendo-se sec¢des de aproximadamente 5 micrometros de espessura, as quais foram
coradas em hematoxilina e eosina e em picro-sirius vermelho para evidenciagdo de fibras
coldgenas.

CONTAGEM DO NUMERO DE OVOS POR GRAMA DE TECIDO

Foram pesados o figado integro e o fragmento escolhido para digestdo. Este fragmento
foi picotado e transferido para um recipiente com 50 ml de KOH a 4 % e incubado por 6-7 horas,
tendo sido agitado algumas vezes. Uma vez digerido o material, foram retiradas 5 amostras de 1
ml para contagem dos ovos em placa escavada. Para finalizar, calculou-se a média do nimero de
ovos das amostras, extrapolando o valor para 50 ml da solugdo.

IMUNOFLUORESCENCIA

As secgdes histolégicas em parafina do tecido hepatico foram desparafinizadas em xilol
por 10 min (3 banhos) e em alcool absoluto por 5 min (2 banhos). Em seguida os cortes foram
lavados em 4gua corrente, dgua destilada e deixados em PBS/BSA 2% por 5 min. As laminas
contendo os cortes foram secadas em torno da sec¢do histoldgica, sobre a qual foram colocadas
gotas de soro de paciente humano proveniente de um portador de esquistossomose (60ul/corte) e



UCSAL

UNIVERSIDADE
CATOLICA DO

SALVADOR

.4(‘1’“ ote e Desenvsluiments Sustentavel

incubadas 37°C por 30 min. Apds a incubacdo os cortes foram lavados em PBS por 4 min (3
vezes) e em seguida cobertos com anti- IgG humana fluoresceinada diluida de 1:100 em
PBS/BSA + Azul de Evans diluido de 1:5 e novamente os cortes foram incubados por 30 min a
37°C, lavados com PBS por 4 min (3 vezes) e a montagem das laminas foi feita com anti-fade e
laminula para conservacdo da fluorescéncia e observagdo no microscopio de fluorescéncia,
dotado de iluminacao UV | filtros barreira e excitador.

RESULTADOS

Foi observada uma discreta variacdo de peso em todos os animais durante o periodo da
infeccdo, que pode ser observada na figura 3. Todos os animais foram pesados semanalmente
apos a infeccao.

Variacao de peso dos animais pés-infeccao
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Fig 3 — Os animais ganharam e perderam peso durante todo periodo pds-infecc¢ao.
PARASITOLOGICO DE FEZES

Todos os animais submetidos ao exame parasitoldgico de fezes foram considerados
positivos.

CONTAGEM DO NUMERO DE OVOS/GRAMA DE TECIDO

Apenas no animal nimero 01 a contagem dos ovos foi feita com sucesso. Nos outros dois
animais esta contagem foi negativa (Tabela 1).

TABELA 1: CONTAGEM DE OVOS POR GRAMA DE TECIDO.

Animais Ovos por grama de tecido
Animal 01 3,771,073

Animal 02 | = ==mmm---

Animal 05 | = =eeeeeee-
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ACHADOS HISTOLOGICOS

Nas andlises histoldgicas, o figado mostrou-se com lesdes, com alguns granulomas
espalhados pelo parénquima hepdtico, alguns pluriovulares envolvidos por células epitelidides e
também delimitados (fig 4). No tecido pulmonar foi detectado um granuloma periovular (fig 5.)
Os rins exibiram estrutura histolégica dentro dos limites normais. O bago apresentou-se
congesto, mas sem reacdo de polpa branca, com manuten¢do da mesma dentro dos limites
normais. J& no intestino, as camadas muscular e serosa foram atingidas, indicativo de infecc¢ao
forte com granulomas no intestino delgado e grande quantidade de ovos na mucosa (fig 6).

Figura 4 : Granuloma no figado com células Figura 5: Granuloma no pulmio (seta).
epitelidides em volta (seta). H.E. 200x. H.E.100x

Figura 6: Intestino delgado com granulomas
nas camadas muscular e serosa (seta).

IMUNOFLUORESCENCIA

Granulomas esquistossomaticos hepdticos com marcacio para antigeno em verde-maca
fluorescente foram mostrados nesta técnica que € utilizada frequentemente para evidenciar
antigenos (fig 7 e 8).
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Figura 7 — Marcagdo de antigeno nos
granulomas com ovo de Schistosoma
mansoni localizado no parénquima
hepitico em verde-ma¢a fluorescente.
400X.

Figura 8 - Granuloma esquistossomético
hepatico com marcagdo para antigeno
em verde-macgad fluorescente. Infecgao
08 semanas. 200 X.

DISCUSSAO

Animais de pequeno porte, como os roedores, sao amplamente utilizados em estudos
experimentais devido ao facil manejo, facilidade na inoculagdo e manutencao em biotérios e pelo
préprio curso da infeccdo, a qual se assemelha a da esquistossomose em humanos (CHEEVER,
1965). Os hamsters, apesar de agressivos, adaptam-se rapidamente ao manejo e tornam-se
animais ddceis.

GROOVE & WARREN (1976) afirmaram que comparados aos ratos, os hamsters
possuem granulomas menores. No presente trabalho foram encontrados granulomas bastante
delimitados, rodeados por células epitelidides e sem necrose evidente, como observado por
ASSEF (2007).

Outro aspecto muito importante da infeccdo no hamster € a amiloidose, que € muito
comum no hamster sirio (HAMED et al., 2006). A amil6ide € uma substancia protéica patoldgica
depositada entre as células em varios tecidos e 6rgdos do corpo com uma grande variedade de
formas clinicas. Em coloragdes de rotina ela apresenta-se como uma substiancia amorfa
eosinofilica hialina e extracelular, a qual, com o acimulo progressivo, invade os tecidos e produz
uma atrofia por compressao das células adjacentes (CONTRAN et al., 1991). Estudos feitos por
HAMED et al (2006) evidenciaram que, embora nenhum depdsito de amildide tenha sido
observado em hamsters normais, (isto pode ser pela curta duracao do estudo — 24 semanas —), 0s
hamsters infectados com o S. mansoni ou o S.hematobium mostraram os depdsitos de amil6ide
ap6s 08 semanas. Contudo a amiloidose ndo ocorreu no presente experimento, mesmo O
sacrificio tendo ocorrido apds 08 semanas. No desenvolvimento do experimento, foi utilizada a
técnica de contagem de ovos por grama de tecido que foi descrita por CHEEVER (1970), mas
houve algumas dificuldades na obtencdo dos ovos, mesmo esta técnica jd tendo sido feita
anteriormente em outros trabalhos com sucesso. Certamente a auséncia de ovos se deva ao fato
do fragmento para digestao ter sido retirado da borda do figado.

ASSEF (2007) reportou que hamsters infectados com 100 cercérias de S. mansoni de
Belo Horizonte perderam peso durante o periodo de incubacdo de oito semanas, mas 0s
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resultados deste presente estudo demonstraram que os animais ganharam e perderam peso
durante todo o periodo pds-infecgao.
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