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Sem sonhos, a vida ndo tem brilho.

Sem metas, os sonhos ndo tém
alicerces. Sem
prioridades, os sonhos ndo se tornam
reais. Sonhe, trace metas, estabeleca
prioridades e corra rtiscos para
executar seus sonhos. Melhor é errar
por tentar do que errar por se omitir!
Ndo tenha medo dos tropecos da
jornada. Ndo se esqueca de que vocé,
ainda que incompleto, foi o maior
aventureiro da Historia.

Augusto Cury.
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1. INTRODUCAO GERAL

A lagochilascariase € uma doencga de evolugdo longa, caracterizada pela
presenca de nédulos aparentemente cicatrizados e aparecimento de novos nédulos,
em locais préximos aos iniciais, na maioria das vezes com drenagem de material
purulento e parasito, causando sérios problemas sociais (Semerene et al. 2004). A
localizagdo das lesdes direciona a gravidade da doenca, sendo relatados desde
casos fatais até casos em que as lesdes pouco influem no estado geral do paciente
(Semerene et al. 2004). A letalidade tem sido observada em pacientes com
comprometimento pulmonar (Moraes et al. 1985) ou do sistema nervoso central
(Rosemberg et al. 1986, Veloso et al. 1992). Isto se deve a falta de diagndstico
parasitologico adequado e da utilizacdo de terapéutica especifica (Botero et al.
1984). O diagnostico é realizado pelo exame parasitolégico, mas a helmintiase deve
ser diferenciada pelo clinico de outras infec¢cdes tais como: tuberculose,
paracoccidioidomicose, leishmaniose e actinomicose.

Os relatos anatomopatolégicos na infeccdo humana por Lagochilascaris minor
demonstram o desenvolvimento de nodulos subcutédneos, pseudocistos, ou
abscessos, que muitas vezes eliminam parasitos junto com a secrecdo. Nestas
secrecBes encontram-se todos os estagios evolutivos do parasito indicando a
ocorréncia de auto-infeccdo (Moraes 1983). A andlise microscopica destas lesbes
demonstrou a presenca de areas edemaciadas, difusamente infiltradas por células
mononucleares, as quais circundam granulomas e microabscessos (Veloso et al.
1992).

Sao conhecidas cinco espécies do género Lagochilascaris, a primeira descrita
por Stossich em 1902 como Lagochilascaris turgida encontrada em Didelphis
crassicauda, uma espécie de gamba. Leiper em 1910 descreveu Lagochilascaris
major como espécie encontrada no ledo africano (Felis leo). Em 1971, Sprent
encontrou Lagochilascaris buckley parasitando Felis concolor (gato selvagem).
Bowman et al. (1983) descreveram por fim Lagochilascaris sprenti, como parasito de
marsupiais. Lagochilascaris minor foi descrito pela primeira vez por Leiper em 1909,

a partir de espécimes coletadas de abscessos subcutédneos de dois pacientes de
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Trinidad. Posteriormente o parasito foi referido em outros casos humanos, de
Trinidad, Costa Rica, Venezuela, Suriname e Brasil, quase sempre associado a
lesbes da regido cervical, ou de ouvido médio e mastéide (Pacd et al. 1998). Do
ponto de vista médico-sanitario, L. minor € a espécie mais importante, pois tem sido
encontrada infectando o homem, sendo este considerado um hospedeiro acidental.
No entanto o hospedeiro natural de L. minor ndo € conhecido até hoje (Smith et al.
1983, Baracat et al. 1984, Moraes et al. 1985, Campos et al. 1987, e Volcan et al.
1992). Apesar de L. major ser morfologicamente semelhante a L. minor, acredita-se
gue nao esteja associado a doenca humana. Segundo Amato et al. (1990) L. major
foi encontrado em gatos domeésticos no Brasil, que apresentaram lesdes cervicais
comparaveis a do homem causadas por L. minor.

A doenca humana tem distribuicdo geogréfica restrita a paises das Américas
como México, Costa Rica, Trinidad Tobago, Coldmbia, Venezuela, Suriname, Brasil e
mais recentemente Bolivia (Pacd et al. 1998). A lagochilascariase passou a ser
considerada uma helmintiase emergente em razdo do crescimento da casuistica
humana, onde o Brasil lidera com aproximadamente 50% dos 90 casos registrados
atée 1995. A Amazobnia brasileira, principalmente o vale entre os rios Araguaia e
Tocantins, constitui a regido onde ocorre uma maior concentracdo de casos,
sugerindo que o parasito encontre ali, condi¢cdes ideais para seu desenvolvimento
(Paco et al. 1998).

Sprent (1971) considera o género Lagochilascaris pertencente a familia
Ascaridoidea, por entender que esses parasitos tém grande semelhanca morfologica
com ascaridoideos de répteis do género Ophidascaris e afirma que os parasitos
deste género sdo naturais da primeira porcdo do aparelho digestivo de algumas
serpentes, e nao da luz intestinal do hospedeiro. Ainda segundo Sprent (1971) o
achado de parasitos adultos de Lagochilascaris na luz intestinal se deve a ingestéao
de parasitos presentes nos tecidos de uma presa qualquer por ele devorada.

O género Lagochilascaris é constituido de pequenos nematédeos desprovidos
de asas cervicais, cuja boca € guarnecida por trés labios, e que apresentam um
estrangulamento transversal na cuticula e um eséfago claviforme que se comunica

