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RESUMO

A esquistossomose mansoni € causada pelo trematoda Schistosoma mansoni, sendo impactante na
salde publica de vérios paises, principalmente subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Muito se
pesquisa sobre a infeccdo em seres humanos, porém, sdo escassos 0s estudos sobre a susceptibilidade
dos animais domeésticos a infeccdo, como os ovinos, sendo que no Brasil, h4 aumento gradual da
criagcdo desses animais, como a raca Santa Inés, devido a sua produtividade e rusticidade, sendo a raca
deslanada muito criada no nordeste brasileiro. O objetivo desse estudo foi avaliar aspectos da
susceptibilidade em ovinos da raca Santa Inés a infec¢do por S. mansoni, assim como fatores clinicos,
hematoldgicos, parasitoldgicos e patoldgicos no periodo de 0 a 255 dias. Os ovinos do presente estudo
foram segmentados em dois grupos com 5 animais livres da infecgdo (Controle) e 5 infectados por via
cutanea com 2.000 cercérias de S. mansoni (Infectado). A avaliacdo clinica foi realizada para
acompanhar variaveis como peso e escore corporal, além do sistema cardiovascular, respiratério,
digestorio e andlise de coloracdo de mucosa da conjuntiva ocular. Foram coletadas amostras
sanguineas para realizacdo do perfil hematologico e cinética de anticorpos 1gG. Para analisar 0s
pardmetros parasitologicos, no diagndstico foram realizados exames de fezes pelo método de
sedimentacdo espontanea e pelo método de quatro tamises modificada, assim como métodos de
eclosdo de miracidios, curetagem de mucosa retal e deteccdo de antigeno pelo teste rapido de urina. Os
ovinos foram sacrificados em dois intervalos: aos 135 dpi e aos 255 dpi, sendo os 6rgaos avaliados.
Além disso, foi preconizada a perfusdo das visceras para recuperacdo de parasitos nos vasos
mesentéricos e espacgo porta e a recuperacdo de ovos nos tecidos. Como resultado, na avaliacao clinica,
houve perda de peso no grupo Infectado de 15 aos 75 dpi com ganho compensatdrio, mas ndo o
suficiente para igualar ao Controle, além de fezes amorfas. A analise hematoldgica, foram constatados
indices menores nas variaveis de células vermelhas e aumento na contagem total de leucdcitos e
diferencial de neutrofilos na fase aguda, assim como aumento na contagem diferencial de eosinofilos
do sangue periférico de 75 aos 195 dpi. A cinética de IgG mostrou-se alta a reatividade no grupo
Infectado, o que evidencia uma resposta imune humoral mais intensa na fase aguda pos postural ao
comparar-se as duas titulagdes, concomitante com os achados clinicos e hematol6gicos, podendo ser
utilizada como ferramenta para imunodiagndstico da esquistossomose mansoni em ovinos. Quanto aos
parametros parasitoldgicos, no diagnéstico foram obtidos os seguintes resultados: (i) ndo foram
observados ovos ou miracidios nas amostras dos ovinos da raga Santa Inés infectados, entretanto, (ii) a
técnica de Girdo e Ueno (1982) foi validada para o diagndstico da infeccdo por S. mansoni em
hospedeiros ruminantes, (iii) a curetagem de mucosa retal foi capaz de detectar a infec¢do nos ovinos e
(iv) o teste rapido de urina acusou deteccdo de antigenos, mas com traco leve, devendo ser aprimorada.
Nos aspectos post mortem, na patologia dos ovinos da raca Santa Inés infectados foram observadas no
figado e pulmado: (i) pouca frequéncia de granulomas tipicos formados em torno de ovos de S. mansoni
e (ii) frequente lesbes focais, esparsas, nodulares, formadas por granulomas extensos, contendo
material amorfo envolto de exsudato de células inflamatérias e graus varidveis de neoformacdo
conjuntivo vascular. Na recuperacdo de parasitos nos vasos mesentéricos e espaco porta, houve
heterogeneidade entre os ovinos com variacdes de 0,45 a 5,45%. Além disso, 0s espécimes de S.
mansoni mostraram-se menores em tamanho se comparados aos obtidos na infeccdo humana e em
bovinos. Dessa forma, conclui-se que ovinos da raga Santa Inés ndo apresentam importancia
epidemioldgica na transmissao de S. mansoni, uma vez que nao eliminam ovos nas fezes. Entretanto,
esses animais sdo susceptiveis a infeccdo, visto que ha desenvolvimento parasitario e oviposi¢do das
fémeas, além de sintomas clinicos, variagbes hematologicas, imunoldgicas e lesdes em 6rgdos como
figado e pulmao consequente ao parasitismo, levando a perdas na produtividade devido a infeccéo.
Palavras chave: Schistosoma mansoni, Ovinos, Susceptibilidade.



ABSTRACT

The schistosomiasis is caused by trematode Schistosoma mansoni and is impactful on public
health in many countries, particularly underdeveloped or under development countries. There
are many researches regarding the infection in humans, however, there are only a few studies
about the susceptibility of cattle to infection, such as in sheep. In Brazil, there is a gradual
increase in the creation of these animals, such as Santa Ines breed’s, due to its productivity
and rusticity; without wool breed’s is very established at the Brazilian northeast. The goal of
this study is to evaluate aspects of susceptibility in Santa Inés sheep breed’s to infection with
S. mansoni, as well as clinical, haematological, parasitological and pathological in the period
0-255 days. The sheeps of this study were segmented into two groups of 05 animals free from
infection (Control) and 05 dermally infected with 2,000 of S. mansoni cercariae (Infected).
Clinical evaluation were performed to monitor variables such as weight and body condition
score, in addition to the cardiovascular, respiratory, digestive system and mucosal staining
analysis of the ocular conjunctive. Blood samples were collected to perform the hematological
profile and kinetic profile of IgG antibodies. To analyze the parasitological parameters,
diagnosis were performed through examinations by spontaneous sedimentation method and
the four modified sieves method, as well as miracidia hatching methods, rectal mucosal
curettage and antigen detection by rapid urine test. The sheeps were sacrificed at two
intervals: the 135 dpi and 255 dpi. Body organs were examined. Moreover, it was preconized
the perfusion of the viscera for parasite recovery vessels in the mesenteric and portal space
and eggs in the tissues were recovered. As a result, on the clinical evaluation, there was loss
of weight in the infected group of 15 to 75 dpi with compensatory growth, but not enough to
match the control, as well as amorphous faeces. On the hematological analysis, lower levels in
the red blood cells and variable increase in the total white blood count were found as well as
differential of neutrophils in acute phase and an increase in the differential count of peripheral
eosinophils cells of 75 to 195 dpi. The 1gG kinetics showed high reactivity in the infected
group, which shows a stronger humoral immune response in post postural acute when
comparing the two titrations, concomitant with clinical and hematological findings. This can
be used as a tool to immunodiagnostics of schistosomiasis in sheep. Regarding the
parasitological parameters, the following results were obtained on diagnosis: (i) eggs or
miracidia were observed in infected samples of breed sheep Santa Inés, however, (ii) Girdo
and Ueno (1982) technique have been validated for diagnosis of S. mansoni infection in
ruminants hosts, (iii) rectal mucosa’s curettage were able to detect infection in sheep and (iv)
the rapid test urine detected antigens, but slight traces that should be improved. In post
mortem aspects, the pathology of the Santa Inés sheep infected was observed in the liver and
the lung: (i) low frequency of typical granulomas formed around S. mansoni eggs and (ii)
frequently focal, scattered, and nodular lesions, formed by extensive granulomas containing
amorphous material wrapped in exudate inflammatory cells besides varying degrees of
vascular connective neoformation. In recovered parasites at the mesenteric and portal vessels’
space, there was heterogeneity among the sheep with variations from 0.45 to 5.45%.
Furthermore, the specimens of S. mansoni were smaller compared to those obtained in human
and cattle infections. Thus, it is conclusive that breed sheep Santa Inés have no
epidemiological importance in the transmission of S. mansoni since it does not eliminate eggs
in faeces. However, these animals are susceptible to infection because there is parasitic
development and female oviposition as well as clinical symptoms, hematologic and
immunologic changes besides organ lesions at the liver and lungs consequent to the
parasitism leading to losses in productivity due to infection.






1. INTRODUCAO
1.1 Schistosoma mansoni

A esquistossomose é uma doenca causada por parasitos da classe Trematoda, familia
Schistosomatidae, género Schistosoma, que afeta cerca de 200 milhGes de seres humanos em
74 paises do mundo (Chuah et al., 2014), sendo aproximadamente 600 milhGes de pessoas
expostas ao risco de infeccdo (Chitsulo et al., 2000; Van der Werf et al., 2003; Steinmann, et
al., 2006). No Brasil, a esquistossomose mansoni € considerada grave problema de saude
publica, com aproximadamente oito milhdes de pessoas infectadas (4,6% da populacdo
brasileira) e 30 milhdes em regides onde ha transmissdo de Schistosoma mansoni,
principalmente no Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, em areas com saneamento basico
precario (Katz e Peixoto, 2000; Oliveira et al., 2004).

O principal hospedeiro definitivo de S. mansoni é o ser humano (Nelson, 1960).
Todavia, ha estudos que demonstraram outros mamiferos que podem atuar como fonte de
infeccdo (Martins et al., 1955; Barbosa et al., 1958; Nelson, 1960; Barbosa et al., 1962;
Antunes et al., 1973; Coelho et al., 1979; Pitchford e Visser, 1962; Piva e Barros, 1966;
McCully e Kuger, 1969; Coelho et al., 1982; Fenwick, 1969; Modena et al., 2008). As
localidades onde ocorrem as infecgOes e posteriormente a doenca, tem como relevante fator
de risco, a falta de saneamento béasico e condicdo socioeconémica desfavoravel, onde as
comunidades sdo obrigadas a utilizar fontes de &gua inseguras para fungdes domeésticas,
recreativas e profissionais (Kloos et al., 1998; Gazzinelli et al., 1998; Prata e Coura, 2008).

Entretanto, fatores como a persisténcia das condi¢cdes ambientais e sociais adequadas a
transmissao de S. mansoni, podem exercer forgca no potencial bi6tico do parasito, com risco de
infeccdo para humanos e animais, podendo levar a possibilidade de zooantroponose, 0 que
contribui para a persisténcia e novos focos infecciosos (Modena et al., 2008).

Dessa forma, sdo necessarios estudos detalhados sobre a susceptibilidade de outros
hospedeiros mamiferos, como os ovinos e seu possivel papel na epidemiologia da doenca, por

estarem em contato préximo aos seres humanos e suas fontes de agua.



1.2 Histérico

Alguns estudos apontam que parasitos do género Schistosoma tiveram origem no
continente asiatico disseminando-se para a Africa e posteriormente para paises da América
Latina (Despres, Imbert-Establet e Monnerot, 1980).

A infeccdo em humanos em alguns paises do continente africano ocorre had milénios,
como apontou o estudo realizado com utilizagdo da técnica de pesquisa de antigeno circulante
em mumia com idade estimada em 3.200 anos a.C. e consequente deteccdo de antigenos de S.
haematobium, comprovando a interagdo entre ambiente, ser humano e Schistosoma conhecida

ao longo da historia (Miller et al., 1992).

Em 1902, o pesquisador Patrick Manson examinou amostras fecais contendo ovos com
espiculo lateral de paciente com naturalidade inglesa, mas que passou parte da vida na
América Central, sem ter viajado ao continente africano e ndo ter manifestado alteracdes
urinérias, sintomatologia anteriormente conhecida devido a infeccdo pela espécie S.
haematobium, causador da doenca do Egito. Havia na época, a possibilidade de existirem
duas espécies de Schistosoma com caracteristicas de apresentarem ovos espiculados, com
diferenca na posicdo relativa do espiculo (polar no S. haematobium) e eliminacdo via urinaria
de S. haematobium e ovos com espiculo de posicionamento lateral, de eliminacdo fecal na
nova espécie. No ano de 1907, o pesquisador Sambon, ao examinar laminas que continham
ovos com caracteristica de espiculo lateral diferindo do parasito ja conhecido, propds uma

nova espécie, nomeando-a de S. mansoni (Falcdo, 2008).

Entretanto, ainda em 1902, o assistente da primeira cadeira de Clinica Médica, Doutor
Manuel Augusto Piraja da Silva, encontrou com frequéncia, ao examinar fezes de pacientes
internados na Bahia, ovos de vermes com espiculo lateral, mas ndo se esclareceu a origem
(Falcéo, 2008).

Em 1908, Piraja da Silva, examinou paciente, homem jovem de 18 anos, solteiro,
morador de area rural, natural do estado da Bahia e da cidade de Santo Antdnio, com
manifestacdo clinica de mucosas e conjuntivas palidas e emagrecimento, também por queixar-
se de tonturas, epistaxe e fezes com moderada presenca de sangue. Alem disso,
surpreendentemente, foi encontrado em seu esfregaco sanguineo, um ovo que se assemelhava
aos de S. mansoni (o que pode presumir-se na atualidade, quanto era alto o parasitismo), fato
gue impulsionou 0 médico a pesquisar ovos com tais caracteristicas de espiculo lateral nas
fezes, ja observados por si proprio had quatro anos antecedentes ao caso relatado. Como
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resultado do estudo, foram encontrados ovos com espiculo lateral e de outros helmintos nas
amostras fecais analisadas. Esses ovos espiculados mediam entre 126 e 162um de
comprimento, 49 e 72 um de largura, com média de 146 um de comprimento e 62 pum de
largura. Esse relato foi a confirmacdo do primeiro caso autdcne de esquistossomose mansoni
descrito no Brasil.

Com tais informacgBes documentadas e publicadas, Piraja da Silva coletou dados e
amostras ao necropsiar humanos infectados. Dessa forma, foi possivel encontrar parasitos
adultos, machos, fémeas e ambos em copula, na veia porta e suas primeiras ramificacées. No
utero das fémeas, encontrou a mesma caracteristica dos ovos observados nas fezes,
confirmando o agente causador da esquistossomose no Brasil, distinto do parasito causador da
doenca no Egito (Falcéo, 2008).

Para explicar a origem da infeccdo por S. mansoni no Brasil, Piraja da Silva (1908)
procedeu com a seguinte hipotese:

“E muito provavel que seja o Schistosoma “Mansoni”; como pensa Manson, uma

espécie africana, introduzida no novo continente, como foi o Necator ‘“‘americano”, pelos

negros da Africa “Occidental”. A Bahia foi no tempo do “trafego” dos negros africanos um
dos pontos do “Brazil” para onde se estabeleceu uma grande corrente “immigratoria”, nao
sendo assim para admirar que tivessem aportado doentes de “schistosomiase” e, tendo
encontrado aqui 0s ovos deste verme condi¢des climatéricas favoraveis, desenvolvessem e
prosperassem.”’

Ainda nesse estudo, Piraja da Silva (1908) relatou as “supostas” formas de infecgéo,
na época, apontadas por Loss, como a agua de beber, dando-se a penetracdo do parasito na
parede do estdmago, intestinos e pela pele. Parte da teoria foi descartada ao colocar o
“animal” numa solu¢do de acido cloridrico nas concentra¢des de 10 e 20%, quando 0 mesmo
ndo resistiu, excluindo, dessa forma, a infeccdo pela ingestdo dos ovos, que ndo sobrevive a
acidez estomacal. Porém, ja se discutia certa importancia a agua como veiculo coadjuvante
para possiveis causas nas infec¢fes por S. mansoni.

