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RESUMO

No presente trabalho, desenvolveu-se meétodo de infecgho de camundongos
através da orelha e de recuperacio de esquistossOmulos resulfantes dessas in-
fecgbes. Cerca de 80% das cercdrias postas em contacto com orelhas de camun-
dongos penetraram, Destas, 30% foram recuperadas.como vermes adultos, do
sistema porta. Da pele (das orelhas) as maiores recuperac¢es de esquistossé-
mulos ocorreram nos dois primeiros dias apds a infecgio. Os parasitas per-
maneceram nesse sitio por dois dias. No terceira dia, os parasitas foram re-
cuperados tanto da pele como dos pulmdes. A partir do 40 dia, foi predomi-
nante a recuperacio de esquistossdmulos ao nivel dos pulmdes. Do total de

‘parasitas que potencialmente atingiriam o sistema porta, proporciic elevada

(73-80% ) pode ser recuperada da pele, no segundo dia apds a infecgfio, como es-

gquistossomulos.

Revelando-se apropriadas ao acesso, & migragio no hospedeiro e as téenicas
de recuperacio de parasitas, sugere-se que orelthas de camundongos podem ser
utilizadas como sitio de infeccho para estudos que visem a andlise parasitols-
gica dos eventos iniciails da infecciio em animais normais ou imunes.

UNITERMOS: Esqustossomose experimental do camundongo; S. mansoni — In.
festacio experimental através da orelha; Recuperacio de esquistossémulos.

INTRODUGCAO

Avaliagdo da imunidade de camundongos
a0 Schistosoma mansond tem sido determinada
comparando-se a recuperacio de parasitas pro-
venientes de uma infeccio em animais ji pa-
rasitados (infecgfo secunddria) com a recupe-
ragio de parasitas de uma infecgio provocada
em animais normais (infeccio primdria). Com
maior fregiiéncia, infecgdes para avaliagdo de
imunidade sfo feitas através da caudat’i® ogu
do abdomen 1418,19.20 ¢ as recuperacdes dos pa-
rasitas delas resultantes efetuadas dos pul-
moes 541418,2 ou do sistema porta 416,19,

Em 1980, SMITHERS & GAMMAGED?Y,
apos incubarem com colagenase fragmentos de
pele parasitada, verificaram reducfio do mime-
ro de esquistossomulos recuperados da pele
do abdomen de camundongos imunes 48 ho-
ras apds 2 infecgdo secunddria. Manifestagio
{a0 precoce de resisténcia a reinfeccfio tornou
relevante o estudo da imunidade adquirida nos
periodos iniciais da infeccfio secunddria e, em
conseqiiéneia, tornou também necessdrio o-de-
senvolvimento de metodologias de infecgio ex-
perimental e de recuperacio quantitativa de
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parasitas da pele, para facilitarem o estudo dos
eventos que ocorram nesge loeal imediatamente
apds o hospedeiro ter sido exposto as formas
infectantes,

Neste trabalho, foram investigados alguns
aspectos da infeccfio experimental de camun-
dongos normais através da orelha, assim como
a quantificacio do parasitismo nesse sitio, com
objetivo de desenvolver essas metodologias.

MATERIAL E METODOS
Cercarias

Cercdrias do 5. mansoni (cepa LE, Belo
Horizonte, MG, Brasil) foram obtidas de Biom-
phalaria glabrata mantidos em laboratdrio e
concentradas segundo técnica de GAZZINELLI
et al. g

Infecgao de camundonges

Foram utilizados camundongos C5T BL/10
de nosse coldnia, normais, machos, com 50-60
dias de idade no inicio dos experimentos.