com o intestino sem transicdo. As fémeas medem de 15 a 20 mm, em média, e
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apresentam o Utero com algumas alcas anteriores a vulva, vagina dirigida
inicialmente de tras para diante, e ovarios posteriores. Os machos medem de 10 a 12
mm, tém a extremidade posterior levemente recurvada para a face ventral, ai
exibindo duas espiculas subterminais, retrateis. As formas jovens, ou imaturas
medem 10 mm aproximadamente, e ndo tém estruturas sexuais visiveis. Os ovos
sdo sub-esféricos de casca espessa como os de Ascaris sp, € com a superficie
marcada por multiplas escavacdes que lhes conferem um perfil de tampa de garrafa
de refrigerante, portanto ndo mamelonadas como nos de Ascaris (Leao et al. 1978).
Os hospedeiros naturais de L. minor sejam eles definitivos ou paraténicos,
ainda nao sdo conhecidos. No entanto, ao longo dos anos a caracterizacao destes
hospedeiros tem sido objeto de intensa discusséo. Leiper, em 1909, sugeriu que o
homem deveria ser um hospedeiro acidental deste helminto, cujo “habitat” normal
seria o trato alimentar de um outro animal, provavelmente um carnivoro silvestre.
Corroborando esta idéia, Winckell & Treurniet, em 1956, acreditavam que no trato
alimentar de oncas e outros felideos selvagens poderiam ser encontrados L. minor.
Bruijning (1957) ao contrario, argumentou que nenhum relato anterior a 1957 indicou
outro hospedeiro que ndo o homem, e que os exemplares de L. minor referidos como
provenientes do intestino de felinos, procediam, na verdade, de um abscesso
mastoidiano do homem. Alguns autores relatam que o parasito ja foi encontrado no
intestino de Felis nebulosa da América do Sul (Artigas et al. 1968, Oostburg & Varma
1968). Vidotto et al. (1982) relatam que o cdo domestico foi encontrado naturalmente
infectado por L. minor, com lesdes de localizacdo esofagica e mediastinica, mas com
parasitos de tamanho inferior aos encontrados no homem, e com pequenas
quantidades de ovos no interior das alcas uterinas. Esses autores sugerem que 0
céo talvez seja um hospedeiro menos adaptado a essa infeccdo que o homem, uma
vez que parasitos adultos e ovos séo facilmente encontrados nas lesées humanas.
Os mecanismos de infeccdo ainda nao foram bem esclarecidos talvez pelo
fato do parasito possuir habitos bem inusitados, existindo algumas hipéteses e
propostas de ciclos experimentais tais como: transmissdo mecanica por meio de
tabanideos (mutucas) (Artigas et al. 1968), transmissdo por infeccdo subcutanea de

camundongos suicos, com material de abscesso; transmissdo por escarificacdo
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cutdnea com material purulento de lesGes em cobaios, mas todos sem sucesso
(Oosterburg & Varma 1968). Em 1971, Sprent sugeriu que o ciclo evolutivo de L.
minor fosse semelhante ao ciclo de Ascaris lumbricoides desde ingestao do ovo até a
chegada de larvas de 2° estadio aos pulmdes, onde ocorreria a segunda muda. As
larvas de 3° estadio, dos pulmbes chegariam a traquéia e, ao invés de serem
deglutidas, como no ciclo do A. lumbricoides, se estabeleceriam nas criptas das
tonsilas, seios nasais e tecidos relacionados. Além destas hipGteses existem
algumas mais ousadas como a de Fraiha et al. (1983) que acreditam que a via
hidrica seja a mais importante para infeccdo através de larvas infectantes
possivelmente de 2° estadio, provenientes de felideos silvestres. Smith et al. (1983)
sugeriram que o ciclo de L. minor deveria envolver um hospedeiro que ndo o homem,
nos estagios precoces do desenvolvimento e que a infec¢do resultaria da ingestao de
carne crua ou mal cozida de um mamifero contaminado. As larvas poderiam migrar
do estbmago para os tecidos que comunicam com a faringe, onde os parasitos
adultos tém sido encontrados no homem como tonsilas, seios nasais, seios
maxilares, ouvido médio e processo mastdide. Acredita-se que algum animal
silvestre ou domeéstico sirva como hospedeiro definitivo de L. minor, porque a
infeccdo humana parece ser rara para desempenhar um papel na manutencao deste
helminto na natureza.

O fendmeno de auto-infeccdo tem sido registrado em animais e no homem e a
origem do ciclo auto-infectante pode ser decorrente da reproducao do parasito adulto
no local das lesGes (Campos et al. 1985, Moraes et al. 1985, Campos et al. 1987 e
1992, Monteiro et al. 1988, Fraiha et al. 1989, Volcan et al. 1992). A presenca de
parasitos adultos na musculatura esquelética da regido cervical e ndédulos de
camundongos tem sido descritos na literatura (Smith et al. 1983, Campos et al.
1992).

Campos et al. (1992) e Volcan et al. (1992) desenvolveram um ciclo evolutivo
experimental de L. minor, fundamentado na publicacédo de Smith et al. (1983) sobre o
ciclo de L sprenti, na qual esses autores demonstraram a obrigatoriedade de um
hospedeiro intermediario no desenvolvimento do referido parasito. Nesta ocasiéo,

Campos et al. (1992) demonstram que camundongos C57BL/6 (Mus musculus)
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atuam como hospedeiros intermediarios, enquanto gatos (Felis domestica) e caes
(Canis familiares) atuam como hospedeiros definitivos. Confirmando esta hipotese foi
demonstrado que além do camundongo, Dasyprocta agouti (cutia) e Cavia porcelus
(pred) respondem a infecgdo por L. minor de maneira andloga aos camundongos,
hospedeiros intermediarios no ciclo evolutivo experimental (Paco et al. 1992).

Apoés descricdo do ciclo experimental, os camundongos tém sido avaliados
quanto a sua resisténcia a infecgdo com L. minor. Em camundongos isogénicos da
linhagem C57BL/6 a infecgdo por L. minor induz uma reagdo granulomatosa
desorganizada nos pulmdes, constituida por células gigantes de corpo estranho a
partir dos 13 dias pos-infeccdo, com presenca marcante de eosinéfilos em meio ao
infiltrado inflamatoério perivascular, evoluindo para encistamento com fibrose
concéntrica aos 61 dias pds-infeccao (Semerene et al. 2004). Freitas et al. (2003)
descreveram que camundongos B10.A infectados com L. minor apresentaram aos 60
dias po6s-infeccdo ndédulos encistados na musculatura esquelética contendo larvas do
parasito circundadas por intenso infiltrado inflamat6rio contendo alguns
polimorfonucleares, e principalmente macréfagos xantomatosos. Camundongos A/J
quando comparados ao B10.A nas mesmas condicdes de infeccdo e no mesmo
periodo, apresentaram nédulos na musculatura esquelética circundados por discreto
infiltrado inflamatdério contendo poucos polimorfonucleares, macréfagos e linfécitos. O
ndamero de nédulos, ou seja, de larvas encistadas no tecido muscular superficial e
subcutaneo foi determinado em camundongos B10.A e A/J, onde camundongos
B10.A apresentaram o maior nimero de nédulos aos 180 dias pés-infeccéo e A/J aos
120 dias, mas apesar de apresentarem o numero maximo de nédulos em diferentes
dias, com diferenca pouco significativa na quantidade de nddulos apresentados por
ambos. A avaliacdo da sobrevida cumulativa sugere que os camundongos da
linhagem A/J sejam mais resistentes (sobrevida: 95%) a infeccéo por L. minor que os
camundongos B10.A (sobrevida: 40%) (Padua et al. 2003).