Dessa forma, ressalta-se que no Brasil, ja existiam hospedeiros intermediarios

susceptiveis e ambiente favoravel ao potencial biético do parasito (Almeida Machado, 1982).



1.3 Biologia

Os ovos de S. mansoni contendo miracidios sdo liberados nas fezes de hospedeiros
vertebrados. Os miracidios eclodem em contato com a &gua e infectam moluscos do género
Biomphalaria (Lenzi et al., 2008). Com o desenvolvimento, sofrem transformacéo
morfoldgica, caracterizando esporocistos. O periodo de infeccdo dos moluscos a emergéncia
de cercérias decorre entre 27 a 30 dias, com saida ativa pelo tegumento nas horas mais claras
e quentes do dia, horario em que muitos animais e humanos utilizam agua para refrescar-se e
em demais atividades (Carvalho; Coelho e Lenzi, 2008).

As cercarias em contato com a derme e mucosas realizam movimentos retrogados e
penetram sem necessidade de solugbes de continuidade (Lenzi et al., 2008), estimuladas por
lipideos especificos, que envolve orientacdo para sitios de entrada, aderéncia pela ventosa
oral, atividade muscular e secrecdo glandular de enzimas proteoliticas (Carvalho, Coelho e
Lenzi, 2008). O tempo de penetracdo varia entre 10 a 15 minutos (Cunha, 1970) com troca de
respiracdo aerobica por anaerdbica com perda do glicocalix, caracterizando o esquistossomulo
(Stirewalt, 1974).

Apbs o meio extra vascular, os esquistossomulos tém trajeto intravascular, pela
microcirculacdo sanguinea, favorecida pela reacdo inflamatéria com vasodilatacdo, sendo
encontrados nos pulmdes a partir de quatro dias (Barbosa et al., 1978), com permanéncia até o
20° a 22° dias, dependendo do modelo experimental utilizado (hamsters e camundongos
respectivamente) (Carvalho; Coelho e Lenzi, 2008). Outro sitio de migracdo dos
esquistossdmulos menos frequente, sdo vasos linfaticos (Pearce e Mclaren, 1986).

De forma gradativa, os parasitos atingem o sistema intra-hepético a partir do 8° dia
pos-infecgdo, podendo ser encontrados em diferentes estadios, ainda que provenientes de
Unica exposicdo (Coelho, 1970; Barbosa et al., 1978; Miller e Wilson, 1978). Algumas
caracteristicas relevantes como aporte nutritivo abundante e estreitamento dos vasos
sinusdides justificam o encontro dos esquistossdmulos nesse local (Khammo et al., 2002).

Aproximadamente no 28° dpi (dependente do modelo experimental), ha maturacéo
sexual e acasalamento dos parasitos, as fémeas migram para as terminacfes das veias
mesentéricas, devido a movimentos contracorrente e aos 35° dpi ja se inicia a postura de cerca
de 350 ovos ao dia. Com a postura das fémeas, em média 50% dos ovos viaveis depositados
nos vasos mesentéricos sdo eliminados nas fezes dos hospedeiros vertebrados, apos reacéao
inflamatdria causada na submucosa e mucosa intestinal. Porém, o restante dos ovos pode

retornar ao figado pela veia porta e para varios outros 6rgdos; conforme ha o desenvolvimento



dos miracidios, ocorrem secrecdo e excre¢do de substancias reconhecidas pelo sistema imune
como antigenos, causando reacdo inflamatoria granulomatosa e fibrosa, com danos a satde do
hospedeiro (Miller e Wilson, 1978).

Ha relatos de que a longevidade de S. mansoni pode ultrapassar trés décadas em
humanos infectados, como documentado sobre imigrantes poloneses que se refugiaram da
segunda guerra mundial em paises africanos; como um homem que viveu no Zimbabwe
durante cinco anos, Zambia por trés meses e Tanzania por um ano e nesse Ultimo local, o
europeu costumava banhar-se numa colegdo d’agua rotineiramente. Apds esse periodo
mudou-se para a Australia em janeiro de 1950. Nos anos 80, o0 homem foi internado com
sinais de hepatoesplenomegalia, sangramento do reto que j& perdurava ha anos e ictericia; nas
fezes foram encontrados ovos de S. mansoni 30,5 anos apos sua saida do continente africano.
Outro relato parecido com o primeiro é de um refugiado na Tanzania no periodo de 1942 a
1950 e tinha costume de banhar-se em colegdes d’agua; decorrido oito anos mudou-se para a
Australia e apds 31 anos, devido a complicagdes de saude foi internado e de acordo com as
suspeitas clinicas, ovos de S. mansoni foram visualizados nas fezes. Outro caso semelhante
em refugiado que viveu em Uganda por oito anos e tinha contato direto e frequente com as
aguas do Lago Victdria, 0 mesmo teve ovos do parasito identificados nas fezes 32,5 anos
passados a sua mudanca do pais que Ihe acolheu para o continente australiano (Harris; Russel
e Charters, 1984).

1.4 Patogenia

Na derme, alguns minutos apds a penetracdo da cercéria, pode haver o
desencadeamento de reacBes inflamatdrias. No primeiro estddio tem-se liberacdo de
moduladores histaminicos, com vasodilatacdo periférica local, consequente aumento de
temperatura, vermelhiddo, intumescéncia e prurido. Em aproximadamente 20 horas podem ser
visualizadas a formacdo de papulas, caracterizando dermatite cercariana (Cunha, 1970).

A forma aguda abrange as fases pré ou pds-postural com duracdo de 10 a 120 dias
(Hyatt et al., 1979). Os sinais clinicos da esquistossomose mansoni sdo variaveis, desde
assintomaticos ou manifestacGes ndo patognomonicas e, até mesmo, quadros graves podendo
levar o infectado a Obito. A principio, entre 10 a 50 dias, alguns sintomas podem manifestar-
se como hipertermia, cefaléia, tosse improdutiva, apatia, sensibilidade dolorosa abdominal,

mialgia, hipertermia e hepatite aguda, causados possivelmente pela migragéo e destruicdo de



esquistossdbmulos no organismo, caracteristica da fase pre-postural (Hyatt et al., 1979; Van
der Werf et al., 2003).

Com o inicio da oviposicdo nos vasos mesentéricos (fase pds-postural), ha
desenvolvimento dos miracidios, consequente secrecdo/ excrecdo de antigenos, causa de
lesbes e formacdo de granulomas (Hams et al., 2013; Chuah et al., 2014). Ha reacédo
inflamatoria da parede intestinal e posterior eliminacdo fecal de cerca da metade dos ovos
viaveis. Porém, o restante dos ovos encontrados nos vasos mesentéricos pode ficar retido na
parede intestinal ou serem disseminados via sanguinea para outros o6rgaos, como o figado e
pulmdes, com formagdo de granulomas simultdneos de aspecto exsudativo, infiltrado
eosinofilico, periferia pouco delimitada e necrose ou calcificacdo central. O final da fase
aguda, geralmente se da apds 120 dias da infeccdo (Prata e Coura, 2008).

Existem poucos trabalhos sobre infeccdo por S. mansoni em ovinos. Adam e
Magzoub (1976) infectaram duas ovelhas e constataram nos vasos mesentericos e na
submucosa intestinal infiltrado inflamatério préximo aos ovos que estavam inférteis ou
calcificados. No figado houve formacdo de granulomas decorrentes da deposicdo de ovos,
além de neovascularizacao.

Em outros estudos experimentais como descrito por Modena (1989), foi observado
apos a infecgdo de bezerros, elementos lesivos no figado, com substituicdo do parénquima por
reacdo granulomatosa local em volta dos ovos, vasculite e fibrose portal, infiltrado
mononuclear e eosinofilico em torno do parasito adulto. Nos vasos mesentéricos foram
encontrados parasitos adultos, granulomas envolvendo os ovos; nos pulmdes foi observado
infiltrado eosinifilico circundando um helminto, além de granulomas. Esses estudos
comprovam patogénese semelhante a encontrada na esquistossomose mansoni humana.

Na esquistossomose mansoni humana, a fase croénica é bem descrita e se caracteriza
pela formacgdo de granulomas perivasculares isolados no figado e regides de fibrose tecidual
que circundam ovos e parasitos, como forma leve e carater cicatrizante. A maioria desses
granulomas tem formac&o nas ramifica¢des dos vasos mesentéricos e ndo no espago periportal
como ocorre nas formas clinicas graves da fase aguda pds-postural (Cunha, 1970).

Porém, existe a forma grave hepatoesplénica, que ocorre devido a fibrose hepatica
decorrente da deposicdo dos ovos e reacdo imunoldgica, com granulomas e desestruturagdo
vascular, causando hipertensdo portal, neovascularizagdo compensatoria  (shunts
portossistémicos), esplenomegalia com consequente disseminacdo dos ovos para outros
tecidos (Prata e Coura, 2008).



Ainda que ocorra desestruturagdo do sistema porta hepético, hd preservacdo do
parénquima, denominando-se pipestem, descrita e documentada por Symmers (1904) in Cunha
(1970).

1.5 Diagnostico

As primeiras formas de diagndstico de infec¢bes por S. mansoni eram constituidas por
métodos parasitologicos simples diretos, como utilizacdo de amostra fecal em laminas e
analisadas ao microscopio oOptico para observacdo dos ovos (Martins, 1937), porém, com
baixa sensibilidade; além do encontro de parasitos e 0vos nos vasos mesentéricos e
granulomas, respectivamente, em exames post mortem.

Atualmente, o diagndstico envolve distintas metodologias, como métodos
parasitologicos, imunoldgicos e moleculares de extrema importancia para determinar acdes
em controle numa determinada regido, além de contribuir com andlises epidemioldgicas,

carga parasitéria, programas em prevencao e tratamento das populacdes infectadas.

1.5.1 Meétodos Parasitoldgicos

Algumas das primeiras técnicas de diagnéstico parasitolégico para detectar infeccao
por S. mansoni constituem em preparacdo de laminas e visualizacdo ao microscopio 6ptico
com amostras fecais, conforme técnica de sedimentagdo desenvolvida por Martins (1937),
técnicas para flutuacdo dos ovos (Faust et al., 1939) e métodos de centrifugacdo (Sapero e
Lawless, 1953). Porém, devido a baixa sensibilidade, esses métodos entraram em desuso.

Com o avanco das ferramentas para diagnostico, outras técnicas foram desenvolvidas,
como a técnica de Kato modificada por Katz. Além dos ovos de S. mansoni, essa técnica pode
ser utilizada para ovos de outros helmintos, sendo considerado um método qualitativo e
guantitativo (Katz, Chaves e Pellegrino, 1972) e de escolha pela World Health Organization,
para esquistossomose mansoni aplicado em Vvarios paises, principalmente em regides
endémicas (WHO, 1994).

Outro método utilizado é o de eclosdo dos miracidios. Nessa fase evolutiva o parasito
apresenta fototropismo positivo. O teste diagndstico consiste em colocar amostra fecal em
baldo volumétrico e completar com agua desclorada. O frasco € iluminado por fonte de luz
incandescente. Os miracidios eclodem e realizam movimentos natatorios em direcdo a
superficie (&pice). O liquido pode ser coletado e quantificado com utilizacdo de lugol e

microscopio optico (Chaia et al., 1968). Esse método foi aprimorado por Jurberg et al., (2008)



e consiste em frasco de Erlenmeyer, com pequeno tubo de comunicagdo acoplado a um
coletor na porcéo superior. O frasco ap0s receber amostra fecal é preenchido com agua e
colocado numa caixa de madeira, com apenas o coletor exposto a luz através de um orificio.
A raspagem de mucosa retal consiste em coleta de mucosa intestinal para visualizacdo
de ovos espiculados presentes em hospedeiros infectados. Primeiramente, a técnica foi
aperfeicoada por Prata (1957) in Cunha (1970) e adaptada por Pellegrino et al. (1965) com
auxilio de uma cureta com concha pequena para coleta de material em primatas da especie
Cebus sp. infectados por S. mansoni e S. japonicum como forma de analisar a eficacia na
terapéutica experimental. Posteriormente, Modena (1989) adaptou a técnica com a utilizagdo
da curetagem ou raspagem de mucosa retal em bovinos infectados experimentalmente por S.

mansoni, com resultados satisfatorios.

1.5.2 Imunodiagndstico

Os métodos imunoldgicos séo utilizados na maioria das vezes como complemento de
diagnostico e de grande relevancia em areas de baixa endemicidade, com baixa carga
parasitaria, onde os métodos parasitologicos para visualizacdo de ovos tornam-se menos
sensiveis (Rey, 2001).

Um dos diagnosticos imunoldgicos mais difundidos e utilizados atualmente é o ensaio
imunoenzimatico- ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) que detecta anticorpos anti-
S. mansoni circulantes (Van Weemen e Schuurs, 1971), sendo de alta sensibilidade, porém,
como ja descrito, ndo comprova o parasitismo e a especificidade depende do antigeno
utilizado (Rabello et al., 2008).

Outro exemplo de diagnostico é a deteccdo de antigenos circulantes, como 0 método
ELISA de captura, com uso de anticorpos para epitopos repetitivos. O método permite a
diferenciacdo de infec¢BGes antigas e recentes, pois o resultado do teste esta diretamente
relacionado com a quantidade de antigenos circulantes, ou seja, com a carga parasitaria
(Doenhoff, Chiodini e Hamilton, 2004). Além disso, apresenta alta especificidade, dependente
da presenca do parasito para que existam antigenos circulantes. Apos o tratamento ha
diminuicdo gradativa, até o desaparecimento dos mesmos na corrente sanguinea
(aproximadamente seis semanas). Todavia, o diagnostico tem deficiéncias na sensibilidade,
principalmente em areas de baixa endemicidade.

A técnica Circulating Catodic Antigen (CCA), utiliza antigeno circulante

polissacarideo conhecido como antigeno “M” presente no intestino do parasito adulto. O



dipstick utiliza anticorpo monoclonal para uma das porc¢des glicidicas do CCA e promove a
deteccdo antigénica na urina, considerado um teste rapido e de fécil operacdo (Vam Dam et
al., 2004). Entretanto, os epitopos sdo compartilhados com outros parasitos, microorganismos
e até mesmo, células humanas, diminuindo a especificidade, com risco de resultados falso-
positivos decorrentes de reagdes cruzadas (Shane et al., 2011).

Para a eficacia dos métodos imunolégicos, € imprescindivel a obtencdo de antigenos
com propriedades seguras, como estabilidade e potencial antigénico, baixo custo de producéo,

estocagem, tempo de vida Util e facil operacdo (Rabello et al., 2008).

1.5.3 Métodos moleculares

A Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR) amplifica sequéncias de DNA de S.
mansoni, obtendo copias em grande namero (Saiki et al., 1985) e de forma especifica com
pequena amostra, sendo importante em quadros de baixo parasitismo. No estudo desenvolvido
por Oliveira et al. (2010) em pacientes infectados com S. mansoni, porém, com baixa carga
parasitaria, determinou especificidade de 100% nos pacientes diagnosticados e a sensibilidade
na populacéo estudada foi de 91%.

Os fatores limitantes da técnica PCR estdo relacionados a contaminagao que pode ser
monitorada através de controles negativos, assim como controle dos equipamentos e reagentes

a serem utilizados no teste, além do alto custo da reagdo (Rabello et al., 2008).