A infeccio dos camundongos se deu por
exposigio de uma das suas orelhas a um mi-
mero conhecido de cercdrias, segpundo técnica
de GERKEN et al.?, que € ilustrada nas Figu-
ras 1 e 2 e sumariada em seguida. Preliminar-
mente, foram feitos numa tdbua, orificios com
1,3 cm de diimetro em cada um dos quais fol
afixado por pressio, um “batogue” (artefato
de poliestireno com 1,5 em de diidmetro e 1,0
¢m de profundidade, em geral usado para tam-
par garrafas; agui, o “batogue” foi destinado
a funciomar como recipiente ou “pogo"™ para
conter & suspensao cercariana). Camundon-
gos, previamente anesteslados por aplicagao
por via intraperitoneal de 120 mg/kg de Diem-
pax (Lafl — Usafarmsa, SAo Paulo) e, dez mi
nutos apds, com aplicacio de 35 mg/kg de
Nembutal (Abbott, Sioc Paulo), eram presos
na tibua acima descrita de modo que uma de
suas orelhas ficasse imersa numa suspensio
de 250-350 cercarias aplicadas a cada pogo (cer-
cdrias aplicadas ou CA). Decorridos de 15 a
60 minutos de contacto com as cercdrias, os
camundongos eram removidos da tabua e
transferidos para gaiolas, onde eram mantidos
até o momento de recuperacio dos parasitas.
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Fig. 1 =— Infeccio de orelhas de camundongos por cercdrias
do . mansoni

Orelhas de camundongos presas a8 uma tibua por meic de

fitas de esparadrapo, permaneceram mergulbadess, durante

5 a B0 minubos, ém recipiente de poliestirenc contendo 250

& 350 cercirias.

Fig. 2 — Recuperagio de esquistossimulos de fragmentos

de orelhas de camundongos
Fragmentos de orelhas infectadas de camundongos  eram
depositados sobre a tela de arame, em contacto com a
solugdo de incubagio, contida no béguer. Apds guatro
horas de incubagiio a 37C, procedia-se & obtengio dos es-
guistossbmulos, que migrararn dos fragmentos pars o s0-
lugiio de incubagio,

Realizada a infeccio, coletava-se o conteddo
de cada pogo, para contagem dos corpos cer-
carianos e cercdrias integras que, somados.
correspondiam s cercdrias gue nio penetra
vam (CNP)}. Procedia-se entfo ao cdleulo das
cercdrias gue penetraram (CP), que, eXpresso
em porcentagem, era feito usando-se a seguln-
te férmula:
CA — CNP

CP (%) = X 100

CA
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Recuperacio dos parasitas

As recuperacfies dos esquistossOmulos das
crelhas infectadas foram realizadas nos pe-
riodos de pos-infeccdo indicados em cada ex-
perimaento, de acordo com a técnica anterior-
mente descrita®, adaptada de técnicas de ob-
tencio de esquistossOmulos pulmonares3. A
orelha infectada do camundongo mantido soh
anestesia era removida cirurgicamente e trans-
ferida para suporte de miguina apropriada pa-
ra obtencio de fragmentos com cerca de 300
micrémetros (The Mickle Laboratory Eng. Co.,
Surrey, Inglaterra). A fim de facilitar a obfen-
¢io de fragmentos, cobria-se cada orelha com
um pedaco de plastico fino (Zapp — Vulcan,
Sao Paulo). Os fragmentos eram incubados a
37C, por quatro horas, em salina de Earle
tamponada com Hepes (20 mM) em pH 7.4, e
ainda contendo: 0,5% de hidrolisado de lacto-
albumina, uma unidade/ml de estreptomicina
e uma unidade/ml de penicilina (solugio de
incubacion). Para a incubagio, utilizava-se o
dispositivo exposto na Figura 2. Ele consis.
te de um frasco de vidro, com ambas as ex
tremidades vazadas, estando umsa delas reco-
berta por uma tela de arame {cujos orificios
tinham difmetro de 200 micrdmetros) e presa
a suportes de pldstico. Este dispositivo era
colocado em um béquer de 50 ml contendo cer-

ca de 10 ml da solucdo de incubaciio. Os para-
sitas migravam dos fragmentos de tecidos de-
positados na tela de arame para a solucdo de
incubagao, de onde eram reconhecidos e con-
tados. Para isto, a solugdo de incubacfo era
transferida para tubo de centrifuga, centrifuga-
da e decantada. Ao sedimento, adicionavam-se
duas gotas de solucio 0,2% de vermelho neu-
tro, que cora os esquistossdmulosé. Para con-
tagem, 0 sedimento era transferido para laémi-
na de plastico com fundo guadriculado e exa-
minado ao microscdpio de inversdo (WILD M40,
Suica). Para efeito de comparacio, parasitas
eram também recuperados dos pulmbes — por
técnica de SHER et al. $8, modificada por COR-
REA-OLIVEIRA et al|* — e do sistemsa porta,
por perfusio, usando-se técnica de PELLEGRI-
NO & SIQUEIRA Y,