O entendimento da resisténcia dos camundongos a infec¢cdo por L. minor
ajudaria a compreender os mecanismos envolvidos no controle do parasito assim

como no prognostico e tratamento da infeccdo. Com este intuito, decidimos verificar
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se 0s genes associados as moléculas do complexo de histocompatibilidade principal
(CHP) estariam envolvidos na resisténcia a esta infeccao.

Diante do exposto, neste trabalho comparamos durante 360 dias de infeccao
com L. minor, duas linhagens de camundongos congénicos (B10.A e C57BL/6) que
diferem apenas nos alelos das moléculas do complexo de histocompatibilidade

principal (CHP) de classe II.
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2. OBJETIVO GERAL
Caracterizar a infecgéo experimental de camundongos isogénicos congénicos

C57BL/6 e B10.A com Lagochilascaris minor.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS
A) Comparar a quantidade os nddulos encistados no tecido subcutaneo muscular
superficial de camundongos C57BL/6 e B10.A;

B) Mensurar larvas retiradas dos nédulos e avaliar morfologicamente a presenca

de parasitos adultos;

C) Comparar as alteracdes morfologicas e histopatoldgicas do figado e pulméao de
camundongos C57BL/6 e B10.A,;

D) Comparar a sobrevida dos camundongos C57BL/6 e B10.A infectados com L.

minor.
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RESUMO

A lagochilascariase € uma infec¢cdo causada por Lagochilascaris minor, parasito
causador de lesfes debilitantes da regido cervical de humanos, que apesar de néao
constituir um problema de saude publica, € emergente devido ao crescente nimero
de casos no Brasil. Camundongos C57BL/6 e B10.A foram inoculados por via oral
com 2000 ovos viaveis de L. minor com o intuito de analisar aspectos
parasitologicos, morfoldgicos, histopatoldgicos e sobrevida. Camundongos C57BL/6
apresentaram maior niumero de nodulos (machos, 330; fémeas, 210) que 0s
camundongos B10.A (machos, 225; fémeas, 110) aos 90 dias apds infeccdo. Larvas
(L3/L4) e vermes adultos foram encontrados nos nddulos de ambas as linhagens,
mas nao houve diferenca quanto ao tamanho e largura das mesmas. Infiltrados
inflamatorios focais de menor intensidade predominaram no figado de camundongos
C57BL/6 aos 15 dias de infec¢do, enquanto no mesmo periodo, em camundongos
B10.A houve presenca em maior intensidade de infiltrados inflamatdrios focais mais
bem formados. Camundongos C57BL/6 apresentaram infiltrado inflamatério difuso
pulmonar, do inicio ao final do periodo avaliado, de maior gravidade que os
apresentados por animais B10.A, principalmente apos 120 dias de infec¢do. Em
ambas as linhagens observamos no pulméo granulomas cisticos contendo larvas L3
integras ou em inicio de degeneracéo, dos 45 aos 210 dias de infec¢do; entretanto,
camundongos B10.A apresentaram formacao precoce (60 dias apos infeccao) de
infiltrados inflamatorios focais sem presenca de larvas L3 no pulméo, quando
comparados aos animais da linhagem C57BL/6 (120 dias apds infec¢do). A analise
de sobrevida durante 360 dias de infeccdo em ambas as linhagens, demonstrou que
camundongos B10.A (44%) sobreviveram um pouco mais do que os camundongos
C57BL/6 (39%), sendo esta diferenca estatisticamente significativa. Estes dados
evidenciam que animais B10.A s&o pouco mais resistentes a infeccéo por L. minor
que camundongos C57BL/6, mas esta diferenca € estatisticamente significativa; e
gue animais das duas linhagens podem atuar como hospedeiro definitivo e
intermediario na infecgdo experimental.
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ABSTRACT

Lagochilascaris minor is the causative agent of lagochilascariase, a disease that
affects the neck region causing exsudative abscesses with eggs, adult parasites and
L3/L4 larvae within purulent exsudates. Nowadays, lagochilascariasis is considered
an emerging disease because of the increased number of cases registered.
C57BL/6 and B10.A isogenic mice were infected with 2000 viable eggs and the
infection was characterized by histopathology, survival rate and parasitological
findings. C57BL/6 showed a higher number of nodules at 90 days post infection
(male: 330; female: 210) than B10.A mice (male: 225; female: 110). L3/4 larvae and
adult parasite were found in both lineages. It was not observed differences on
weight and width of the larvae during all periods studied. Comparing lungs and liver,
they showed distinct lesions on infected C57BL/6 and B10.A. The lesions on
C57BL/6 mice were mainly diffuse and conversely, B10.A infected mice showed
diffuse lesions accompaned of foccal organized lesions in the lungs and liver during
part of the studied period. B10.A showed a small, but statisticaly significant,
increased survival rate compared to C57BL/6 mice infected with L. minor. Taken
together, these results showed that B10.A mice are resistant to the
lagochilascariase infection than C57BL/6, but not much more. Also it was observed
that both, B10.A and C57BL/6 can be definitive or intermediate host for

Lagochilascaris minor.
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INTRODUCAO

Lagochilascariase € uma infeccdo causada por Lagochilascaris sp, que se
localiza no pescoco, mastéide, maxilas, tonsilas, retrofaringe, ouvido médio e
cavidade ocular de seres humanos (Draper & Bucley 1963, Volcan et al. 1982, Fraiha
et al. 1983, Pacd 1994, Pacd & Campos 1998). Esta parasitose é causada por
parasitos do género Lagochilascaris, sendo Lagochilascaris minor segundo o0s
registros literarios, a espécie mais importante para o homem. A infeccdo humana por
L. minor apesar de ndo constituir um problema de salde publica, é emergente devido
ao crescente numero de casos no Brasil (Draper & Bucley 1963). As lesdes séo
usualmente crbnicas, com formacao de abscessos e fistulas, por onde sédo expelidos
parasitos adultos vivos, larvas e ovos, junto com material purulento, pelo nariz ou
pela boca, as vezes associada a tosse ou espirro, e a presenca de todas as fases de
desenvolvimento do parasito nas lesfes leva a ocorréncia do ciclo auto-infectante
(Le&o et al. 1978, Fraiha 1989, Campos et al. 1992, Volcan et al. 1992).