1.6 A infeccdo em mamiferos ndo humanos

O primeiro relato da infeccdo natural por S. mansoni em mamiferos foi descrita em
roedores no continente africano (Kunts, 1952). Em algumas partes do mundo, esses sdo 0S
unicos a sustentarem o ciclo de transmisséo entre os mesmos (Theron et al., 2004).

No mundo, ja foram relatados mamiferos infectados naturalmente da ordem Primata,
Carnivora, Marsupialia, Artiodactyla e Rodentia (Amorim, 1953; Fenwick, 1969; Silva et al.,
1992; Coelho et al., 1982; Modena, 1989; D’Andrea et al., 2000; Gentile et al., 2000;
D’Andrea et al., 2002).

Existem poucos estudos atualizados sobre a infeccdo de S. mansoni em animais
domeésticos. Karoum e Amin (1985) descreveram infeccdo natural em bovinos, cabras,
ovelhas e canideos numa area endémica no Sud&o, no continente africano. No Brasil, Barbosa
et al. (1962), descreveram a infec¢do natural por S. mansoni em quatro bovinos, através de

inspecdo dos vasos mesentéricos e encontro da forma adulta do parasito. Ainda nesse estudo,



apenas um bovino apresentou curetagem retal positiva, porém, nenhum ovo viavel. Em 1966,
Piva e Barros, observaram ovos de S. mansoni presentes no figado de bovinos adultos,
acontecimento também reportado na Venezuela, ao qual, foi realizada a deteccdo de parasitos
na veia porta de cinco figados provenientes de bovinos em matadouros (Mayaudon e Power,
1970; Modena et al., 2008).

Em 1982, Coelho et al., descreveram a infeccdo experimental por via cutanea de
bezerros por S. mansoni, que demonstraram desenvolvimento do parasito, ovos vidveis no
figado, mucosa intestinal e nas fezes, dos quais, eclodiram miracidios capazes de infectar
moluscos da espécie B. glabrata, com producdo de cercarias que infectaram camundongos,
fechando-se assim, o ciclo parasitario.

No estudo realizado para levantamento epidemiolégico de bovinos infectados por S.
mansoni, foram feitas curetagens retais de 894 bezerros provenientes de areas endémicas para
esquistossomose, no estado de Minas Gerais, Regido Sudeste do Brasil, com eliminacdo de
0vos viaveis em nove animais (Modena et al., 1991).

Posterior experimento foi realizado em condi¢fes seminaturais, em que trés bezerros
infectados por S. mansoni foram colocados numa area de 2.500m2 com cinco bezerros nao
infectados. No local foi construido um tanque hidrico de concreto e colocados 500 exemplares
de B. glabrata sem infeccdo anterior. Como resultado, todos os bezerros controle se
infectaram no periodo de 79 a 202 dias; os moluscos reproduziram e ao final do estudo ja
eram 3.304 exemplares, sendo a taxa de emergéncia das cercarias em 49% (Modena et al.,
1993).

Em ovinos, j& foram realizados em todo mundo, apenas dois estudos sobre a infec¢do
por S. mansoni. No estudo realizado por Saeed e Nelson (1974), quatro ovinos da raga
Suffolk-Welsh-Border foram expostos a infec¢do experimental com 20.000 cercérias durante
tempo estimado de trinta minutos. Apos a 10° semana de infec¢do foram detectados ovos nas
fezes, em pequeno nimero e apos a eutandsia dos animais, foram observados parasitos adultos
nos vasos mesentéricos, além de lesGes caracteristicas da infecgdo foram observadas no tecido
hepaético.

Adam e Magzoub (1976) infectaram experimentalmente duas ovelhas nativas do
deserto sudanés pela via cutanea com 1.500 cercérias de S. mansoni € um animal controle. Os
ovinos demostraram susceptibilidade a infeccdo. No 1° animal foram recuperados 700 e no
segundo 400 parasitos adultos. Os capilares mesentéricos e a submucosa intestinal

apresentaram infiltrado inflamatério préximo aos ovos que estavam inférteis ou calcificados e
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no figado houve formacdo de granulomas decorrentes da deposicdo de ovos, além de
neovascularizagdo. Nos parasitos foram encontrados ovos no Utero.

Ainda nesse estudo, os animais infectados demonstraram alteracfes clinicas no
decorrer da infeccdo (Adam e Magzoub, 1976). Esses resultados demonstraram que mesmo
ndo havendo evidéncias de contaminacdo ambiental por ovos de S. mansoni eliminados nas
fezes dos ovinos, pode haver prejuizo econdmico a producdo animal, uma vez que lesGes no
figado e intestino podem acarretar disfuncbes metabdlicas e na digestdo e absorcdo de
nutrientes (Saeed e Nelson, 1974; Adam e Magzoub, 1976).

Adam e Magzoub (1977) infectaram dois caprinos de cinco a seis meses de idade e
duas cabras de dois a trés anos de idade foram infectados com 1.500 e 3.000 cercérias de S.
mansoni, respectivamente. Como resultado da avaliacdo clinica, os cabritos jovens mostraram
maior gravidade de sintomas e de forma mais precoce se comparado as cabras de maior idade;
um dos filhotes apresentou aos 20 dpi tosse e corrimento nasal. Ambos desenvolveram
anorexia e prostracdo aos 90 dpi, alem de diarreia, reducdo de apetite, mucosas palidas,
esgotamento fisico, perda progressiva da condicdo corporal dos 163 aos 199 dpi, queda de
pelo e edema submandibular aos 210 dpi. Nesse experimento, ambos os filhotes nao
resistiram a infecgdo, morrendo aos 238 e 241 dpi. Entretanto, as cabras de dois a trés anos de
idade demonstraram sinais clinicos mais tardiamente, como reducéo de apetite aos 125 e 155
dpi, constipacdo em alterndncia com diarreia, reducdo de apetite, mucosas palidas, aumento
da silhueta abdominal, sensibilidade dolorosa a percusséo toracica, aumento da frequéncia
respiratoria, corrimento nasal dos 200 aos 240 dpi. Proximo ao final do estudo (350 dpi) foi
observado alopecia e hiperexcitabilidade nervosa ao ser pressionado o cranio dos animais,

porém, nenhum dos adultos morreu em decorréncia da infeccao.
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2. JUSTIFICATIVA

A esquistossomose € uma doenca causada por espécies do género Schistosoma que
afeta 200 milhdes de individuos em 74 paises do mundo segundo a World Health
Organization (WHQO) (2004). O ser humano é o principal hospedeiro definitivo (Nelson,
1960). Porém, outros mamiferos podem ser infectados, como roedores, marsupiais, bovinos e
ovinos (Modena et al., 1993; Adam e Magzoub, 1976; Modena et al., 2008).

Além disso, animais domésticos como cées, bovinos e ovinos demostraram
susceptibilidade a infec¢do por S. mansoni (Karoum e Amin, 1985). Em 1974, Saeed e Nelson
infectaram ovinos e apds a 10° semana de infecgdo encontraram ovos vidveis nas fezes,
utilizados para infeccdo de moluscos do género Biomphalaria, concluindo o ciclo em
laboratdrio, posterior a infeccdo de camundongos. Adam e Magzoub (1976) infectaram
experimentalmente duas ovelhas nativas do sul do deserto sudanés, recuperando inimeros
parasitos adultos e no figado constataram granulomas em volta de ovos. No estudo ndo foram
encontrados ovos nas fezes, mas as fémeas demonstraram ovos no utero.

Ovinos da raca Santa Inés sdo adaptadas a Regido Nordeste do Brasil, apresentam
elevada rusticidade, menor exigéncia nutricional, acentuada habilidade materna, além de
pouca estacionalidade reprodutiva e adaptabilidade aos ambientes de temperaturas elevadas
como o semidrido, regido de origem da mesma (Cunha et al., 2008) e endémica para
esquistossomose mansoni (Katz e Peixoto, 2000).

Além disso, no Brasil, ha demanda para expansdo da pecuéria, com desenvolvimento
de novas formas de organizacdo nos métodos de criagdo de animais, como bovinos e ovinos,
exigindo maior densidade populacional em menor espaco, além da movimentacdo de
rebanhos entre propriedades, o que pode ser um fator importante para a dispersdo de agentes
parasitarios (Modena et al., 2008).

Dessa forma, esse estudo se justifica a partir da importancia pouco conhecida dos
ovinos a susceptibilidade ao S. mansoni, que pode ter importancia na ovinocultura no Brasil e

epidemiologia da doenca.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar aspectos da infeccdo por S. mansoni (Sambon, 1907) em ovinos da raga Santa Inés.

3.2 Objetivos especificos
-Acompanhar clinicamente os ovinos infetados por S. mansoni com avalia¢des periddicas de 0

aos 255 dpi, de acordo com ficha clinica (Anexo 1);

-Observar perfil hematoldgico (Ceélulas vermelhas e brancas) dos ovinos controles e
infectados durante o periodo experimental (0 a 255 dias);

-Avaliar o perfil soroldgico dos animais durante todo o periodo de infeccao, de acordo com a

titulagcdo do anticorpo 1gG pelo método ELISA,;

- Realizar o teste rapido de deteccdo de antigeno na urina (Bilharzia- Schistosoma: For

qualitative detection- Rapid Medical Diagnostics®), nos intervalos de 165 e 255 dpi;

-Realizar exames parasitologicos de fezes e métodos de eclosdo de miracidios para confirmar

a eliminag&o de ovos nas fezes;

-Avaliar aspectos patoldgicos nos ovinos decorrentes da infeccdo com observacdo de lesdes

macroscopicas e microscépicas dos 6rgaos ao exame post mortem:;
-Pesquisar ovos e parasitos de S. mansoni em tecidos como pulmao, figado e intestinos

delgado e grosso pela técnica de perfusdo de visceras (Coelho et al., 1982) e método de
digestdo por KOH a 5% (Cheever, 1968).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados 10 ovinos (Ovis aries) da raca Santa Inés, machos, castrados, com
média de doze meses de idade, provenientes de propriedade rural indene para
esquistossomose mansoni, sem presenca de moluscos do género Biomphalaria sp. em suas
cole¢des d’agua, localizada no Municipio de Curvelo (latitude 18° 45° 23” S, longitude 44°
25’ 51”7 W e altitude de 632 M), no estado Minas Gerais, Brasil. Os ovinos utilizados no
presente estudo primeiramente foram selecionados de acordo com uniformidade quanto a
idade, tamanho e sexo. Apds o procedimento, foram separados aleatoriamente em dois
grupos, sendo identificados por brincos numerados. Os animais do grupo Controle foram
identificados com a seguinte numeracdo: 09, 21, 22, 26 e 29. Os ovinos do grupo Infectado
por: 01, 03, 05, 06 e 07.

4.2 Infeccéo
4.2.1 Obtencao de cercarias

Para infeccdo, utilizou-se Biomphalaria glabrata infectadas por S. mansoni, mantidas
no Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR) — Fiocruz Minas. Os moluscos foram
transportados em caixas de isopor, envolvidos por gaze umedecida de forma a evitar traumas,
extravasamento de hemolinfa e morte. Ao chegar a propriedade rural, os espécimes foram
colocados em Becker com 500 ml de &gua desclorada (Figura 1 A), sobre estimulo luminoso
de lampada incandescente de 60w para obtencdo de cercarias (Figura 1 B). Apds constatacdo
visual da emergéncia de cercarias, foi coletado com pipeta 200 pl da solucdo, colocada em
placa, corada com lugol e quantificados os parasitos com uso de microscépio estereoscopico.
Esse processo foi refeito a cada 5 minutos, até a quantidade ideal estimada de parasitos para
infeccdo dos ovinos, ou seja, média de 350 cercarias/ml como demonstrado na Figura 1 (C e
D).
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Figura 1: Procedimento para obtencdo e quantificacdo de cercarias de Schistosoma mansoni.
A- espécimes de Biomphalaria glabrata colocadas em Becker com 500ml de agua desclorada.
B- exposi¢do dos moluscos infectados & luz para estimulo a emergéncia de cercérias. C e D-
apos constatar visualmente a forma infectante, 200 ul da solucdo foi colocada em placa,
corada com lugol e quantificada.

4.2.2 Infecgo por via cutanea

Os animais foram sedados com xilazina (0,1 mg/kg/intramuscular) e quetamina (2
mg/kg/endovenoso), colocados em decubito dorsal apds a perda de consciéncia, do tonus
muscular e realizada imobilizagdo dos membros com cordas (Figura 2 A). A regido inguinal
foi o local escolhido para a aspersdo de cercérias, a qual foi limpa com agua desclorada e
secada com papel toalha. A exposi¢do as cercarias ocorreu por via cutanea, na regiao inguinal
com aproximadamente 2.000 cercarias de S.mansoni aspiradas com pipeta graduada e
gotejada no local, como a técnica descrita por Coelho et al., (1982) (Figura 2 B). O tempo de
exposicdo a forma infectante foi de 60 minutos, decorrido o intervalo, na regido de contato
com inéculo infectante foi aspergido alcool 70% (regido inguinal) para matar as cercarias que

ndo penetraram no tegumento (Figura 2 C).
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Durante todo o procedimento foram avaliados os padrdes vitais, como frequéncia
cardiaca, respiratoria, movimentos ruminais, pulso e reflexos, para que nenhuma complicacao
pudesse comprometer o bem estar fisico e psicoldgico dos ovinos durante o procedimento.

Apds a infeccdo e retorno anestésico, os ovinos foram alocados em pastejo extensivo
junto ao restante do rebanho em piquete massai, recebendo suplemento nutritivo duas vezes
ao dia em cochos, como silagem de milho, silagem de cevada, caroco de algoddo, cana moida

e sal mineral, além de pastejo continuo (Figura 2 D).

Figura 2: Infeccdo experimental de ovinos da raga Santa Inés por Schistosoma mansoni. Foto
A- ovinos anestesiados com perda da consciéncia e do tdénus muscular posicionados em
declbito dorsal. Foto B- local de gotejamento da solugdo de agua desclorada contendo
cercarias. Foto C- indculo retido na regido inguinal de ovino. Foto D- Ovinos apds o retorno
anestésico.
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4.3 Parametros clinicos
4.3.1 Avaliacao clinica

Os intervalos neste estudo foram realizados quinzenalmente do dia zero até 75 dpi. A
partir desse periodo, a avaliacdo foi realizada mensalmente até 255 dpi, totalizando ao final do
experimento doze intervalos (0, 15, 30, 45, 60, 75, 105, 135, 165, 195, 225, 255 dias).

Ao preceder o exame clinico, os ovinos controles e infectados eram realocados em
baia coletiva. A principio, constatou-se que a manipulacio dos animais causou grande estresse
com aumento da frequéncia cardiaca e respiratoria, com minimizacao do estresse causado, ao
realizar o exame clinico e restricdo em espago no curral durante a noite com &gua e alimento
ad libitum. No dia seguinte, por volta das 8 hr, os animais eram realocados para a baia e apos
uma hora, realizados o exame clinico, coleta de sangue e, por Gltimo a pesagem dos animais
infectados e controles. Dos animais infectados e controles foram avaliados aspectos
relacionados ao sistema cardiovascular, digestério, respiratorio e hepético, assim como
padrGes de condicdo corporal e analise da coloragdo de mucosa pelo método Famacha ©
(Bath e Van Wyk, 2001). Essa metodologia foi criada no estudo realizado por Bath, Malan e
Van Wyk (1996), ao qual, ha correlacdo dos valores de hematdcrito e diferencas no grau de
tonalidades no preenchimento capilar sanguineo, na conjuntiva ocular de ovinos. A
metodologia Famacha © atualmente é utilizada para avaliar indiretamente a necessidade do
uso de anti-helminticos em pequenos ruminantes, visto que alguns helmintos como
Haemonchus sp. podem levar a quadros de anemia grave pela espoliacdo e perda sanguinea e,
consequentemente, diminuicdo do preenchimento dos capilares da conjuntiva ocular e palidez

da mucosa.