RESULTADOS

Cerca de 80% das cercdrias penetram na
orelha de camundongos normais, quandoc pos-
tas em contacto com esse Grgio por 45 minu-
tos. Destas, 30% s@o recolhidas do sistema
porta como vermes adultos, no 40° dia de in-
fecgiio (Tabela 1). Isto implica que a orelha
de camundongo € um sitio que pode ser utili-
zado para provocar infecgles experimentais
vigveis com o S. mansoni.

TABELATI
Recuperaciio de vermes do sistema porta de camundongos normais. infectados com o© S. mansoni através da orelba

- . ¢ Cercdrias Vermes recuperados %
xperimentos - .

Aplicadas Que penetraram (%) Restantes (%) do sistems oprta (a) (1

1 250 185 {74) 65 (26) 54 + 19 29

2 270 200 (T4) 70 (26) 63 + 18 32

3 250 210 (34) 40 (18) 45 & 13 22

4 250 218 (BT 32 (13) 7 = 19 36

5 260 214 (82) 46 (18) 59 =+ 25 28

6 250 195 (78) 55 (22) 70+ 19 36

7 260 . 214 (82} 46 (18) 59 =+ 25 28

Orelhas de camundongos normais foram expostas a 250-270 cercdrias por 50 minutos.

deu.se 4 recuperacio dos vermes do sistema porta.
(a8} média + dp.; (n = T a 10)

No 40° dia apds o infec¢fio proce-

(b} porcentagem de vermes recuperados em relagio a0 mimere de organismos que penetraram.

A Tabela 2 mosfira gque se recuperam es-
quistossdmulos da pele incubando-se fragmen-
tos do tecido em soluglio salina de Earle enri-
quecida com hidrolisado de lactoalbumina. Es-

sa recuperacio ¢ todavia menor que a recupe-

ragio de vermes obtida do sistema porta.

A Figura 3 mostra que as recuperagdes de
esquistossomulos de fragmentos da orelha sdo
mais elevadas nos primeiro e segundo dias (23%
e 219, respectivamente), declinando a partir
dai para apenas 1% no 5° dia. Estudouse o
tempo em que oS parasitas permanecem no si-
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TABELA 2
MNimero de parasitos recuperados da pele e do sistema poria de camundongos normais

Nimero de cercérias’

Recuperagio dos parasitas

Pele/
aplica- que ‘pene- Pele Sistema porta gistemz porta
das traram Y% Média = dp (%) Média + dp (") (%)
(A (B) ) 6] (E) (F) (&) (H)
350 . 314 {80} 98 £ 25 (31) 122 + 20 (a) @9 86
260 195 (78) 56 £ 15 29 70 % 19 (36) 80
250 185 (74} 43 + 06 (23) 5t + 19 (29) 40
250 218 (87 57 = 17 €28) 7| % 19 (36) 3
270 200 : (14) 40 = 10 120} ] 53+ 20 27 (]

Orelhas de camundongos normais foram expostas a 250-350 cercdrias (A) por 50 minutos.
cdrias aplicadas e as restanies nos recipientes representam as gue penetraram (B).

As diferencas entre as cer-
A coluna C indica a8 porcetagem de

parasitas que penetraram. Recuperagiio dos parasitas foram efetuadas de orelhas (D) e do sisterma porta (F) no segundo

& 49.» dia, respectivamente.
sistems porta (n = 7 a 9).