O hospedeiro natural definitivo de L. minor permanece até hoje desconhecido,
sendo a lagochilascariase uma doenca relatada apenas no continente americano e
sua epidemiologia permanece obscura no que diz respeito aos mecanismos de
infeccdo humana e animal (Sprent 1971). No Brasil, o primeiro encontro deste
parasito foi descrito por Artigas et al. (1968), em um caso autdéctone com amostra
retirada do pescoco de uma paciente (Fraiha et al.1983, Campos et al. 1991, Paco &
Campos 1998). Estudos experimentais sugerem que a transmissdo da
lagochilascariase humana ocorra pela ingestdo de carne crua ou mal cozida de
animais silvestres, provavelmente roedores, contendo larvas de 3° estadio do

parasito (Sprent 1971).

O ciclo experimental de L. minor envolvendo roedores como hospedeiros
intermediarios (camundongos e hamster) e carnivoros como hospedeiros definitivos
(gatos e cées) foi demonstrado por Pago (1994) e Campos et al. (1992) com base
na hipotese de Smith et al. (1983). A infec¢cdo por L. minor em camundongos

isogénicos da linhagem C57BL/6, induz uma resposta inflamatoria neutrofilica com



27

participacdo de eosinofilos, células mononucleares e fibrose, que se inicia 4 horas

pés-infeccdo e se estende até 24 horas. No parénquima pulmonar foram
observadas reacdes granulomatosas, constituidas por células gigantes de corpo
estranho a partir dos 13 dias pos-infeccdo, com presenca marcante de eosinoéfilos

em meio ao infiltrado inflamatorio perivascular (Semerene et al. 2004).

A resisténcia e a susceptibilidade de diferentes linhagens de camundongos
isogénicos tém contribuido para o entendimento da resposta imune aos diversos
parasitos. Enquanto camundongos C57BL/6 tém-se mostrado resistentes a diversas
infeccbes tais como Leishmania sp e Angiostrongylus costaricensis, camundongos
B10.A mostram-se susceptiveis as mesmas infeccbes e outras como
paracoccidioidomicose (Junqueira-Kipinis 1999).

Camundongos B10.A infectados com L. minor apresentaram nodulos
embestados na musculatura esquelética contendo larvas L3/L4 do parasito
circundado por intenso infiltrado inflamatdrio contendo polimorfonucleares, neutrofilos
e eosindfilos e principalmente macréfagos xantomatosos ou espumosos aos 60 dias
pos-infeccdo. Ja os camundongos A/J, apresentaram nodulos na musculatura
esquelética  circundados por discreto infiltrado inflamatério  contendo
polimorfonucleares, macrofagos e linfécitos (Freitas et al. 2003). A avaliacdo da
sobrevida cumulativa nas mesmas sugeriram que os camundongos da linhagem A/J
fossem mais resistentes (sobrevida: 95%) a infeccdo por L. minor que o0s
camundongos B10.A (sobrevida: 40%). not much more

Correlacionando os resultados ja descritos na literatura, decidimos avaliar se a
susceptibilidade de camundongos isogénicos B10.A a infec¢do por L. minor estaria
ou ndo associada as moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (CHP).
Para tanto, comparou-se camundongos isogénicos congénicos C57BL/6 e B10.A,

gue diferem apenas nas moléculas de CHP no modelo experimental com L. minor.
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MATERIAL E METODOS
A. Parasitos

O isolado de Lagochilascaris minor utilizado neste estudo para manutencéao do
ciclo evolutivo foi doado por Campos et al. (1992). Os ovos foram obtidos por
dissecacao do utero de fémeas e mantidos em solugéo formalina a 1%, constituindo
a fase infectante do parasito. O parasito foi mantido em laboratério utilizando-se
camundongos C57BL/6 (Mus musculus) como hospedeiro intermediario, inoculados
com 2.000 ovos viaveis de L. minor e gatos domeésticos (Felis catus domesticus)
como hospedeiro definitivo experimental. Os gatos foram individualmente
alimentados com carcaca de camundongos C57BL/6 infectados, contendo
aproximadamente 60 nddulos encistados no tecido subcutdneo com larvas de

terceiro estadio (L3) de L. minor.
B. In6culo

Os ovos de L. minor foram colhidos das fezes dos gatos apds 30 dias de
infeccdo e submetidas ao método de Hoffman e Faust. Os ovos assim obtidos foram
mantidos em tubo de polipropileno contendo solugcéo formalina a 1%, por 40 dias a
temperatura de 25°C. Em seguida, os tubos foram centrifugados 3 vezes em solucao
fisiol6gica, onde retirou-se 3 aliquotas de 1 pul, as quais foram examinadas entre
lamina e laminula, com auxilio de microscopio de luz (10X). A concentracdo de ovos
por mL foi calculada através do emprego de uma regra de trés simples sobre o
resultado da média aritmética das contagens. Os ovos foram mantidos em formalina,
sendo retirados e colocados em agua destilada para inoculagdo. A inoculacéo
esofagiana foi realizada com auxilio de canula (Pago & Campos 1998).

C. Animais e vias de inoculacao.

Foram utilizados um total de 122 camundongos isogénicos C57BL/6 (35
fémeas e 35 machos) e B10.A (26 fémeas e 26 machos), com idade variando de 32 a
60 dias, mantidos no biotério do IPTSP da UFG com livre acesso a agua e racao. Os

camundongos foram inoculados por via oral através de sonda esofagiana (0,2 mL)
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com 2.000 ovos infectantes de L. minor e sacrificados por deslocamento cervical aos
15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 e 210 dias pos-infeccdo. Como controles, foram
utilizados 30 camundongos (15 machos e 15 fémeas de cada linhagem) inoculados
com solucéo salina. Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa

Humana e Animal do Hospital das Clinicas da UFG.