4.3.2 Perfil hematoldgico
4.3.2.1 Coleta de sangue

As amostras foram coletadas nos intervalos de 0, 15, 30, 45, 60, 75, 105, 135, 165,
195, 225 e 255 dias, totalizando 12 coletas para avaliacdo do perfil de células vermelhas e
parametros imunoldgicos.

A coleta de sangue dos ovinos controles e infectados ocorreu pela puncdo da veia
jugular externa, apds assepsia local com gaze e alcool 70%, com uso de seringa de
polipropileno (5 ml) e agulha (27mmx8mm- 22Gx1). Em seguida, 0 sangue era transferido
para tubos, com anticoagulante EDTA (Ethilenediamine Tetraacetic Acid) e homogeneizadas

dez vezes para evitar coagulacdo. Os tubos previamente identificados eram acondicionados
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em caixa de isopor contendo gelo e transportados para o Laboratério de Helmintologia
Veterinaria, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

O sangue coletado foi dividido da seguinte forma: 1ml de sangue para realizacdo do
hemograma e esfregaco sanguineo e 3ml centrifugados por 10 minutos a 200g para obtencéo
de plasma. O plasma foi dividido em cinco aliquotas/amostra e acondicionado em freezer a -
20°C, para posterior realiza¢do da cinética de 1gG sérica.

4.3.2.2 Perfil de células vermelhas

As amostras foram utilizadas para a deteccdo dos valores de hemécias, hematdcrito,
volume globular médio, hemoglobina e plaquetas, sendo as duas primeiras varidveis
realizadas como descrito por Ferreira Neto, Viana e Magalhdes (1982) e as variaveis, de
hematocrito, hemoglobina, volume globular médio e plaquetas de forma automatizada pelo
aparelho hematoldgico veterinario (Bio2900 Vet- Bioeasy®).

Para a quantificacdo de hemacias, a amostra sanguinea contida em tubos com
anticoagulante EDTA foi homogeneizada e transferido 1pl, com uma pipeta automatica para
200ul de solucdo salina a 0,85% (diluicdo de 1:200) em tubo de Eppendorf. Apd
homogeneizagédo da solugéo, 50 pl foi colocada em camara de Neubauer.

Posterior ao processo foi quantificado cinco quadrados médios do grande quadrante
central na camara, com soma dos valores obtidos em cada quadrante multiplicado por 10.000,
com resultado em hemécias por mm3 de sangue. Todas as amostras foram analisadas em

duplicata e obtida média final para cada ovino.

4.4 Parametros imunoldgicos
4.4.1 Contagem total de leucdcitos

Os intervalos para a analise de leucdcitos seguem como descrito no perfil de células
vermelhas.

Conforme descrito por Ferreira Neto, Viana e Magalhdes (1982), a amostra sanguinea
contida em tubos com anticoagulante EDTA foi homogeneizada e transferidos 10ul para
200l de solugdo de Turk (diluicdo de 1:20) em tubo de Eppendorf para lise dos eritrocitos e
coloracéo das células leucocitarias por violeta genciana.

Para quantificacdo dos leucocitos foi utilizada camara de Neubauer, com contagem

das células nos quatro quadrantes laterais. O valor obtido foi multiplicado por 50 e o resultado
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demonstra o nimero de leucdcitos por mm3 de sangue. Todas as amostras foram analisadas

em duplicata e obtidas médias finais para cada ovino controle e infectado.

4.4.2 Contagem diferencial de leucocitos

Para acompanhar variacdes em células leucocitarias dos ovinos infectados em
comparagdo com o grupo controle, foram realizados esfregacos sanguineos apds a coleta de
sangue segundo a técnica de Ferreira Neto, Viana e Magalhdes, (1982).

Os esfregacos foram confeccionados em duplicata, corados pelo método de pandtipo
rapido e as células diferenciadas em microscopio optico utilizando a objetiva de imersdo. Em
cada lamina foram contadas e identificadas 200 células leucocitérias, e, ao final, obteve-se a
porcentagem de cada tipo celular encontrado, como neutréfilos, neutréfilos bastonetes,

linfécitos, mondcitos, eosinofilos e baséfilos, baseada em aspectos morfolégicos.

4.4.3 Imunoglobulina G sérica

A técnica de ELISA foi padronizada para a espécie ovina no Laboratorio de
Referéncia em Esquistossomose- Centro de Pesquisas René Rachou- Fundacdo Oswaldo
Cruz- Belo Horizonte- Minas Gerais, como descrito a seguir:

O antigeno proteico utilizado foi obtido de parasitos adultos de S. mansoni (SWAP-
Soluble Worms Adult Antigen), provenientes de camundongos infectados experimentalmente,
preparado de acordo com Colley et al., (1977) e a concentracdo proteica foi estimada pela
técnica de Lowry et al., (1951) em 2,95ug/ul. Ambos os procedimentos ja haviam sido
realizados anteriormente e a solucdo antigénica permaneceu estocada em congelador a -20°C.

Para a sensibilizacdo da placa com 96 pocos, 3,4ul da solucdo antigénica foi diluida
em 10 ml de Tampéao Bicarbonato/Carbonato (TBC). Em cada pog¢o foram colocados 100ul da
solucdo final, sendo a primeira coluna da placa utilizada como padrdo branco e as duas
ultimas como controles negativos. A placa permaneceu em over night em refrigerador a 4°C
durante 12 horas.

Apos o processo de sensibilizacdo da placa de 96 pocos, a mesma foi lavada cinco
vezes com Phosphate Buffered Saline-Tween (Phosphate Buffered Saline diluido 1X em ph a
7,20 e acréscimo de 500 pul de Tween 20- PBS T20).

Na proxima etapa foi feita diluicdo a 2,5% de leite em pé Molico (1,25Gr/ 50 ml PBS
T20) e colocado 300 ul da solugdo/poco. A placa foi mantida em estufa a 37°C durante 60

minutos, destampada. Decorrido o tempo, a placa foi lavada cinco vezes em PBS T20.
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A diluicdo do plasma dos ovinos infectados e controles nos intervalos ja mencionados,
foi padronizado em 1:200 e 1:400 com PBS 1X sem Tween, colocado 100 ul da solugéo/pogo
e mantida em temperatura ambiente durante 60 minutos. Ao final dessa etapa a placa foi
lavada cinco vezes em PBS T20.

Como conjugado, foi preconizado o uso de Anti IgG de ovino associado a peroxidase
(Sigma), na diluicdo de 1 pl em 30ml de PBS T20 (1:30.000). Ap6s o procedimento, foi
colocado 100 pl de solucdo/poco e passados 60 minutos com a placa mantida em temperatura
ambiente, a mesma foi lavada cinco vezes com PBS T20.

Para sinalizacdo da reacdo foi utilizado o Tetramethylbenzidine (Sigma) (TMB) na
quantidade de 100 pl/pogo durante 15 minutos em local com baixa luminosidade e, decorrido
0 tempo, cada poco recebeu 50 pl de solucdo de parada da reacao.

A leitura da reacdo foi realizada no leitor de ELISA, com comprimentos de onda de
450 nm e a coluna branca subtraida. Cada teste foi realizado em duplicata e com o0s
resultados, foi realizada uma média final de cada reac&o.

4.5 Parametros parasitolégicos
4.5.1 Exame parasitologico de fezes

Foram coletadas amostras fecais dos animais infectados por via retal para avaliacdo da
presenca de ovos a partir de 50 dpi (50, 65, 80, 95, 110, 140, 170, 200, 230 e 255 dpi). As
amostras fecais foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo para manter a
temperatura em até 10°C nas saidas a campo, transportadas para o Laboratorio de
Helmintologia Veterinaria (ICB-UFMG).

A principio a técnica utilizada para visualizacdo dos ovos seria a de sedimentaco
espontanea (Hoffman, Pons e Janer), com processo de retirada do sobrenadante para limpeza
da amostra durante trés ciclos, utilizando agua resfriada a 4°C de forma e evitar a eclosao dos

miracidios.

4.5.2 Método de ecloséo de miracidios

Em funcdo de que o miracidio de S. mansoni possui forte fototropismo positivo, foram
realizadas duas técnicas de eclosdo a partir de 50 até 255 dpi, com intervalos quinzenais até
aos 110 dpi e mensal até aos 255 dpi durante o experimento (50, 65, 80, 95, 110, 140, 170,
200, 230 e 255 dpi).
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A primeira técnica foi descrita por Chaia et al. (1968). Duas gramas de fezes foram
colocadas em baldo volumétrico envolvido até 2/3 do apice por folha metélica, preenchido por
agua desclorada e colocado sobre a luminosidade proveniente de lampada incandescente. A
solucdo foi monitorada a cada 30 minutos visualmente, durante seis horas, com coleta do
sobrenadante e analise em microscépio Optico para encontro de miracidios (Figura 3 A).

O segundo método utilizado foi descrito por Jurberg et al. (2008). Consiste em frasco
de Erlenmeyer, localizado dentro de uma caixa de madeira vedada a entrada de luminosidade,
com coletor exteriorizado na porcédo superior, local de concentra¢do dos miracidios devido ao
fototropismo. O frasco recebeu amostra fecal (2gr/amostra), foi preenchido por agua
desclorada a temperatura ambiente até %, do coletor externo e monitorado conforme o método

descrito anteriormente (Figura 3 B).

Figura 3: Métodos de eclosdo de miracidios de Schistosoma mansoni. A- Método de Chaia et
al. (1968)- baldo volumétrico envolvido com folha aluminio, contendo solu¢do com &gua
desclorada e amostra fecal exposta a luz. B- Método de Jurberg et al., (2008)- frasco dentro da
caixa de madeira vedado a luz com apenas um canal de comunicagdo entre 0 meio interno
onde se encontra a solucdo de &gua desclorada e amostra fecal e 0 meio externo onde
encontra-se estrutura coletora de miracidios.

4.5.3 Curetagem de mucosa retal
Nos intervalos de 60, 70, 75, 105, 135, 165 aos 255 dpi, foi realizada curetagem de

mucosa retal nos ovinos infectados, com uso de cureta metalica com borda cortante adaptada

ao final, como observado na Figura 4 A. Para a obtencéo de mucosa sem detritos fecais, foram
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retiradas as fezes encontradas no reto dos ovinos, e cada amostra fecal acondicionada a 10°C.
Apo6s o procedimento, a cureta foi introduzida na ampola retal dos animais por
aproximadamente 10 cm, com rapido movimento retrégado (Figura 4 B) e obtencdo de
mucosa com meédia de 2 cm de comprimento por 0,5 cm de largura (Figura 4 C e D). As
amostras foram acondicionadas em salina resfriada (4°C) e examinadas apds compressao
entre lamina e laminula no microscépio dptico no aumento de 10 e 40X (Coelho et al., 1982;
Modena, 1989) no laboratdrio de Helmintologia Veterinaria (ICB-UFMG).

Os ovos encontrados foram avaliados quanto a viabilidade e ao estadio de

desenvolvimento como descrito por Pellegrino et al. (1965).

Figura 4: Método de curetagem de mucosa retal em ovinos infectados por Schistosoma
mansoni. Foto A- Materiais para procedimento. B- Procedimento de curetagem. C e D-
Mucosa obtida com salina acondicionada em frasco identificado.

4.5.4 Deteccdo de antigeno na urina

Para deteccdo da infeccdo por S. mansoni, foram realizados exames nos animais
infectados e controles com o teste rapido Bilharzia (Schistosoma) (For qualitative detection)
do laboratério Rapid Medical Diagnostics® (Figura 5 C). O teste tem como principio a
deteccdo de um polissacarideo (circulating catodic antigen-CCA), conhecido como antigeno
“M?”, presente no intestino do parasito e encontrado na urina de humanos infectados (Ayele et

al., 2008).
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Para coleta de urina por miccdo natural, a regido abdominal dos ovinos foi limpa com
gaze em agua desclorada e seca com papel toalha. Posterior a limpeza foi colocado recipiente
acoplado na regido peniana dos ovinos sustentados por elastico na circunferéncia abdominal,
buscando-se 0 minimo desconforto para os animais (Figura 5 A e B). Apos a coleta a campo,
as amostras foram congeladas a -20°C por 24 horas. Os exames foram realizados no
Laboratorio de Helmintologia Veterinaria- ICB- UFMG, em duplicata, com a urina
descongelada em temperatura ambiente. O teste procedeu da seguinte forma: com pipeta
propria do kit a urina foi aspirada do recipiente de acondicionamento e gotejada no orificio
circular localizado na borda do cassete; ap0s observar a absor¢do completa da urina pelo
papel filtro do teste, colocou-se uma gota da solugcdo tampéo (Figura 5 D). As amostras foram
deixadas em repouso por 20 minutos e decorrido esse tempo, classificadas quanto positivas ou
negativas até aos 25 minutos, como preconizado pelo fabricante do kit (Rapid Medical
Diagnostics).

O teste foi realizado em dois intervalos, aos 135 dpi e 255 dpi nos ovinos infectados e

controles.

Figura 5: Metodologia para coleta de amostra e diagndstico de antigeno de Schistosoma
mansoni em ovinos. A- Recipiente acoplado na regido peniana, sustentado com elastico a
envolver circunferéncia abdominal. B- Urina retida em frasco ap6s mic¢do natural de ovino.
C- Kit para deteccdo antigénica. D- Materiais e amostra a ser utilizada.
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4.5.2 Avaliacéo post mortem
4.5.2.1 Aspectos patoldgicos

Os animais foram eutanasiados de acordo com o Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (2012) e do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (2015) e
necropsiados segundo a técnica de Coelho et al. (1982) nos seguintes intervalos de infec¢éo:
um animal foi sacrificado aos 135 dpi e trés animais aos 255 dpi. Os érgdos foram avaliados
para visualizacdo de lesbes macroscopicas. Todavia, 0 ovino 05 veio a morrer de causas
naturais na propriedade rural, com congelamento das visceras, o que impossibilitou o exame
macroscopico e microscopico dos 6rgaos, assim como a recuperacdo de parasitos pela técnica
de perfuséo.

O intestino foi medido por fita métrica e 6rgdos como pulmao e figado foram pesados.

Apbs a necropsia, foram coletados fragmentos com aproximadamente 0,5 cm? dos
6rgdos: intestino, pulméo, figado, baco e linfonodos, fixados em formol a 10% tamponado,
desidratados, diafanizados, incluidos em parafina, cortados a trés micrémetros, corados pela
técnica de hematoxilina e eosina (Luna, 1968) e examinados ao microscopio 6ptico para

determinar as caracteristicas das lesoes.