80
o l
o I
-
wn &0
g
5
g
"B aop
-]
=1
-4
P @
Dl
| w
=1 20
L. 8
2 .
g L .
Q T 2g e 42 L]

DIAS APGS A INFEGGAO

Fig. 3 — Recuperagio de esguistossomulos de fragmentos
de orelhas de camundongos normais, dias apds a infecgho.
Orelhas de cemundonges normais foram expostas a 230 + 18
cercarias. A Tecuperagdo dos esquisiossdmulos se deu pela
incubagio em Elag, de fragmentos de orelhas coletadas em
dias sucessivos apds a infecgdo.

tio de penetragfio. Para isto, camundongos fo-
ram infectados por uma de suas orethas, que
eram removidas em dias sucessivos apés a in-
feccdo, até o quarto dia. Decorridos cinco dias
da infeccfo, 05 camundongos eram sacrifica-
dos e obtinham-se esquistossdmulos dos pul-
mdbes. Como mostra a Figura 4, nfio foram re-
cuperados parasitas dos pulmbes dos animais
cujas orelhas foram removidas até dois dias
apos a infeccdio; remoc@o a partir do terceiro
dia n#io impediu a migragio dos parasitas pa-
ra os pulmdes, que jd ocorreu guase totalmen-
te no quarto dia da infecgfo. Disto se infere
que os parasitas permanecem no local da in.
feccRo por pelo menos dois dias, apés o que
comegam sua migracio para os pulmdes.
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Fig. 4 — Recuperagho de esquistossomulos dos pulmbes de
camundongos infectados através da orelha, removida ecirur-
gicamente em dias sucessivos apds & infecgdo
Qrelhas de camundongos normais foram expostas a 250 + 15
cercirins, Nos dias indicados na Figura, as orelhas foram
retiradas dos camundongos previamente anestesiados. Os
esquistossOmulos foram recuperados de [ragmentos de pul-
mées, incubados em Elac, no 5. dia apés a infecgiio (n = 7).

Fez-se tentativa de obter esquistossémulos
da pele e dos pulmbes dos mesmos animais
nos dias que se sucedem & infecgdo. A Figura
5 mestra que no primeiro e segundo dias re-
cuperou-se esguistossdmulos somente das- ore-
lhas, mas ndo dos pulmbes. A partir do quar-
to dia, é predominante o mimero de parasitas
recuperados dos pulmfes. Os dados contidos
na Tabela 3 referem.se a experimento no qual
tentou-se padronizar o tempo de exposicio a
cercdrias que favorece infecgbes mais elevadas.
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Como pode ser visto messa Tabela, infeccdes
mais elevadas sfo obtidas a partir de 45 mi-
nutos de contacto das orelhas com a suspensiao
cercariana.
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Fig, § ~ Recuperagio simultinea de esquistossémulos da pele
e dos pulmdes de camundongos normais, dias apds a infecgio
Orelhas de cammmndongos normais foram expostas a 258 + 18
cercdrins por 50 minutos., Nos dlas que se seguiram os
esquistossdmulos foram recuperados de fragmentos de ore-

Thes ¢...... ) e dos pulmdes (. .) incubados em Elac

DISCUSSAQ

No presente trabalho, buscou-se desenvol-
ver um método simples de infectar camundon-
gos através da pele, uma vez que ela é o si.
tio onde morre a maior parte das cercdrias que
penetram no organismo®. Por outro lado, é
também importante desenvolver método de ob.
tencho de esquistossomulos resultantes dessa
infeccio para que se possa analisar os eventos
que ocorrem nc periodo inicial da infeccio pe-
lo 8. mansoni e que conduzem & reducio local
do parasitismo.

A infecgdo através da orelha dispensa al-
gumas operagdes preparatdrias do sitio de in-
feccao, destacando-se a depilagio que se faz
com auxilio de laminas apropriadas®. As ope-
ragdes adicionais podem também afetar com-
ponentes da epiderme que se supfem possam
estar envolvidos na resisténcia & penetragio
das cercdrias?. De fato, & infeccfo através da
oreiha demonstra ser menos eficiente que aque-
ia que se faz através da pele depilada do ab-
domen; enquanto nesta penetram 90% das cer-
carias (dados néo publicados) através da ore-
lha penetram 80% (Tabelas 1 e 2).