D. Quantificacdo dos nédulos, mensuracédo das larvas L3, identificacdo das

formas jovens/adultas do parasito:

Para cada ponto experimental foram utilizados um a dois animais controles e 3
infectados de cada linhagem (machos e fémeas). Ap6s o sacrificio nos diferentes
dias, os camundongos foram fixados em placas de isopor com alfinetes, tendo sua
pele rebatida, sendo realizada necropsia através da abertura das cavidades
craniana, toracica e abdominal com retirada de linfonodos, baco, figado, pulméao,
tecidos subcutaneo e muscular . A quantidade de nddulos foi determinada em cada
animal por mesoscopia. No minimo 3 nodulos contendo larvas foram colhidos de
cada camundongo infectado, as larvas foram retiradas dos nodulos nos diferentes
dias pos-infeccéo, fixadas a quente em formalina a 10% e clarificadas em lactofenol
entre lamina e laminula. ApOs clarificacdo, foram mensuradas quanto ao
comprimento e didmetro pela técnica de morfometria computadorizada (Axion Vision
3.1 Zeiss). Apés a mensuracao das larvas, nos periodos de 120, 150, 180 e 210 dias
pos-infeccdo, as mesmas foram coradas pela técnica de coloracdo para helmintos
(Carmim) em seguida, montadas entre laminas e laminulas e analisadas em

microscépio quanto sua morfologia (Amato 1985).
E. Histopatologia.

Realizou-se evisceracdo completa e observacdo macroscopica de figado,
pulméo, baco, linfonodos e tecidos subcutadneo e muscular que foram fixados em
formalina a 10%, pH 7.4. O material foi processado pelos métodos habituais de
inclusdo em parafina, seccionado em micrétomo rotativo com espessura de 5um,
corado pela hematoxilina-eosina (H & E) e montado entre lamina e laminula de vidro,

com verniz. A analise dos infiltrados inflamatoérios focais presentes nos pulmdes e no
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figado foi realizada determinando-se as lesbBes presentes nos cortes de tecido
corados pela H&E.

F. Sobrevida ap6s infeccdo com Lagochilascaris minor:

Para o ensaio da sobrevida foram utilizados 132 camundongos: 15 machos e
15 fémeas infectadas, e 15 machos e 15 fémeas controles da linhagem C57BL/6; 18
machos e 18 fémeas infectados e 18 machos e 18 fémeas controles da linhagem
B10.A. Os camundongos infectados foram inoculados com 2.000 ovos viaveis de L.
minor através de sonda esofagiana e os controles com solucédo salina. A mortalidade
foi acompanhada diariamente por um periodo de 360 dias, utilizando-se uma ficha
controle onde foram anotadas as relagbes entre camundongos mortos e vivos. A
sobrevida foi calculada através do método Kaplan-Meier e comparada através de Log

rank test.
G. Andlise estatistica

Para todos os experimentos utilizou-se o teste “t de student” e ANOVA (p<

0,05). Para a sobrevida utilizou-se o método Kaplan-Meier.
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RESULTADOS

A resisténcia e a susceptibilidade de diferentes linhagens de camundongos
isogénicos tém contribuido para o entendimento da resposta imune aos diversos
parasitos. Enquanto C57BL/6 tem se apresentado resistente a diversas infec¢des tais
como Leishmania sp e Angiostrongylus costaricensis, os camundongos B10.A
mostram-se  susceptiveis as mesmas infeccbes ou outras como
paracoccidioidomicose (Junqueira-Kipnis, 1999). Com o intuito de definir um padréo
de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo experimental por Lagochilascaris minor,

estas linhagens foram infectadas e analisadas comparativamente durante 360 dias.

1. Parametros Parasitologicos:
A. Contagem de nédulos.

Estudos realizados em camundongos inoculados por via oral com ovos
infectantes de L. minor demonstram: eclosao de larvas no intestino, migracéo para o
figado, pulmbes e encistamento na musculatura esquelética e, tecido subcutaneo
(Campos et al. 1992, Farah et al. 2004). Para verificar se havia diferencas na
progressdo da infecgcdo entre as linhagens estudadas, analisamos a quantidade de
nédulos presentes em camundongos C57BL/6 e B10.A machos e fémeas apos
infeccdo com L. minor.

Camundongos C57BL/6 machos e fémeas apresentaram aumento constante
de nddulos aos 30, 45 e 90 dias de infec¢do, aos 90 dias comparando-se fémeas e
machos infectados houve uma preponderancia de ndédulos nos tecidos dos
camundongos machos (330 noédulos, *p< 0,05). ApGs este periodo observou-se um
decréscimo no numero de nddulos estendendo-se até os 150 dias (Figura 1).

Camundongos B10.A, de ambos 0s sexos, apresentaram nédulos depois de
45 dias de infeccdo. ApGs este periodo, camundongos B10.A machos apresentaram
namero superior de nédulos do que as fémeas (machos: 255 nodulos, fémeas: 110
nodulos, p<0,05). Semelhante aos camundongos C57BL/6, 0 nUmero maximo de
nddulos foi obtido aos 90 dias de infec¢do, quando os animais machos apresentaram
também numero superior de nddulos que as fémeas (*p<0,05). (Figura 2).
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Figura 1. NUumero de nodulos musculares e subcutaneos
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determinada pelo teste t de student (p<0,05).
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A progressdo da infeccdo nas duas linhagens demonstrou que em
camundongos C57BL/6, os nédulos podem ser visualizados a partir dos 30 dias de
infeccdo, ao contrario do que acontece em camundongos B10.A onde, esses nddulos
foram visualizados depois dos 45 dias de infec¢cdo. Comparando as duas linhagens,
no entanto, camundongos B10.As fémeas apresentaram menor niamero de nddulos
do que C57BL/6 (*p<0,05) e machos das duas linhagens apresentam mais nédulos
que as fémeas, com diferenca estatisticamente significante somente aos 90 dias de

infeccao.

B. Mensuragéo das larvas de Lagochilascaris minor.

Com as observacdes de que a presenca de nddulos em camundongos
C57BL/6 ocorre mais precocemente em relacdo aos camundongos B10.A,
resolvemos investigar se as larvas encistadas nos noddulos dessas linhagens
apresentariam tamanho e estruturas diferenciadas, retiramos uma média de 5 larvas
de cada nodulo em cada camundongo.