4.5.2.2 Recuperacdo de Schistosoma mansoni em érgaos

Apo6s a necropsia dos espécimes de ovinos infectados e retirada das visceras, foi
realizada a perfusdo com solucdo salina (0,85%), injetada na veia porta no figado e vasos
mesentéricos com tubos de polipropileno, técnica anteriormente descrita por Coelho et al.
(1982). Aproximadamente 5 litros de solucdo foram necessarios para perfusdo. Apds o
processo, o liquido foi colocado em recipientes para sedimentagdo, para posterior analise em
microscopio estereoscopico, visualizacdo e quantificacdo de S. mansoni.

Os parasitos encontrados foram colocados em solugcdo formol a 10%, identificados

quanto ao género, quantificados, corados com &cido acético e medidos.

4.5.2.3 Recuperacdo de ovos de Schistosoma mansoni em 0rgaos

Fragmentos de érgdos, como figado, intestinos delgado e grosso foram digeridos por
hidroxido de potassio a 5% (KOH), como descrito por Cheever (1968).

Como padronizacdo da quantidade de hidréxido de potassio a 5% necessaria para
digestdo de tecido hepatico e intestinal de ovinos, foi preconizado 150 ml da solugdo para

cada 50 gr de figado, seccionado a 1 cm? e 250 ml da solugdo de KOH para 50 gr de intestino
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seccionado a 2 cm de comprimento, o ultimo, dividido em parte proximal, média e final. O
material foi acondicionado em frascos plasticos, colocados em estufa a 37°C durante oito
horas.

Apds o procedimento, a solucdo com liquido digerido foi alocada em Becker com 500
ml de agua para sedimentacgdo e limpeza do material. Apds 60 minutos, foram retirados 300
ml, repetindo 0 processo por cinco vezes até que o liquido presente estivesse limpo (Figura 6
A-H). O sedimento foi colocado em tubos Falcon para nova sedimentacdo, analise em
microscopio optico (aumento 10 e 20x) e quantificagdo dos ovos de S. mansoni.

Figura 6: Digestdo de figado de ovino infectado experimentalmente por via cutdnea com
Schistosoma mansoni. A- Fragmentos do 6rgdo com 1cm3 e peso final de 50 gr acrescido de
150 ml de hidroxido de potassio a 5%. B- Fragmentos digeridos apds o processo em estufa a
37°C durante oito horas em frasco com 30cm de circunferéncia e transferido para Becker. C,
D, E, F, G- processo de limpeza do material e retirada do sobrenadante durante cinco ciclos.
H- Liquido limpo apds as lavagens com sedimento.

4.6 Delineamento estatistico
Os testes estatisticos utilizados no estudo foram realizados pelo programa GraphPad

Prism 5.0 ®. Os dados foram analisados quanto & normalidade e comparacdo entre os dois
grupos estudados (controle e infectados) pelo teste Twoway Anova, com nivel de significancia
de p<0,05, p<0,01 e p<0,001.
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4.7 Consideracdes éticas

Foram realizadas todas as atividades descritas respaldadas nos principios do bem estar
animal de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (2015) e
a eutanasia realizada segundo as orientacbes do Guia Brasileiro de Boas Praticas em
Eutanésia em Animais — Conceitos e Procedimentos Recomendados — Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (2012) e ao Comité de Etica em Experimentacio Animal- UFMG sob o

numero de protocolo 15/2016.

5. Resultados
5.1 Infeccéo

Durante o periodo de exposi¢do dos ovinos ao inéculo de cercarias, notou-se que cerca
de 20 minutos apos o inicio do procedimento, houve escorrimento de parte da solucdo nos
animais 03, 05 e 06. Ap6s 30 minutos de exposi¢do, 0 mesmo evento foi observado no ovino
01 e o ovino 07 permaneceu com o indculo infectante até 50 minutos, quando parte escorreu
para a regido abdominal, mas em todos os animais, mesmo com o escorrimento, o liquido

permaneceu em contato com a pele.

5.2 Parémetros clinicos
5.2.1 Avaliacao clinica

A avaliacdo clinica foi realizada nos ovinos controles e infectados durante todo o
periodo experimental (0, 15, 30, 45, 60, 75, 105, 135, 165, 195, 225 e 255 dias). O ovino 05
morreu aos 53 dpi, consequente a lesdo medular nas vertebras lombares resultado de acidente.
Dessa forma, ndo foi possivel realizar todos os intervalos propostos para a avaliacdo clinica,
assim como os demais 0s demais objetivos, como abordados mais adiante.

Os resultados do acompanhamento da coloracdo de mucosa foram realizados de
acordo com o método Famacha® e esta apresentado no Grafico 1. O desvio padrdo médio de
cada grupo é observado como barras verticais. Nesses tdpicos ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na comparagéo entre os grupos Controle e Infectado (p>0,05).

No Grafico 2 estdo representados os resultados referentes ao peso médio dos grupos de
ovinos controles e infectados. Houve diferenca estatisticamente significativa na comparagéo
dos grupos durante os intervalos de 30 (p<0,01) e 60 dpi (p<0,05), com reducéo de peso nos
ovinos infectados. A média de peso no grupo de ovinos controles no periodo de 30 dpi foi de

23.5 kg e no grupo infetado de 16.80 kg, com menor peso o0 ovino 03 (15,5 kg) e maior peso
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no ovino 05 (19kg). A diferenca na comparacéo entre grupo infectado e controle aos 30 dpi
foi de 6,7kg. Aos 60 dpi, a média de peso do grupo controle foi de 23,75kg e o grupo
infectado de 18,13kg; os animais infectados de menor peso nesse intervalo foram os ovinos
03 e 06, ambos com 17kg e o de maior peso o ovino 07 com 20 kg (Quadro 1). Entretanto,
ressalta-se que o grupo infectado apresentou perda de peso durante os primeiros 75 dias de
experimento, com excecdo ao dia 15, com ganho de peso compensatério a partir de 105 dpi.

A avaliacdo de escore corporal estd apresentada no Grafico 3, bem como o desvio
padrdo médio de cada grupo. Foi observada no periodo estudado, diferenca estatisticamente
significativa aos 60 dpi, com reducdo do escore corporal no grupo de ovinos infectados
(p<0,05). Entretanto, aos 15 até os 165 dpi o escore corporal foi menor no grupo infectado.

A andlise de frequéncia cardiaca por minuto (FC/mim), frequéncia de movimentos
respiratorios por minuto (FR/min) e temperatura retal (TR) estdo representados nos Graficos
4, 5 e 6, respectivamente. Observa-se que as variaveis tém no dia 0 valores superiores nos
dois grupos se comparado ao restante do periodo.

A pelagem dos ovinos se mostrou normal durante todo o estudo, sem areas de alopecia
ou quebra dos fios.

No que se refere ao abdome, ndo houve diferenga no contorno da silhueta, durante
todo o periodo acompanhado (dia 0 aos 255 dpi). Quanto a sensibilidade dolorosa a palpacao
abdominal, apenas o ovino 03 apresentou o quadro aos 45 dpi. Todavia, o figado dos ovinos,
durante o experimento ndo se mostrou palpavel.

Quanto ao sistema respiratdrio, a auscultacdo pulmonar ndo foi observada presenca de
estertores ou congestdo do 6rgdo. No sistema respiratdrio superior, a percussao de seios nasais
e paranasais ndo foi observado congestédo por excesso de secrec¢des e sensibilidade dolorosa.
Porém, foi constatada secrecdo nasal mucosa bilateral aos 60, 135, 255 dpi em ambos 0s
grupos, provavelmente devido ao tempo seco e a poeira aspirada, comum a regido durante o
periodo seco do outono e inverno.

Quanto ao aspecto de fezes amorfas e a presenca de excesso de muco, as alteracdes
foram demonstradas nos intervalos 30 dpi em trés animais infectados (ovinos 01, 03 e 06) e
um controle, aos 75 (ovino 01 e 07) e 135 dpi (ovino 03 e 07) em dois animais infectados e

um controle.
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Quadro 1: Variagdo do peso médio de ovinos da raga Santa Inés, controles e infectados por

Schistosoma mansoni durante o periodo de experimento.

Peso dos ovinos/Kg
Intervalo Peso médio Controle Peso medio Infectado
Dias Controle Comparacao Infectado Comparagao
pos-infeccdo aodia0 aodia0
0 23 - 21,20 -
15 22,3 -0,7 22 0,8
30 235 0,5 16,80 -4,4*
45 22,75 -0,25 19,70 -1,5
60 23,75 0,75 18,13 -3,07*
75 24,25 1,25 19,88 -1,32
105 25,25 2,25 22 0,8
135 23,2 0,2 22,63 1,43
165 24 1 22,50 1,3
195 25 2 23,33 2,13
225 26,5 35 24,50 3,3
255 30,5 7,5 28,67 1,47

* Diferenca estatisticamente significativa.
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Grafico 1: Avaliagdo média e desvio padréo da coloracio de mucosa pelo método Famacha®
em grupo de ovinos da raga Santa Inés controles e infectados por Schistosoma mansoni.
Controle- cinco ovinos néo infectados. Infectado- cinco ovinos infectados com 2.000 cercarias
de Schistosoma mansoni. |- desvio padrdo. N&o foi observada diferenca estatisticamente
significativa na avaliacdo da coloracdo de mucosa ao comparar 0s grupos do dia 0 aos 255 dpi
(p>0,05).
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Gréfico 2 - Peso médio e desvio padrdo em grupo de ovinos da raca Santa Inés controles e
infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos nao infectados. Infectado- cinco
ovinos infectados com 2.000 cercarias de Schistosoma mansoni. I- desvio padrdo. Foi
constatada diferenca estatisticamente significativa na comparacdo entre oS grupos com
reducdo no grupo Infectado aos 30 dpi (p<0,05) e aos 60 dpi (p<0,01).

30



5- —— Controle
-=- Infectado

-3

Escore corporal
w
1

L 2N

15 45 75 105 135 165 195 225 25
Dias apds infeccdo

Gréfico 3- Escore corporal médio e desvio padrdo em grupo de ovinos da raca Santa Inés
controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos ndo infectados.
Infectado- cinco ovinos infectados com 2.000 cercarias de Schistosoma mansoni. |- desvio
padrdo. Foi constatada diferenca estatisticamente significativa com reducdo no grupo
Infectado aos 60 dpi (p<0,05) se comparado ao Controle.
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Gréfico 4: Frequéncia cardiaca média e desvio padrdo em grupo de ovinos da raca Santa Inés
controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos ndo infectados.
Infectado- cinco ovinos infectados com 2.000 cercarias de Schistosoma mansoni. |- desvio
padrdo. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa na frequéncia cardiaca ao
comparar 0s grupos durante o periodo estudado (p>0,05).
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Gréfico 5: Frequéncia respiratéria média e desvio padrdo em grupo de ovinos da raca Santa
Inés controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos ndo infectados.
Infectado- cinco ovinos infectados com 2.000 cercarias de Schistosoma mansoni. |- desvio
padrdo. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa na frequéncia respiratéria
ao comparar os grupos durante o periodo estudado (p>0,05).
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Gréfico 6: Temperatura retal média e desvio padrdo em ovinos da raca Santa Inés controles e
infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos nao infectados. Infectado- cinco
ovinos infectados com 2.000 cercarias de Schistosoma mansoni. I- desvio padrdo. Néo foi
observada diferenca estatisticamente significativa na TR ao comparar 0s grupos durante o
periodo estudado (p>0,05).

34



5.2.2 Perfil hematoldgico

Anélises na contagem total de hemécias foram realizadas em todos os intervalos (0,
15, 30, 45, 60, 75, 105, 135, 165, 195, 225 e 255 dias). Entretanto, como serd abordado a
seguir, as variaveis de hematocrito, volume globular médio, hemoglobina e plaquetas tém
suas analises até aos 165 dpi, devido ao fato de ndo haver sido constatado variagGes
significantes apds o periodo de fase aguda entre os grupos Controle e Infectado.

5.2.2.1 Contagem total de hemacias

No Grafico 7, apresenta-se o numero médio de hemacias por mm3 de sangue
(10°/mm3) de ovinos controles e ovinos infectados por S. mansoni. A andlise foi realizada do
dia 0 até o dia 255 dpi. Os valores de desvio padrdo médio sdo representados em barras
verticais.

Como resultado apenas aos 60 dpi foi constatado queda na contagem de hemécias no
grupo Infectado, se comparado ao Controle, com diferenca estatisticamente significativa
(p<0,01). No restante dos intervalos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos Controle e Infectado; embora o nimero de hemaécias no grupo infectado

permanecesse menor dos 60 aos 105 dpi, aos 165 e 255 dpi.

5.2.2.2 Hematdcrito

Durante o periodo de acompanhamento dos ovinos controles e infectados ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa nos valores de hematdcrito ao se comparar
0s grupos (p>0,05), como observado no Gréfico 8. Aos 45 dpi o valor de hematdcrito foi
menor devido aos ovinos 05 (18,2%) e 06 (12,4%).

5.2.2.3 Volume Globular Médio

Os valores de volume globular médio (VGM/fl) dos ovinos controles e infectados
podem ser observados no Grafico 9, bem como o desvio padrdo médio para cada intervalo
analisado representado em barras verticais. No periodo em que foi possivel obter os
resultados, nédo foi constatada diferenca estatisticamente significativa no padrdo de VGM/fl
entre 0s animais controles e infectados (p>0,05) durante o periodo 0 aos 165 dpi, quando os
dados foram coletados.
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5.2.2.4 Hemoglobina

Na analise de hemoglobina (g/dl) nos animais controles e infectados, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa na analise de comparacdo dos grupos,
durante o periodo de analise (do dia 0 aos 165 dpi) (p>0,05) (Grafico 10). Aos 45 dpi o valor
de hematdcrito foi menor devido aos ovinos 05 (7,2 g/dl) e 06 (3,6 g/dl).

5.2.2.5 Plaquetas

No grafico 11, estdo apresentados os resultados das contagens médias de plaquetas e
desvio padrdo médio dos animais controles e infectados. Durante o periodo de dia 0 aos 165
dpi ndo houve diferenca estatisticamente significativa na comparagdo entre 0S grupos
(p>0,05).
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Gréfico 7: NUmero médio de hemacias e desvio padrdo em ovinos da raca Santa Inés
controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- ovinos ndo infectados. Infectado-
cinco ovinos infectados com 2.000 cercarias de Schistosoma mansoni. I- desvio padrédo.
Houve diferenca estatisticamente significativa aos 60 dpi, com reducdo no numero de
hemaécias no grupo Infectado (p<0,01).
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Gréfico 8: Porcentagem média e desvio padrdo de hematocrito em ovinos da raca Santa Inés
controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos ndo infectados.
Infectado- cinco ovinos infectados com 2.000 cercarias de Schistosoma mansoni. |- desvio
padrdo. N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa na porcentagem de
hematdcrito durante todo o periodo analisado do dia 0 aos 165 dpi (p>0,05).
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Gréfico 9: Volume Globular Médio e desvio padrdo em ovinos da raca Santa Inés controles e
infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos nao infectados. Infectado- cinco
ovinos infectados com 2.000 cercérias de Schistosoma mansoni. I- desvio padrdo. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa nos parametros de VGM durante o periodo analisado
(p>0,05).
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Grafico 10: Hemoglobina (g/dl) média e desvio padrdo em ovinos da raga Santa Inés controles
e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos ndo infectados. Infectado-
cinco ovinos infectados com 2.000 cercérias de Schistosoma mansoni. |- desvio padrdo. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos nos niveis de hemoglobina
durante o periodo analisado (p>0,05).
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Gréafico 11: Quantificacdo de plaquetas (x103/ul) média e desvio padrdo em ovinos da raga
Santa Inés controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos néo
infectados. Infectado- cinco ovinos infectados com 2.000 cercarias de Schistosoma mansoni.