E importante ressaltar que, em varias in-
fecgbes experimentais, parte das cercdrias nio

: TABELA 3
Esquistossdmulos recuperados da pele de camundongos normais submetidos a diferentes tempos de exposicio a cercirias

Ceredrias Média de
esguistos-
Experimentos Aplicadas Tempo de Que pene- sormelos Te- 1Y
BXposicao traram cuperados
%) + dp
1 220 - 15 185 (715} 33+ 06 20 (8}
: 30 189 (86) 3 + 10 19
45 187 (B5) 43 = 05 23
60 175 (80) 4% + 09 28
2 260 15 182 (70) 42 = 13 23
30 152 (60) 41 + 18 2T
45 158 (61} 41 + 10 26
60 186 (72) 52 + 14 28

(a) porcentagem de esquitossémulos recupgmdos em relacio ao mimero de cercdrins que penetraram.
Orelhas de camundongos normais foram expostas por tempos varidveis, a 220 = 18 e 260 = 29 cercdrias nos experimen-
tos 1 e 2, respectivamente. Dois dias apds os esquistossbmulos foram recuperados de fragmentos da orelha incubados em

Eae n = 1.

é capaz de penetrar na pele dos hospedei-
ros1219, Em nossos experimentos, 20% das
cercdrias (10 a 31%) nio penetraram nas ore-
lhas dos camundongos, mesmo apds contacto
por 50 minutos (Tabelas 1 e 2). Perda de in-

fectividade poderia contribuir para esses re-
suitados uma vez que cerca de 3 horas sepa-
ram o inicio de eliminacfic das cercérias pelos
caramujos e a infecchio das orelhas de camun-
dongos. Desde que as cercdrias apresentam,
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gquando livres, extraordindria atividade e vi
vem as custas de suas proprias reservas de gli-
cogénio! ¢ aceitdvel que esse periodo, separan-
do a saida das larvas dos moluscos e seu con-
tacto com o pele do hospedeiro, influencie em
sua capacidade de penetracio. Por outro lado,
a penetracio das larvas deve ser dificultada pe-
la barreira constituida pelas camadas superfi.
ciais da epiderme. Recentemente, FUKUYA-
MA & cols.? sugeriram que as células epidér-
micas funcionariam n&o somente como um
ohstiaculo mecanico mas, também, como uma
barreira quimica 3 invasfo cercariana, uma
vez que purificaram dessas células uma subs-
tancia que inibe o efeito das proteinases se-
cretadas pelas glandulas pré-acetabulares.

A penetracio das cercdrias na pele € ripi-
da e parece nao se elevar quando hospedeiro e
formas infectantes permanecem em contacto
por mais que 45 minutos (Tabela 3). Dessa pe-
netracdo (74-90%) resulta uma infeccio na
qual o parasita atinge seu estddio final de de-
senvolvimento e, como tal, é recuperado do sis-
tema porta (22-39%) em niveis compariveis
aos obtidos de animais infecfados por outros
sitios 12,1419, Dessa maneira, a infeccio atra-
vés da orelha parece-nos ser, do ponto de vis-
ta parasitoldgico, método simples e confidvel
para producdo de infeccido experimental de ca-
mundongos.

~ Com relagéio & recuperacio do S. mansoni,

verificamos ser possivel obtencio de parasitas
{Tabela 2, Figura 3) a partir da incubacio de
fragmentos de tecidos em um meio salino en-
riguecido com hidrolisado de lactoalbumina de
maneira semelhante & usada para obiencio de
esquistossomulos dos pulmdes? — o que re-
presenta modo mais simples que ¢ método de
SMITHERS & GAMMAGE 19,