As larvas L3/L4 estatisticamente mantiveram o mesmo tamanho no decorrer
do periodo analisado e ndo houve diferenca significativa no tamanho e largura
dessas larvas quando comparadas entre si no mesmo ponto experimental tanto em
C57BL/6 quanto em B10.A. As larvas encontradas em camundongos C57BL/6
apresentaram tamanho de 7,2 a 11,0 mm de comprimento, enquanto que as larvas
de B10.A o tamanho foi de 9,0 a 10,0 mm, ndo havendo diferenca no tamanho

dessas larvas dependente do sexo do hospedeiro (Figura 3).
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Figura 3. Mensuracdo do comprimento das larvas de
Lagochilascaris minor, obtidas de camundongos C57BL/6 e B10.A
aos 45, 60, 90, 120, 150, 180 e 210 dias pos-infeccao através da
técnica de morfometria computadorizada.

35



36

C. Parasitos jovens e adultos em camundongos C57BL/6 e B10.A.

Como o tamanho das larvas encontradas nos nédulos dos camundongos
C57BL/6 e B10.A eram semelhantes ao tamanho dos parasitos adultos, avaliamos as
amostras do parasito quanto a sua morfologia para confirmar a presenca de
exemplares adultos. A analise morfolégica dos exemplares obtidos dos nddulos de
linhagens C57BL/6 e B10.A infectados com L. minor demonstrou a presenca de
larvas L3 e L4 assim como parasitos adultos, nos nddulos presentes em ambas as
linhagens. Os parasitos adultos foram encontrados nestes animais apenas apos 180

dias pés-infeccéo (Figura 4).
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Figura 4. Parasitos jovem e adulto retirado de nodulos de camundongos C57BL/6 e
B10.A aos 180 dias apos infeccdo. Coloracdo por Carmim. A. Extremidade anterior
do parasito jovem. B. extremidade anterior do parasito adulto. Observar o colar pos-
labial (seta). C. Extremidade caudal do parasito jovem. D. Extremidade caudal do

parasito adulto macho (seta).
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2. Padréo histopatoldgico das lesdes.

Foram avaliados histopatologicamente linfonodos, baco, figado, pulmédo e
tecidos subcutdaneo e muscular lesados. As lesdes entre as duas linhagens de
camundongos infectados foram semelhantes na maioria dos érgaos analisados e se
assemelhavam aos dados da literatura, no entanto, no figado e nos pulmdes
observamos diferencas peculiares. Por isso, apresentamos aqui apenas o0S
resultados referentes as lesdes encontradas no figado e pulmao.

Camundongos C57BL/6 infectados com L. minor apresentaram no figado, aos
15 dias de infeccao, lesdes inflamatorias focais pouco organizadas, compostas por
células mononucleares e polimorfonucleares (Figura 5A), que regrediram nos pontos
subsequentes. No mesmo periodo, observamos nos camundongos B10.A poucos
infiltrados inflamatérios menos organizados contendo células mononucleares e
polimorfonucleares, e infiltrados inflamatérios focais bem orgnizados compostos de
células mononucleares e polimorfonucleares (Figura 5B).

No pulméo de camundongos C57BL/6, aos 60 dias de infeccdo, observamos:
infiltrados inflamatdrios difusos acentuados ou moderados com células gigantes e
pneumocitos (Figura 5 C); presenca eventual de granuloma cistico contendo larvas.
Em camundongos B10.A, no mesmo periodo, observamos: infiltrados inflamatérios
difusos com células gigantes e pneumacitos, de intensidade moderada ou acentuada
(5D); pequenos infiltrados inflamatérios focais (6B); eventual granuloma cistico
contendo larvas.

A partir dos 120 dias de infecgdo, observamos infiltrados inflamatdérios difusos
mais acentuados nos camundongos C57BL/6, acompanhados por presenca de
infiltrados inflamatérios focais sem larvas. Granulomas contendo larvas mortas e
vivas estiveram presentes até o final do periodo avaliado, em camundongos B10.A
(Figura 6 D) e C57BL/6 (Figura 6 A e C), apresentando pequenas diferencas quanto

a celularidade.
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Figura 5. Cortes de figado e pulmdo de camundongos C57BL/6 6 e B10.A
infectados com 2000 ovos viaveis de Lagochilascaris minor. Coloracdo pela
hematoxilina-eosina. A-B: 15 dias de infeccédo. A. Figado de camundongo C57BL/6 com
infiltrado  inflamatério focal menos denso, composto por macréfagos e
polimorfonucleares. B. Figado de camundongo B10.A com infiltrado inflamatorio focal
composto por macréfagos e polimorfonucleares. C-E: 60 dias de infec¢do. C. Pulmé&o de
camundongo C57BL/6 com infiltrado inflamatorio difuso acentuado composto por células
mononucleares e peneumdcitos. D. Pulmdo de camundongo B10.A com infiltrado
inflamatorio difuso moderado, composto por células mononucleares e pneumacitos.
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Figura 6. Cortes de pulm&do de camundongos C57BL/6 e B10.A infectados
com 2.000 ovos de Lagochilascaris minor. Coloragéo pela hematoxilina-eosina. A-B:
60 dias de infec¢cdo. A. Pulm&o de camundongo C57BL/6 apresentando granuloma
cistico ao redor de larvas aparentemente integras. B. Pulmdo de camundongo B10.A
apresentando infiltrado inflamatorio focal, bem formado, sem presenca de larva, que
aparece juntamente com os infiltrados inflamatérios difusos. C-D: 120 dias de
infeccdo. C. Pulmdo de camundongo C57BL/6 contendo larvas aparentemente
integras, encistadas por formacao granulomatosa (seta). D. Pulmdo de camundongo
B10.A com granuloma cistico ao redor de larvas aparentemente integras.
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3. Sobrevida dos camundongos C57BL/6 infectados com Lagochilascaris
minor.