I- desvio padrdo. N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
Controle e Infectado durante o periodo analisado (p>0,05).
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5.3 Parametros imunoldgicos
5.3.1 Contagem total de leucdécitos

No grafico 12 estdo representados os valores médios de leucdcitos totais do sangue
periférico para cada intervalo analisado, assim como o desvio padrdo médio entre o grupo
controle e o grupo infectado por S. mansoni. Houve diferenga estatisticamente significativa na
comparacéo entre grupos nos intervalos de 30 dpi (p<0,5) e 60 dpi (p<0,001) com aumento no

numero de leucdcitos dos ovinos infectados se comparados aos controles de 15 aos 105 dpi.

5.3.2 Contagem diferencial de leucocitos
5.3.2.1 Neutrdfilos segmentados do sangue periférico

No grafico 13 esta representada a porcentagem da contagem média de neutrofilos
segmentados do sangue periférico para os intervalos analisados (dia 0 aos 255 dpi), assim
como o desvio padrdo médio entre o grupo de ovinos controles e infectados. Observou-se
aumento da porcentagem de neutrofilos aos 30 e 60 dpi com diferenca estatisticamente

significativa (p<0,5) no grupo infectado se comparado ao controle.

5.3.2.2 Neutrdfilos bastonetes do sangue periférico

A porcentagem da contagem de neutréfilos bastonetes no sangue periférico em
comparacdo aos ovinos controles e infectados esta representado no gréafico 14. Aos 45 dpi
ocorreu diferenca estatisticamente significativa na porcentagem de neutréfilos bastonetes do
grupo Infectado se comparado ao Controle (p<0,05), porém, durante todo o periodo

experimental as contagens foram maiores no grupo infectado.

5.3.2.3 Linfdcitos do sangue periférico

No grafico 15 encontram-se apresentados a porcentagem da contagem de linfocitos do
sangue periférico para os intervalos analisados (dia 0 aos 255 dpi) e 0 desvio padrdo médio
entre o grupo de ovinos do grupo Controle e Infectado. A partir de 15 até aos 225 do periodo
experimental as contagens de linfécitos foram mais baixas no grupo Infectado com diferenca
estatisticamente significativa aos 30 e 60 dpi (p<0,05), com resultado inverso a analise de

neutrofilos segmentados registrada nos mesmos periodos.
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5.3.2.4 Eosindfilos do sangue periférico

A porcentagem de eosinéfilos do sangue periférico, bem como o valor de desvio
padrdo médio esta representada no grafico 16.

Pode ser observado aumento de eosindfilos durante todo o periodo de infecgdo no
grupo Infectado em comparacdo ao grupo Controle, porém, com diferenca estatisticamente
significativa aos 105 dpi (p<0,05), 135 dpi (p<0,001) e aos 195 dpi (p<0,001).

5.3.2.5 Mondcitos do sangue periférico
No gréfico 17 esta representada a porcentagem da contagem de mondcitos e desvio
padrdo médio. Nao foi evidenciada diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos

Controle e Infectado durante o periodo experimental (dia 0 aos 255 dpi).

5.3.2.6 Basofilos do sangue periférico

O resultado da porcentagem referente a contagem de baséfilos foi apresentado no
gréfico 18; as barras verticais representam o desvio padrdao médio de cada intervalo estudado.
N&o foi constatada diferenca estatisticamente significativa na comparacdo entre 0s grupos

Controle e Infectado durante o periodo do experimento (dia 0 aos 255 dpi).
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Gréfico 12: Contagem total de leucocitos média e desvio padrdo em ovinos da raca Santa Inés
controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos ndo infectados.
Infectado: Cinco ovinos infectados com 2.000 cercarias de Schistosoma mansoni. I- desvio
padrdo. Houve aumento entre os valores médios na contagem de leucdcitos totais no grupo

Infectado com diferenca estatisticamente significativa nos intervalos de 30 (p<0,05) e 60 dpi
(p<0,001).
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Gréfico 13: Contagem especifica de neutréfilos por porcentagem meédia e desvio padrdo em
ovinos da raga Santa Inés controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco
ovinos livres da infeccdo. Infectado: Cinco ovinos infectados com 2.000 cercéarias de
Schistosoma mansoni. I- desvio padrdo. Houve aumento entre os valores médios da contagem
especifica de neutréfilos segmentados no grupo Infectado com diferenca estatisticamente
significativa nos intervalos de 30 e 60 dpi (p<0,05).
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Gréafico 14: Contagem especifica de neutréfilos bastonetes por porcentagem média e desvio
padrdo em ovinos da raca Santa Inés controles e infectados por Schistosoma mansoni.
Controle- cinco ovinos livres da infeccdo. Infectado: Cinco ovinos infectados com 2.000
cercarias de Schistosoma mansoni. I- desvio padrdo. Aos 45 dpi houve diferenga
estatisticamente significativa na porcentagem de neutréfilos bastonetes do grupo Infectado
(p<0,05).
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Gréafico 15: Contagem especifica de linfocitos por porcentagem média e desvio padrdo em
ovinos da raga Santa Inés controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco
ovinos livres da infeccdo. Infectado: Cinco ovinos infectados com 2.000 cercéarias de
Schistosoma mansoni. |- desvio padrdo. O grupo Infectado apresentou diminuicdo na
porcentagem de linfécitos nos intervalos de 30 e 60 dpi, evidenciado por diferenca
estatisticamente significativa de p<0,01 e p<0,05, respectivamente.
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Gréafico 16: Contagem especifica de eosinofilos por porcentagem média e desvio padrdo em
ovinos da racga Santa Inés controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco
ovinos livres da infeccdo. Infectado: Cinco ovinos infectados com 2.000 cercéarias de
Schistosoma mansoni. |- desvio padrdo. Durante todo o periodo experimental houve aumento
entre os valores médios da contagem especifica de eosindfilos no grupo Infectado, porém com
diferenca estatisticamente significativa nos intervalos de 75 dpi (p<0,05), 105 dpi (p<0,05),
135 e 195 dpi (p<0,001).
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Gréfico 17: Contagem especifica de mondcitos por porcentagem média e desvio padrdo em
ovinos da raca Santa Inés controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco
ovinos livres da infeccdo. Infectado: Cinco ovinos infectados 2.000 cercérias de Schistosoma
mansoni. I- desvio padrdo. Ndo houve em nenhum intervalo analisado diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Infectado (p>0,05).
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Gréafico 18: Contagem especifica de baséfilos por porcentagem média e desvio padrdo ovinos
da raca Santa Inés controles e infectados por Schistosoma mansoni. Controle- cinco ovinos
livres da infeccdo. Infectado: Cinco ovinos infectados com 2.000 cercarias de Schistosoma
mansoni. |- desvio padrdo. N& houve em nenhum intervalo analisado diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Infectado (p>0,05).
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5.2.3 Imunoglobulina G sérica

A cinética de anticorpos 1gG presentes no plasma dos animais controles e infectados,
que reagem especificamente contra antigenos proteicos SWAP (Soluble Worms Adult
Antigen) de S. mansoni foi expressa em valores de absorbancia médios. As barras verticais de
cada grafico representa o desvio padrdo medio para cada intervalo, durante 255 dias de
estudo. Foram realizadas duas dilui¢des 1:200 e 1:400.

Como resultado, o grupo controle ndo apresentou reatividade durante o periodo
experimental se comparado ao grupo infectado.

A titulacdo de 19G no grupo infectado na dilui¢do 1:200, caracterizou-se por elevacao
a partir de 45 dpi e permaneceu elevado até o final do experimento (255 dpi), com diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05). Os maiores valores obtidos foram aos 75 e 135 dpi
(0,239 e 0,247), respectivamente, como demostrado no grafico 19 A.

Na diluicdo 1:400, houve elevacao a partir de 30 dpi, porém, os valores com diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao Controle ocorreu nos intervalos de 45,
60, 75, 105 e 135 dpi. Todavia, os valores permaneceram aumentados até ao final do

experimento, ainda que sem diferenca estatisticamente significativa (grafico 19 B).
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Gréafico 19: Cinética de anticorpos IgG média e desvio padrdo, que reagem com antigeno de
Schistosoma mansoni em plasma de ovinos da raga Santa Inés infectados e controles. Valores
médios de absorbancia médios, que reconhecem especificamente antigenos proteicos SWAP
na diluigdo 1:200 (A) e 1:400 (B). Controle- cinco ovinos livres da infeccdo. Infectado- cinco
ovinos infectados com 2.000 cercérias de Schistosoma mansoni. I- desvio padréo. Diferencas
estatisticamente significativas p<0,05 entre 0s grupos sdo representados por (*); p<0,01

representados por (:) e p<0,001 por (E).
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5.4 Parametros parasitoldgicos
5.4.1 Exame parasitologico de fezes

Este estudo, a principio utilizou a técnica de sedimentacdo espontanea para observacéo
de ovos de S. mansoni nas amostras fecais dos ovinos. Entretanto, devido a alta quantidade de
fibras vegetais e clorofila presentes nas fezes com consequente material extremamente turvo,
tornou inviavel a aplicacao da técnica HPJ para visualizacdo de ovos.

Dessa forma, foi utilizada pela primeira vez na literatura a técnica de Girdo e Ueno
(1982) -quatro tamises modificada- para diagnostico de ovos de S. mansoni em amostras
fecais de ovinos, mas a metodologia ja é amplamente utilizada no diagnostico de fasciolose
hepatica em ruminantes.

As amostras foram pesadas (5gr/ amostra) e utilizados os dois ultimos tamises (200
malhas/polegada -87 um - e 250 malhas/ polegada - 65um, respectivamente), com passagem
da amostra em agua corrente resfriada a 4°C para evitar eclosdo de possiveis miracidios
durante a realizacdo do processo. O sedimento contido na ultima malha, assim como o
sedimento da lavagem, foram colocados em Becker em refrigerador a 4°C para sedimentacao
do material a ser avaliado (Figura 7A).

Porém, para validar a técnica de Girdo e Ueno (1982) no diagnostico da
esquistossomose mansoni em ruminantes, foi realizado o seguinte procedimento: Foram
coletadas fezes de camundongos infectados experimentalmente pela via cutanea por S.
mansoni com eliminacdo de ovos; as fezes foram misturadas a cinco gramas de fezes de
ovinos nao infectados. A manipulacdo da amostra na técnica de quatro tamises procedeu
como descrita na metodologia e foi possivel observar ovos de S. mansoni em microscopia
Optica (aumento de 10 e 40X), com utilizacdo da solucdo azul de metileno para coloracdo das
fibras vegetais abundantes (Figura 7 B).

Apos validar a técnica de Girdo e Ueno (1982) no diagnostico de ovos de S. mansoni,
0 mesmo procedimento foi realizado com os animais infectados neste estudo. Entretanto, o
exame parasitologico de fezes mostrou-se negativo para ovos de S. mansoni. Dessa forma,
conclui-se que mesmo ndo sendo observado resultado positivo nas amostras dos ovinos
infectados, a técnica pode ser utilizada no diagnostico parasitologico por infeccdo do parasito
em ruminantes, tais como bovinos, ao qual, ja foi constatado ovos em material fecal (Coelho
et al., 1982; Modena, 1989; Modena et al.,1992).
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Figura 7: Exame parasitoldgico de fezes pela técnica de Girdo e Ueno (1982) para deteccédo de
ovos de Schistosoma mansoni. A- Materiais utilizados para a realizacdo da técnica. B-
Controle positivo- ovo proveniente de fezes de camundongos infectados, homogeneizada a
amostra fecal de ovino néo infectado (notar presenca de fibras vegetais a volta).

5.4.2 Método de eclosdo de miracidios

Ao realizar os métodos de eclosdo de miracidios, constatou-se que pelo fato das fezes
de ovinos apresentarem grande quantidade de fibras vegetais e clorofila, ao se misturar a
agua, a solucdo se tornava extremamente turva e de tom verde escuro, de forma a
impossibilitar a acdo da luminosidade sobre o0 meio e a visualizagdo de miracidios na amostra.

Diante disso, foi procedida a passagem das fezes pela técnica de quatro tamises de
Girdo e Ueno (1982) em agua desclorada a 4°C. Porém, com utilizagdo apenas do penudltimo e
altimo dos tamises (200 malhas/polegada- 87um e 250 malhas/polegada- 60 um), apds esse
processo, o sedimento retido no Gltimo tamis foi colocado junto a 4gua desclorada em Becker
para sedimentacdo em refrigerador a 4°C, ao abrigo da luz por 20 minutos. Decorrido esse
tempo, o sedimento foi coletado e colocado nos recipientes proprios com agua desclorada em
temperatura ambiente (média de 25°C) para cada método de eclosao.

Como controle positivo, 0 mesmo procedimento foi realizado ao misturar fezes de
camundongos com esquistossomose mansoni as fezes de ovinos ndo infectados. O resultado
foi positivo em ambas as metodologias, contudo, a observagdo de miracidios no método de
Chaia et al. (1968) se sucedeu aos 15 minutos apo6s inicio do teste e no método de Jurberg et
al. (2008) foi observado miracidios a partir de 45 minutos.

Como resultado, ndo foi observada a presenca de miracidios de S. mansoni pela

técnica de Chaia et al. (1968) e Jurberg et al. (2008) nos exames que utilizaram amostras do
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ovinos infectados. Todavia, essas técnicas foram validadas para o diagndstico da infec¢do por
S. mansoni em ruminantes com utilizagdo prévia da técnica de Girdo e Ueno (1982) (malha de

200 e 250 polegadas) como observado no controle positivo descrito em materiais e métodos.

5.4.3 Curetagem de mucosa retal

Apb6s o procedimento de curetagem de mucosa retal, foi observado nos ovinos
infectados, grande desconforto, assim como hemorragia discreta, de forma a impossibilitar
mais que uma coleta durante cada procedimento. Os animais apresentaram como
comportamento anormal, a cauda erguida durante cerca de 4 horas apds a curetagem e
contracdo do esfincter anal. Diante a preservacdo do bem estar e sanidade dos animais, foram
coletadas amostras em sete intervalos. A Ultima coleta foi realizada ap6s o sacrificio dos
ovinos infectados, para se evitar maior estresse e sofrimento. Como resultado, em cada
intervalo pelo menos um animal demonstrou ovos de S. mansoni na mucosa retal,
representado na tabela 1, entretanto, em nenhum ovo foi observada viabilidade.
Tabela 1: Resultado de curetagem de mucosa retal, realizado em ovinos da raca santa Inés

infectados experimentalmente com 2.000 cercarias de Schistosoma mansoni por via cutanea.