No segundo dia apds a infeccio, foram ob-
tidos da pele de camundongos infectados cerca
de 26% das formas que penetraram (Figura 3,
Tabela 2). KEssa proporgido ¢ um pouco me-
nor que a obtida do sistema porta (33%) o
que seria explicdvel pela possivel segmentagio
de parasitas durante a obtencio de fragmen-
tos de tecidos, que perderiam assim sua ca-
pacidade migratéria para a solucido de incuba-
¢40. Ainda assim, € possivel verificar-se que
apenas propor¢io variando entre 20 e 30% das
larvas que penetraram pode -ser recuperada
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da pele, logo apds a infecgho; a major parie
dos parasitas gue penetram no hospedeiro ndo
¢ recuperada nos animais infectadosl219 nem
visualizada no sitio da infeccio por observa-
¢Ao histolégicall, Esses resultados tém sido
atribuidos & elevada mortalidade que poderia
estar ocorrendo na pele, nas primeiras horas
apds a infecgho 101219, possivelmente devido a
exaustdo de suas reservas energéficas? ou por
mecanismos “inespecificos” de defesa do hos.
pedeiro . Recentemente, porém, MANGOLD &
DEAN ¥ responsabilizaram um sitio pés-pul-
monar pela elimina¢io dos esquistossomulos
nos hospedeiros normais,

Na pele da oretha, uma elevada porcenta-
gem dos parasitas al permanece por dois dias
apos a infeccho (Figuras 3 e 4). Da pele do
abdomen e da cauda os esquistossémulos co-
mecam & migrar para o8 pulmdes no segundo
dia apos a infeccdo., Af se acumulam, alcan-
cande quantidade mais elevada nos quinto e
sexto dias e reducdo no mimero de parasitas
nos dias subsegiientes 13, De maneira semelhan-
te, nossos resultados mostram os esquistosdmu-
los iniciando a migracio no segundo dia, chegan-
do aos pulmdes no periodo compreendido en-
tre os segundo e quinto dias e apresentando
maior recuperacdc no sexto dia. A brusca re.
ducio que se observa no dia posterior traduz
o trangito de um grande nimero de esquistos-
sbmulos para o sistema porta (Figura 5).

A observacdo de que 0s parasitas permane-
cem no sitic da infeecho por dois dias torna
o periodo de zero a dois dias prdprio para o
estudo de eventos imunoparasitolégicos que
envolvarn a relagdo parasito-hospedeiro nos
momentos iniciais da infecgiio.

Nossos dados, como também estudos pré-
vios 1219 revelam que somente parte dos para-
sitas que penetram na pele de camundongos
normais € recuperada como vermes adultos no
sistema porta. Os resuliados da Tabela 2 nos
mostram que do total de parasitas que atinge
o sistema porta, elevada proporgio (73-80%)
€ passivel de ser recuperada da pele como es-
quistossbmulos. Por essa elevada proporcao,
€ possivel explorar-se o fndice de recuperacio
de parasitas de orelhas como parimetro para-
sitoldgico indicativo de efeitos de resisténcia
acorrendo tanto em animais pormais quanto
em animais imunes.
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Os resultados sugerem que orelhas de ca-
mundongos "'; sejam locais adequados ao aces-
80 das cerdirias no hospedeiro e & migragio
dos esquistossdmulos. Revelando-se, também,
apropriadas. s fécnicas de recuperacio de para-
sitas, poder3o ser utilizadas como modelo ex.
perimental para estudos que envolvam imuni.
dade cutdnea de camundongos a¢ S. mansoni.
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SUMMARY

Schistosoma mansoni: experimental infection
of mice through the ear and estimation of
skin parasitism.

A method is presented to recover schisto-
sormula from the skin of ear infected mice,
About 80% of the cercariae applied to the ear
were able to penetrate the mouse skin and 30%
of them were recovered from the portal sys.
tem as adult worms. The best recovery of
larvae from the ear occurred in the two days
that follow the penetration. From the 3rd day
on, parasites’ were recovered both from skin
and lungs and on the 4th day they ‘were already
found mainly in the Iungs. From 73 to 80%
of the parasites eventually found in the portal
system can be recovered as schistosomula from
the skin on the 2nd day of infection.

The use 6f the mouse ears is suggested for
the parasitological analysis of the initial events
of the S, manseni infection both in normal and
in immune #nimals, for they are very conve-
nient to the cercarial access and to the use of
methods of gtudy of migration and recupera-
tion of the larvae.
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