Os animais C57BL/6 fémeas infectadas com 2.000 ovos viaveis de L. minor
apresentaram 39% de sobrevida, jA o grupo controle apresentou 85% de sobrevida
apos 360 dias. Camundongos C57BL/6 machos infectados, apresentaram 35% de
sobrevida e o0 grupo controle apresentou 100% de sobrevida durante 0 mesmo tempo
de observacdo (Figura 7). Estes resultados demonstram que nado existe diferenca
significativa na sobrevida de camundongos C57BL/6 infectados quanto ao sexo,

embora exista uma tendéncia de maoir mortalidade nos machos infectados.
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Figura 7. Andlise da sobrevida (%) dos animais C57BL/6 machos e fémeas, controles e infectados com 2.000 ovos viaveis de
Lagochilascaris minor acompanhados diariamente no periodo de 360 dias. Os animais controles foram inoculados por via
intra-esofagica com solucéo salina. Estes resultados foram obtidos pelo método de Kaplan-Meier para determinag¢éo da curva
de sobrevida. As curvas foram comparadas através do teste t de student (p<0,05).
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4. Sobrevida dos camundongos B10. A infectados com Lagochilascaris minor.
Camundongos B10.A fémeas infectados com 2.000 ovos viaveis de L. minor
apresentaram 44% de sobrevida e o grupo controle apresentou 100% de sobrevida
apos 360 dias de infec¢cdo. Camundongos B10.A machos infectados apresentaram
24% de sobrevida, enquanto o grupo controle apresentou 100% de sobrevida
durante 0 mesmo periodo (Figura 8). FEmeas de camundongos B10.A infectadas

com L. minor apresentam sobrevida maior do que os machos. (p<0,05).
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Figura 8. Andlise da sobrevida (%) dos animais B10.A machos e fémeas, controles e infectados com
2.000 ovos viaveis de Lagochilascaris minor acompanhados diariamente no periodo de 360 dias. Os
animais controles foram inoculados por via intra-esofagica com solugéo salina. Estes resultados foram
obtidos pelo método de Kaplan-Meier para determinagdo da curva de sobrevida. As curvas foram
comparadas através do teste t de student (p<0,05).
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5. Sobrevida comparada dos camundongos C57BL/6 e B10A infectados com
Lagochilascaris minor.

A analise comparativa da sobrevida dos camundongos C57BL/6 e B10.A
infectados com L. minor demonstrou que camundongos B10.A fémeas sobrevivem
um pouco mais do que os camundongos C57BL/6 de ambos os sexos (p<0,05),
(Figura 9).
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Figura 9. Analise da sobrevida comparada (%) dos animais C57BL/6 e B10.A
machos e fémeas, controles e infectados com 2.000 ovos vidveis de Lagochilascaris
minor acompanhados diariamente no periodo de 360 dias. Os animais controles
foram inoculados por via intra-esofagica com solucdo salina. Estes resultados foram
obtidos pelo método de Kaplan-Meier para determinacédo da curva de sobrevida. As
curvas foram comparadas através do teste t de student (p<0,05).
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DISCUSSAO:

Camundongos C57BL/6 e B10.A foram infectados com 2.000 ovos viaveis de
Lagochilascaris minor. Camundongos C57BL/6 fémeas apresentaram maior numero
de nédulos do que os camundongos B10.A, sendo que esta diferenca néo foi
estatisticamente significante para camundongos machos. Nos nddulos dos
camundongos C57BL/6 e B10.A foram encontradas larvas L3/L4 e vermes adultos
N&o houve diferenca quanto ao tamanho e largura das mesmas em ambas as
linhagens. Quanto as lesfes teciduais, apesar de na maioria dos 6rgaos analisados
(baco, linfonodos, pele, tecido subcutdneo e musculo esquelético) ndo ter havido
diferenca entre as duas linhagens, nos pulmdes e no figado foram observadas
diferencas importantes. Em camundongos C57BL/6, as lesGes pulmonares foram
difusas e acentuadas, enquanto que nos camundongos B10.A observou-se lesdes
difusas moderadas acompanhadas por pequenos infiltrados inflamatérios focais sem
larvas. Em ambas as linhagens observamos granulomas circundando as larvas, até a
fase crbnica da infeccdo A andlise da sobrevida de ambas as linhagens demonstrou
gue camundongos B10.A apresentam sobrevida pouco maior que os camundongos
C57BL/6 infectados com L. minor. Também foi observado que as fémeas dos
camundongos B10.A sobreviveram mais do que os machos infectados. Este trabalho
evidencia que os camundongos B10.A sdo pouco mais resistentes a infeccao por L.
minor do que os camundongos C57BL/6 e que as duas linhagens podem atuar como
hospedeiros definitivos da infeccéo.

Trabalhos anteriores demonstraram que camundongos iSogénicos que
continham o mesmo haplétipo das Moléculas de Histocompatibilidade Principal
(CHP) e background genético diferentes (A/J e B10.A) infectados com L. minor
respondiam a infeccdo de maneiras distintas (Freitas et al. 2003, Padua et al. 2003).
Camundongos A/J quando comparados aos camundongos B10.A eram muito mais
resistentes a infeccdo. Serd que esta resisténcia estaria associada as moléculas de
CHP ou aos genes vinculados ao “background” genético dos animais? Para
responder este propdsito utilizamos camundongos isogénicos das linhagens C57BL/6
e B10.A que apresentam o mesmo “background genético”, mas moléculas de CHP
diferentes (C57BL/6: H-2°, B10.A: H-27).
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Semerene et al. (2004) descreveram a presenca de nodulos aos 47 dias ap0s
infecgdo em camundongos C57BL/6 disseminados no tecido subcutaneo e na
musculatura esquelética, tornando mais visiveis e maiores aos 61 dias apos
infeccdo. Aos 120 dias apds-infeccado os nédulos encontravam-se disseminados por
toda musculatura esquelética. Comparando a quantidade de nédulos ap0s a infec¢éo
intra-esofagiana de camundongos B10.A e A/J. Padua et al. (2003) demonstraram
que camundongos A/J sdo mais resistentes a infeccdo, pois apresentaram menor

numero de nddulos e baixa mortalidade.

Nossos resultados demonstram que a quantidade de ndodulos observados
durante a necropsia nos camundongos C57BL/6 foi ligeiramente maior do que nos
camundongos B10.A. Vale ressaltar que os ndédulos foram visualizados em
camundongos C57BL/6, a partir dos 30 dias apOs infeccdo, enquanto que nos
camundongos B10.A comecaram a ser visualizados a partir dos 45 dias de infeccéo.
A quantidade de nédulos foi maior em camundongos machos, tanto em C57BL/6
quanto em B10.A, aos 90 dias apos a infeccao.