Curetagem de mucosa retal em ovinos infectados

Intervalo 1 3 5 6 7
. + 2 0VO0S . Negativo . .
60 dpi Invidveis Negativo Obito Negativo Negativo
+ 1 ovo . . .
70 dpi ., Negativo * Negativo Negativo
P Inviavel g g g
) + 2 0VO0S + 2 0VO0S ) )
75 dpi o L * Negativo Negativo
Inviaveis Inviaveis
+ 2 0VO0S
105 dpi Negativo Negativo * Negativo Inviaveis-ovos
hemitransparentes
. + 5 ovos ] + 2 0VO0S + 1 ovo
135 dpi o Negativo * o -
Inviaveis Inviaveis Inviavel
. ) + 1 ovo .
165 dpi Negativo . * * Negativo
Inviavel
. + + +
255 dpi . . * * o
Inviaveis Inviaveis Inviaveis

* Os ovinos nesse periodo, ja haviam sido

morreu ainda no primeiro intervalo de analise.

sacrificados, em exce¢do ao ovino 05 que
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5.4.4 Detec¢do de antigeno na urina

A coleta de urina procedeu a campo de forma n&o invasiva (miccdo natural) e a
avaliacdo pelo teste rapido Bilharzia (Schistosoma) (For qualitative detection) do laboratério
Rapid Medical Diagnostics® para deteccdo de antigeno na urina foi realizado em duplicata no
Laboratdrio de Esquistossomose mansoni (LESQ) no Centro e Pesquisas René Rachou —
Fiocruz- Belo horizonte- Minas gerais em quatro ovinos infectados (01, 03, 06 e 07) aos 135
dpi, em trés ovinos (01, 03 e 07- 0 ovino 06 nesse intervalo ja havia sido eutanasiado) aos 255
dpi e em 5 ovinos controles.

No intervalo de 135 dpi, foram observados trago no teste de deteccdo em trés animais
infectados. Desses, duas amostras apresentaram traco em apenas um cassete (ovino 01-
segundo cassete e 06-primeiro cassete) e na outra amostra, ambos o0s cassetes demonstraram
tracos (ovino 03), como representado na figura 8. No teste dos animais controles ndo foram
observados tragos.

Porém, ao se realizar o teste aos 255 dpi em trés animais que ainda estavam Vvivos

(ovino 01, 03 e 07) nesse intervalo, em nenhum teste foi observado traco.
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Figura 8: Teste para detecgdo de antigeno na urina em ovinos infectados pela via cutanea com
2.000 cercérias de Schistosoma mansoni. (A) amostra do ovino 01, em que se observa o0
segundo cassete com trago positivo. (B) amostra do ovino 03, com apresentacdo de dois
cassetes com traco positivo. (C) amostra do ovino 06 com o primeiro cassete positivo (D) 07
sem trago positivo.
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5.4.5 Avaliagao post mortem

5.4.5.1 Aspectos patologicos

5.4.5.1.1 Ovino 01

Figado

Aspecto macroscopico: Peso de 540 gramas. Superficie externa com cépsula lisa, transparente
e brilhante. Na parte superior do lobo direito existia presenca de area esbranquicada de
contornos irregulares, medindo aproximadamente 6,0x8cm de diametro (Figura 9 A). Na
porcao superior do lobo esquerdo havia duas lesdes esbranquigadas, com ligeira saliéncia na
superficie com cerca de 1x1cm e de didmetro cada (Figura 9 A). Na face inferior do lobo
direito havia outra lesdo esbranquicada, plana e contorno irregular medindo cerca de 1xlcm

de didmetro.

Aspecto microscopico: As lesbes observadas no exame macroscopico eram formadas por
grandes granulomas, geralmente irregulares, com area central de aspecto ora homogéneo
acidofilo ou com aspecto heterogéneo, com areas ligeiramente basofilicas entremeadas com
areas acidofilas. Em algumas dessas lesdes, o material central estd densamente infiltrado por
celulas inflamatdrias mononucleares, entre os quais, eram frequentes eosinéfilos. Em alguns
granulomas o halo de macrofagos epitelidides e células gigantes apresentaram de perneio,
numerosos macrofagos espumosos (Figura 10 D).

Nas areas do parénquima hepatico, externamente mais distante dos granulomas, a
arquitetura hepatica € preservada e 0s espagos porta mostram aspectos variaveis: (1) a maioria
apresenta infiltrado inflamatério discreto, constituido predominantemente com mononucleares
que circundam as estruturas da triade portal sem agressdo aparente das mesmas (Figura 10 E).
No interior dos l6bulos, os hepatdcitos eram integros com discreta vacuoliza¢do nas areas
mais centrais; (2) alguns espacos porta apresentaram inflamacéo da parede vascular de modo
a comprometer 0s ramos arteriais e portais com exsudato de polimorfonucleares misturado a
material eosinofilico de aspecto fibrindide (Figura 10 F); (3) em outros espagos porta pode ser
observado discreto espessamento fibroso da adventicia dos vasos; (4) alguns espagos porta
apresentaram infiltrado inflamatério peribiliar com abundantes células mononucleares e
eosinofilos, frequentemente associados a intensa proliferacdo ductular, especialmente nos
espacos porta proximos as lesées granulomatosas observadas na macroscopia (Figura 10 A);

(5) no interior dos I6bulos foram observados rarissimos granulomas epitelidides pequenos,
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contendo no interior, estrutura semelhante a casca de ovo de S. mansoni (Figura 11 A).
Algumas vezes foram observados granulomas epitelidides pequenos, mas sem a presenca de

material estranho em seu interior (Figura 11 B).

Pulmdes

Aspecto macroscopico: Os pulmdes apresentaram pleura visceral lisa, transparente e
brilhante, sem evidencias de lesGes macroscopicas externas ou na superficie do corte.

Aspecto microscopico: Foram observadas areas focais de pneumonite intersticial discreta,

semelhante a demonstrada na figura 13 E, do ovino 03.

Baco e linfonodos

Baco com peso de 53,5 gramas. Ambos apresentaram capsula lisa, transparente e
brilhante de contornos e coloragdo normais no exame macroscopico. Foi constatado na
microscopia, arquitetura dentro dos padrdes normais dos tecidos e discreto estado reacional do

tipo folicular.

5.4.5.1.2 Ovino 03

Figado

Aspecto macroscopico: Peso de 516 gramas. Superficie externa com cépsula lisa, transparente
e brilhante. Foram observados dois nédulos minusculos na parte inferior do lobo direito,
medindo 1mm de didmetro cada (Figura 9F).

Aspecto microscopico: A arquitetura hepatica mostrou-se preservada e a maioria dos espacos
porta apresentou infiltrado inflamatério com predominio de mononucleares, na maioria das
vezes, sem agressao as estruturas portais. Em poucos espacos porta eram observados, além do
infiltrado inflamatorio com maior frequéncia em polimorfonucleares, moderada proliferacéo
ductular (Figura 10 C e D). Também nesses espagos porta, algumas vezes observava-se
extensdo do exsudato para a parede vascular. Foi constatado apenas um espaco porta alargado,
com fibrose extensa e infiltrado inflamatério mononuclear, especialmente nas areas mais
periféricas, com moderada proliferacdo biliar (Figura 10 E). N&o foram observados

granulomas.

Pulmao
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Aspecto macroscopico: Os pulmdes apresentaram pleura visceral lisa, transparente e
brilhante, sem evidencias de lesdes macroscopicas externas ou na superficie do corte.
Entretanto, na parte inferior do lobo inferior do lobo direito havia lesdes nodulares irregulares,
confluentes, abrangendo area com cerca de 2cm de diametro de coloracdo cinza escuro com
areas centrais esbranquicgadas (Figura 13A).
Aspecto microscopico: As lesdes observadas na macroscopia eram semelhantes as observadas
no figado do ovino 01, ou seja, grandes granulomas em torno de material amorfo com graus
varidveis de infiltracdo leucocitaria circundada por um halo de macrofagos epitelidides e
células gigantes (Figura 13 B). Mais externamente, observou-se fibrose acentuada que, as
vezes, aproximava-se do material amorfo (Figura 13 D). No restante do parénquima
pulmonar, eram observadas areas focais de pneumonia intersticial (Figura 13 E). Foi
constatado granuloma frouxo com células gigantes irregulares, sem relacdo com material em
seu interior (Figura 13 C).
Baco e linfonodos

Baco com 57,5 gramas. Ambos apresentaram capsula lisa, transparente e brilhante de
contornos e coloragdo normais no exame macroscopico. Foi constatado na microscopia,
arquitetura dentro dos padrbes de normalidade do tecido e discreto estado reacional do tipo

folicular.

5.4.5.1.3 Ovino 06

Figado

Aspecto macroscopico: Peso de 387 gramas. Superficie externa lisa, transparente e brilhante.
Havia dois nédulos de 2 e 3mm de didmetro esbranquicados e agrupados, formando lesdo de
aproximadamente 8mm na superficie do érgdo, na face superior do lobo esquerdo (Figuras 9
C e D). Na parte superior do lobo direito foi localizado pequeno nddulo esbranquicado
medindo 1,5mm, préximo ao limite com o lobo esquerdo (Figura 9E).

Aspecto microscopico: A lesdo observada macroscopicamente mostra areas focais de necrose,
com infiltrado inflamatério de polimorfonucleares, circundada por halo de macrofagos
epitelidides e grande quantidade de células mononucleares (Figura 11 F). Proximo a essas
areas, 0s espacos porta estdo densamente infiltrados por células mononucleares, que invadem
o interior dos I6bulos, destruindo trabéculas de hepatdcitos (Figura 12 A). No restante do
parénquima, observou-se grande parte dos espacos porta com discreto infiltrado inflamatorio

com mononucleares. Nao foram observados granulomas.
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Pulméo

Aspecto macroscopico: Os pulmdes apresentaram pleura visceral lisa, transparente e
brilhante, sem evidencias de lesdes macroscépicas externas ou na superficie do corte.

Aspecto microscopico: Foram observadas areas focais de pneumonite intersticial discreta,

semelhante a demonstrada na figura 13 E, do ovino 03.

Baco e linfonodos

Baco com 36 gramas. Ambos apresentaram capsula lisa, transparente e brilhante de
contornos e coloragdo normais no exame macroscopico. Foi constatado na microscopia,
arquitetura dentro dos padrdes de normalidade do tecido e discreto estado reacional do tipo

folicular.

5.4.5.1.4 Ovino 07

Figado

Aspecto macroscopico: Peso de 554 gramas. Superficie externa com capsula lisa, transparente
e brilhante. Na face inferior do figado, no lobo direito proximo ao limite com o lobo esquerdo
foram observadas duas lesdes esbranquicadas, medindo 3mm de didmetro cada uma (Figura 9
G). Na borda do lobo direito havia lesdo irregular esbranquicada com é&reas ligeiramente
deprimidas medindo cerca de 1x0,8cm de diametro (Figura 9 H).

Aspecto microscépico: As dareas observadas na macroscopia apresentaram lesdes
granulomatosas, irregulares e confluentes, com caracteristicas semelhantes as descritas no
ovino 01: material amorfo com grau variavel de infiltracdo leucocitaria circundada por
macrofagos epitelioides, grande quantidade de células gigantes e presenca de macréfagos
espumosos (Figuras 12 B e C). Mais externamente existe um intenso infiltrado de
mononucleares e proliferacdo vascular. Em algumas areas, a capsula de Glisson é espessada e
0S espagos porta mais periféricos apresentam infiltrado inflamatério de mononucleares as
vezes intenso, assumindo aspecto folicular, com material calcificado em seu interior (Figura
12 D). Foram observados alguns granulomas epitelidides com células gigantes e um deles
apresentava material semelhante a restos de casca de ovo de S. mansoni (Figura 12 E). Em um
espaco porta e no interior de um lobulo foram observados dois granulomas, contendo em seu
interior estruturas semelhantes a ovos embrionados de S. mansoni (Figuras 12 F e G). Na
maior parte do paréngquima hepético, os espacos porta apresentaram infiltrado inflamatorio

discreto.
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Pulméo
Aspecto macroscopico: Os pulmdes apresentaram pleura visceral lisa, transparente e
brilhante, sem evidencias de lesGes macroscopicas externas ou na superficie do corte.
Aspecto microscopico: Foram observadas areas focais de pneumonite intersticial discreta
semelhante a demonstrada na figura 13 E, do ovino 03.
Baco e linfonodos

Baco com 56 gramas. Ambos apresentaram capsula lisa, transparente e brilhante de
contornos e coloragdo normais no exame macroscopico. Foi constatado na microscopia,
arquitetura dentro dos padrbes de normalidade do tecido e discreto estado reacional do tipo

folicular.
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Figura 9: Aspecto macroscépico ao exame post mortem de figados dos ovinos infectados
experimentalmente com média de 2.000 cercérias de Schistosoma mansoni por via cutanea-
Ovino 01- (A) Lesdes. Setas pretas- parte superior do lobo direito. Area esbranquicada de
contorno irregular, com aproximadamente 6,0x8cm de diametro. Setas brancas- porcdo
superior do lobo direito com duas lesdes esbranquicadas e com ligeira saliéncia na superficie
medindo cerca de 1xlcm e 2,2cm de diametro. (B) Face inferior do lobo direito. Lesdo
esbranquicada, plana e de contorno irregular medindo 1x1cm. Ovino 06- (C e D) Seta preta-
face superior do lobo esquerdo. Dois nddulos de 2 e 3mm de didmetro esbranquicado e
agrupado, com formacdo de lesdo com aproximadamente 8mm de didmetro.(E) Parte superior
do lobo direito. Nodulo esbranquicado medindo 1,5mm, préximo ao limite do lobo esquerdo.
Ovino 07 (F) Face inferior do figado, no lobo direito entre o limite do lobo esquerdo. Setas
pretas- Duas lesGes esbranquicadas, medindo 3mm de didmetro cada. (G) Borda do lobo
direito. Seta preta- Lesdo irregular esbranquicada com areas ligeiramente deprimidas medindo
aproximadamente 1x0,8cm de diametro. Ovino 03 (H) Parte inferior do lobo direito. Seta

branca- Dois nddulos esbranquicados, com cerca de 1mm de didmetro cada.
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Figura 10: Aspecto microscopico ao exame post mortem de figados dos ovinos infectados
experimentalmente com média de 2.000 cercérias de Schistosoma mansoni por via cutanea-
Ovino 01 (A) Granulomas com area central de aspecto homogéneo acidofilo intercalando com
aspecto heterogéneo, com areas basofilicas entremeadas com areas acidofilas. a- material
amorfo, infiltrado por células inflamatdrias, frequentemente degeneradas e descaracterizadas
com nucleo picnético. b- espaco porta com infiltrado peribiliar e intensa proliferagdo ductular,
préximo as lesbes granulomatosas. (B) Tecido com granuloma. a- material amorfo, infiltrado
por células inflamatorias, frequentemente degeneradas e descaracterizadas. Cabeca de seta-
Periferia do depdsito amorfo. Infiltrado celular composto por grande quantidade de
macrofagos e eosinofilos. Maior aumento- macréfagos com aspecto de palicada e formacéo de
células gigantes justapostas ao material amorfo. (C) Regido do granuloma. a- Material
amorfo. Na periferia observa-se grande quantidade de células inflamatoérias. Maior aumento-
células degeneradas e presenca de macrofagos e eosinofilos. (D) Periferia do dep6sito amorfo
com halo macréfagos em aspecto de palicada. a- Material amorfo. Cabeca de seta- células
gigantes. Seta preta- macréfagos com aspecto espumoso. (E) Parénquima hepatico. Setas-
infiltrado inflamatorio discreto, constituido em suma maioria por mononucleares a circundar a
triade portal, sem lesdo aparente das mesmas. (F) Parénquima hepéatico. Cabeca de seta-
Espagos porta com inflamag&o da parede vascular e comprometimento dos ramos arteriais e
portais. Maior aumento- exsudato de polimorfonucleares misturado a material eosinofilico de