A presenca de formas adultas do parasito foi confirmada em ambas as
linhagens. Nossos resultados corroboram os resultados obtidos por Freitas et al.
(2003) para os camundongos B10.A e A/J infectados com L. minor. A mensuragao
das larvas L3/L4 nas linhagens estudadas permitiu observar que as mesmas
mantiveram o mesmo tamanho no decorrer do periodo analisado.

Em nosso trabalho o encontro de formas adultas de L. minor em
camundongos C57BL/6 e B10.A, sugere que estes animais possam atuar tanto como
hospedeiro definitivo quanto intermediario. E necessaria uma reavaliagdo dos
modelos animais utilizados neste ciclo experimental quanto a resposta dos animais
diante da infec¢cdo, assim como 0s mecanismos que poderiam estar levando ao
desenvolvimento das formas adultas do parasito. Muito ainda precisa ser estudado
guanto a dinamica da reproducéo deste parasito no camundongo (e outros roedores),
uma vez que a postura de ovos torna-se inviabilizada nos camundongos devido ao
fato de que parasitos adultos (machos e fémeas) normalmente ndo sdo encontrados

no mesmo nodulo.
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Semerene et al. (2004) ao analisarem a cinética da resposta inflamatéria de L.
minor em camundongos C57BL/6, descrevem que por volta do décimo terceiro dia
apos inoculacdo, ocorre presenca de micro abscesso no figado; e nos pulmdes, o
aparecimento de reacdo granulomatosa desorganizada, caracterizada por intenso
infiltrado difuso de células gigantes multinucleadas, ocupando a luz alveolar e
exibindo material refringente no citoplasma e ainda presenca marcante de eosinofilos
em meio ao infiltrado inflamatério perivascular. Os pulmdes destes animais
apresentaram aos 120 dias apos infeccdo, nédulo maduro, reacdo granulomatosa e
perivasculite. Estes resultados corroboram com 0s nossos resultados, onde foi
demonstrado que no figado e pulmdo de camundongos C57BL/6 infectados ha
presenca de infiltrado misto contendo polimorfonucleares e células mononucleares
que persistram ao longo da infeccdo nos pulmdes. Estes animais formam
granulomas tipicos em torno das larvas. Ja camundongos B10.A, apresentaram
infiltrados inflamatdrios difusos acompanhados de infiltrados inflamatorios focais
mononucleares bem definidos nas quais nao foram identificadas larvas, e
granulomas cisticos tipicos em torno das larvas.

Apesar dos camundongos C57BL/6 terem sido utilizados para o
desenvolvimento do ciclo experimental de L. minor, a sobrevida desta linhagem nao
foi ainda estudada. Camundongos C57BL/6 apresentam resisténcia a infec¢do por
Angiostrongylus costaricensis e Trichuris muris quando comparados a BALB/c
(Stefan et al. 2001) (Allisson et al. 2001). N&o ha relatos sobre ciclos experimentais
utiizando camundongos B10.A infectados com parasitos intestinais tais como L.
minor, mas quando utilizados em modelos experimentais como Paracoccidioides
brasiliensis estes animais mostraram-se mais susceptiveis do que camundongos A/J,
C57BL/10 e BALB/c (Calich et al. 1985). Nossos resultados demonstram que a
sobrevida dos camundongos B10.A (44%) foi maior do que a dos camundongos
C57BL/6 (39%) durante 360 dias de infeccdo evidenciando que os camundongos
B10.A sdo um pouco mais resistentes a infeccdo por L. minor do que o0s
camundongos C57BL/6. Nossos resultados enfatizam ainda que as fémeas B10.A

infectadas sobrevivem mais do que os machos. A resisténcia de camundongos
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C57BL/6 fémeas a infeccdo por Brachylaima cribbi também foi maior quando
comparadas aos machos (Butcher et al. 2002).

Animais que apresentam o haplétipo H-22 em geral séo resistentes a
infeccbes tais como: paracoccidioidomicose, Salmonella typhimurium (Calich et al.
1985, Maskell et al. 1986, Junqueira-Kipnis 1999). De acordo com os achados de
Allinson et al. (2001), a resisténcia dos animais esta associada com a quantidade de
parasitos envolvidos em uma infec¢cdo e com a diferenca genética existente entre
individuos. Neste trabalho, evidenciamos que animais isogénicos com haplétipo H-2%
sdo pouco mais resistentes a infeccdo por L. minor do que os camundongos
isogénicos que apresentam haplétipo H-2°.

Finalmente, concluimos que embora os camundongos B10.A sejam pouco
mais resistentes a infeccdo por L. minor que os camundongos C57BL/6, esta
diferenca é significativa, e que esta resisténcia pode estar associada, pelo menos em
parte, as moléculas de CHP de classe Il. De fato, o controle de infec¢ées complexas,

tais como a lagochilascariase experimental, normalmente tem carater poligénico.
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CONCLUSOES

* A infeccdo por Lagochilascaris minor nos camundongos C57BL/6 induz o
aparecimento precoce de nodulos (30 dias pés-infeccdo) quando comparados aos
camundongos B10.A (45 dias pés-infeccao).

e Camundongos C57BL/6 apresentam nuamero ligeiramente maior de nédulos
guando comparados aos camundongos B10.A.

* Os tamanhos das larvas L3/L4 foram semelhantes nas duas linhagens
infectadas.

* Em ambas linhagens evidenciamos a presenca de vermes adultos ap6s 180
dias de infecgéo.

e Camundongos da linhagem B10.A apresentam infiltrados inflamatérios
difusos nos pulmdes, de gravidade menor do que a apresentada por camundongos
C57BL/6.

* Infiltrados inflamatdrios focais compostos principalmente de macréfagos e
linfécitos foram detectados precocemente em camundongos B10.A .

» Camundongos de ambas as linhagens apresentam granuloma cistico ao
redor de larvas, a partir dos 45 dias de infeccao.

* Fémeas de ambas as linhagens apresentam sobrevida maior do que os
machos, mas esta diferenca é estatisticamente significativa somente para a linhagem
B10.A .

» Camundongos isogénicos da linhagem B10.A, experimentalmente infectados
por L. minor, apresentam sobrevida ligeiramente maior (porém estatisticamente

significante) que os camundongos C57BL/6.
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