aspecto fibrindide.
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Figura 11: Aspecto microscopico ao exame post mortem de figados dos ovinos infectados
experimentalmente com média de 2.000 cercérias de Schistosoma mansoni por via cutanea-
Ovino 1- (A e B) Interior dos I6bulos. Granulomas epitelidides pequenos. (A) ponta de seta-
estrutura semelhante a casca de ovo de Schistosoma mansoni. Em (B) ndo é possivel observar
qualquer material estranho no interior do granuloma. Ovino 03- (C e D) Arquitetura hepatica
preservada, com é&reas focais de infiltrado inflamatério em maior frequéncia de
polimorfonucleares. (D) Espaco porta com infiltrado em maioria de polimorfonucleares,
moderada proliferacdo ductular e extensdo de exsudato para a parede vascular. (E) Espaco
porta. Alargamento das paredes, fibrose extensa, infiltrado inflamatério mononuclear a
circundar o espaco portal. Setas pretas- proliferacdo ductular moderada. Ovino 06- (F) Area
focal de necrose e infiltrado inflamatério de polimorfonucleares, circundada por halo de

macrofagos epitelidides e celulas mononucleares.
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Figura 12: Aspecto microscopico ao exame post mortem de figados dos ovinos infectados
experimentalmente com média de 2.000 cercérias de Schistosoma mansoni por via cutanea-
Ovino 06- (A) areas focais de necrose, a- material amorfo rodeado por infiltrado inflamatorio.
Cabeca de seta- area de desestruturagdo a arquitetura hepatica com necrose, infiltrado
mononuclear em expansdo para o interior dos lébulos, com destruicdo de trabéculas e
hepatécitos. Ovino 07- (B) Granuloma e infiltrado inflamatério. a- material amorfo.
Asterisco- halo inflamatorio leucocitario abundante de forma a rodear o material necrético.
Seta- Capsula hepatica com presenca de infiltrado celular inflamatorio. (C) Maior aumento. a-
material necrotico amorfo. Setas- células gigantes. Cabeca de seta- macréfago espumoso. (D)
Area de necrose e infiltragdo de células inflamatérias mononucleares, com aspecto folicular.
Cabeca de seta- material amorfo em granuloma e calcificacdo em seu interior. Setas- Espacos
porta periféricos com infiltrado inflamatério de mononucleares, de aspecto folicular e
proliferacdo ductular. (E) Granuloma epitelidide. Setas- células gigantes. Cabeca de seta-
estrutura semelhante a casca de ovo de Schistosoma mansoni. Asterisco- material amorfo no
centro do granuloma. (F e G) Dois granulomas em espaco porta. No interior pode ser

observada estrutura semelhante a ovos embrionados de Schistosoma mansoni.
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Figura 13: Aspecto macroscépico e microscopico ao exame post mortem dos pulmdes do

ovino 03 infectado experimentalmente com média de 2.000 cercérias de Schistosoma mansoni
por via cutanea. Aspecto macroscopico- (A) Lobo inferior do pulmdo direito: lesbes
nodulares, irregulares e confluentes, com cerca de 2cm de diametro. Aspecto microscopico -
(B) Lesdo granulomatosa. a - Material amorfo. Cabeca de seta - infiltracdo leucocitaria. (C)
granuloma de aspecto frouxo. (D) a - Material amorfo. Asteriscos - Fibrose acentuada em

torno de material necrético. (E) Areas focais de pneumonite intersticial discreta.
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5.4.2 Recuperacéo de Schistosoma mansoni em 6rgéos

Foram encontrados parasitos de S. mansoni no espaco portal e nos vasos mesentéricos
de ovinos infectados, de acordo com a metodologia proposta por Coelho et al. (1982). Porém,
somente a perfusdo ndo foi satisfatoria na recuperacdo dos parasitos, dessa forma, 0s vasos
sanguineos foram analisados visualmente e os parasitos, retirados manualmente com uso de
estiletes e pinceis, como representados nas figuras 14 e 15. Contudo, muitos espéecimes foram
danificados durante o processo de recuperacdo, dessa forma, foi preconizada a quantificacao
apenas dos fragmentos com a porc¢do anterior do parasito, onde foi possivel diferenciar as
ventosas, 0 que evitou contar o0 mesmo parasito fragmentado mais de uma vez.

O ovino 05 morreu aos 53 dpi, devido a lesdo medular decorrente de acidente na
propriedade rural.

A taxa de recuperacdo foi de 0,9% (18 parasitos- ovino 01), 0,6% (12 parasitos- ovino
03), 0,45% (9 parasitos- ovino 05), 0,55% (11 parasitos- ovino 06) e 5,45% (109 parasitos
(ovino 07) (Quadro 2). Também pdde ser observado cinco casais de S. mansoni em copula,
como observado na figura 14.

O ovino 03 foi sacrificado aos 255 dpi, porém, a recuperacdo de parasitos foi
dificultada devido a formacdo de coagulos nos vasos mesentéricos e espaco portal, com
impedimento de uma completa perfuséo e visualizacéo de parasitos.

Foi realizada a medida quanto ao comprimento de vinte e dois parasitos machos, com
variaveis entre 4,10mm e 6,2mm (média de 5mm) e quatro fémeas, medindo entre 5,05mm e

9,2mm (média de 7mm) (Figura 15).
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Quadro 2: Recuperagdo de parasitos Schistosoma mansoni em ovinos da raga Santa Inés

experimentalmente infectados por via cutdnea com 2.000 cercarias.

Animal Orgéo Machos Fémeas Cépula Total
Casal

01 Vasos 8 3 0
mesentéricos 18 (0,9%)
Espaco portal 7 0 0

03 Vasos 5 1 1
mesentéricos 12 (0,6%)
Espaco portal 4 0 0

05 Vasos 7 2 0
mesentéricos 9 (0,45%)
Espaco portal 0 0 0

06 Vasos 7 2 0
mesentéricos 11 (0,55%)
Espaco portal 2 0 0

07 Vasos 47 41 0
mesentéricos 109 (5,45%)
Espaco portal 16 1 2

Total 103 50 3 casais 159

73



Figura 14: Recuperacao de parasitos Schistosoma mansoni no figado e nos vasos mesentéricos
de ovinos da raga Santa Inés infectados com 2.000 cercérias. (A) Seta preta- Macho de
Schistosoma mansoni advindo da veia porta. (B) Seta preta- Macho de S. mansoni em vaso
mesentérico. (C) Seta branca- Fémea de S. mansoni em vaso mesentérico. (D) Seta - Casais
em copula de S. mansoni em vaso mesentérico. (E) Cabecas de seta- casais em copula de S.
mansoni; Seta preta- macho de S. mansoni. (F) Seta branca- Fémea de S. mansoni em vaso
mesentérico.
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Figura 15: Recuperacdo de parasitos Schistosoma mansoni no figado e nos vasos mesentéricos
de ovinos da raca Santa Inés infectados experimentalmente com 2.000 cercérias por via
cuténea. Parasitos fixados com carmim acético.

(A, B e C)- Machos de S. mansoni. Setas pretas- testiculos; Setas vermelhas- ventosa ventral,
Setas azuis- ventosa oral; Cabeca de seta- canal ginecoforo. (D)- Casal em copula. Simbolo
J- parasito macho; Simbolo 9- fémea; Cabeca de seta- canal ginecéforo. (E)- Fémea de S.
mansoni. (F)- Fémea. linha oval preta a circundar ovo no Utero do parasito.
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5.4.3 Recuperacéo de ovos de Schistosoma mansoni em 6rados

A técnica de digestdo com KOH 5% (Cheever, 1968) foi satisfatoria na recuperagéo de
ovos de S. mansoni em ovinos infectados, como pode ser observado na Figura 16.

Entretanto, apds a digestdo dos fragmentos intestinais, houve necessidade seguida da
retirada do sobrenadante por cinco vezes, passagem pela penultima malha da técnica de
quatro tamises (200 malhas/polegada- 87um) (Girdo e Ueno, 1982) e melhora na visualizagéo
dos ovos em microscopia optica (aumento de 10, 20 e 40X).

Para quantificar os ovos, apos sedimentacdo, cada amostra foi conservada em tubo
Falcon com formaldeido a 10%, com volume de 10 ml de solugdo final. No momento da
contagem, a solucdo foi homogeneizada e coletada 200ul/amostra em triplicata. Ao terminar a
quantificacdo, foi realizado célculo para estimar a média no volume final (10 ml) como
demonstrado no quadro 3.

Como resultado, a maior quantidade de ovos recuperados foi no ovino 07 com
eutanasia aos 255 dpi, com média de 84.000 ovos pela digestdo hepética, assim como por¢ao
proximal do intestino delgado (4.000), por¢do média (6.100) e final (10.000). No intestino
grosso foi possivel obter 33.400 ovos de S. mansoni. Todavia, 0 ovino 06 (eutanasia aos 135
dpi) demonstrou a menor taxa de recuperacdo pelo mesmo processo, com 2.380 ovos no
tecido hepético, 180, 270 e 350 nas por¢des proximal, média e distal do intestino delgado
respectivamente, além de 810 ovos no intestino grosso (Quadro 3).

A segmentacdo do intestino delgado demonstrou a concentragdo dos ovos na porcao
final do 6rgdo. Em dois ovinos (01 e 03) foi constatado maior nimero de ovos de S. mansoni
na porc¢ao final do intestino delgado se comparado a quantidade relatada no intestino grosso.

Além disso, foram medidos 100 ovos de cada segmento quanto ao comprimento,
largura e comprimento do espiculo. Como resultado, as variacdes de comprimento foram
entre 83,46 um (49,09 um/largura e 21,17 um/comprimento de espiculo) e 147,23um (74,11
um/largura e 29,83um/comprimento de espiculo), com média de 112,13um/comprimento.
Quanto a largura, as mediadas ficaram entre 37um (129,5um/comprimento e
18,44um/comprimento  de  espiculo) e  74,11um  (147,23um/comprimento e
29,83um/comprimento de espiculo), com média de 49,87um. Por fim, quanto ao
comprimento do espiculo, as medidas ficaram entre 33,36um (104,25um/comprimento e
48,45um/largura) e 11,7um/comprimento (93,49um/comprimento e 46,9um/largura), com

média de 21,36um de comprimento.
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Quadro 3: Recuperacdo de ovos de Schistosoma mansoni pela técnica de digestdo com KOH a

5%, no figado e no intestino delgado e grosso de ovinos da raca Santa Inés infectados

experimentalmente com 2.000 cercérias.

Orgao
Animal Figado ID*proximal | ID* médio | ID* Final IG*
01 15.000 950 1.050 1.850 1.650
03 4.000 1.300 1.550 3.550 1.150
06 2.380 180 270 350 810
07 84.000 4.000 6.100 10.100 33.400

Legenda: *ID (Intestino delgado). *IG (Intestino grosso)
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Figura 16: Recuperacdo dos ovos de Schistosoma mansoni no figado e intestino de ovinos da
raca Santa Inés infectados com 2.000 cercérias. (A)- Ovos provenientes de tecido hepatico
apos digestdo com KOH 5%; a- casca de ovo apos absor¢do ou eliminacéo do seu contetdo,
b- ovos hemitransparentes. (B)- Ovos provenientes de intestino grosso ap6s digestdo por
KOH 5%. Imagens (C, D, E, F, G e H)- ovos hemitransparentes (Aumento de 40x); (1, J e K)-
Cascas de ovos apés absor¢do ou eliminagdo do contetdo (Aumento 40x).
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6. DISCUSSAO
6.1 Parametros clinicos
6.1.1 Avaliacéo clinica

Os sinais demonstrados ao comparar-se 0 grupo de animais infectados ao grupo
controle foram a perda de peso que ocorreu aos 30 e 60 dpi e a avaliagdo do escore corporal
que ocorreu aos 60 dpi. Além disso, os animais infectados perderam massa corporal do dia 15
(22kg) aos 75 dpi (19,88kg), obtendo ganho de peso compensatorio a partir dos 105 dpi
(22kg); ao final do estudo, a diferencga de peso entre animais controles e infectados era de 1,8
kg. Essas evidéncias diferem em parte dos estudos realizados por Adam e Magzoub (1976),
em que, dois ovinos do deserto sudanés infectados por 1.500 cercérias de S. mansoni
desenvolveram além da perda de peso, sintomatologia clinica caracteristica, como anorexia,
fraqueza, diarreia e perda de 13; sinais também relatados na infeccdo da espécie caprina, em
que dois cabritos de cinco a seis meses de idade e duas cabras de dois a trés anos de idade
foram infectados com 1.500 e 3.000 cercarias de S. mansoni, respectivamente (Adam e
Magzoub, 1977).

Esses achados corroboram que diferencas da resposta imune e clinica a infec¢do por S.
mansoni em ruminantes envolvem ndo somente aspectos relacionados a espécie, como
também idade e raca; fato comprovado no estudo realizado por Modena et al. (1993) em que
bovinos de raca mestica (Bos taurus taurusx Bos taurus indicus) e apenas holandesa (Bos
taurus taurus) infectados experimentalmente por S. mansoni, mostraram diferencas em
relacdo a susceptibilidade quando comparada além da raca, a idade; aos quais, bezerros
holandeses foram mais susceptiveis a infeccdo se comparado aos bezerros mesticos, dos
adultos holandeses e adultos mestigos, respectivamente.

Em ressalva as diferencas nos sinais clinicos ocasionados pela infeccao por S. mansoni
na comparacdo entre os estudos mencionados, outras espécies de Schistosoma também
causam danos fisicos aos animais domésticos que diferem em espécie, idade e carga
parasitaria, dentre eles, o Schistosoma mattheei, trematédeo de ovinos que podem infectar
bovideos e caprideos. No estudo realizado por Malherbe (1970) infectaram ovelhas das racas
Merino e Dorper com distinto nimero de cercéarias de S. mattheei (2.000 a 90.000), observou-
se que 0s ovinos com menor namero de parasitos (2.000 a 16.000 cercérias) ndo apresentaram
sinais clinicos causados pela infeccdo e ovinos com maior exposicdo (30.000 a 90.000

cercarias) demonstraram sinais clinicos como aumento de estertores pulmonares, aumento de
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frequéncia respiratoria e cardiaca, além de diarreia hemorragica. A mesma resposta branda foi
observada por Lawrence (1980), ao qual, infectou cordeiros da raga Dorper com 3.000
cercarias de S. mattheei e o Unico sinal clinico observado da sétima até a décima quinta
semana foi a reducdo de apetite se comparado ao grupo controle. Apds essas semanas 0S
ovinos recuperaram-se, mas o desempenho ainda ficou abaixo dos animais livres da infecgéo.
No experimento de McCully e Kruger (1969), onde foram infectadas ovelhas com 500 a
90.000 cercarias de S. mattheei, foi observado que nos animais expostos a maior carga
parasitaria, palidez de mucosas, anemia, fraqueza, inapeténcia, muco nas fezes, diarreia fétida
e sanguinolenta, mas no trabalho, ndo se menciona a idade e raga dos especimes.

Observa-se que as variaveis de FR/min, FC/min e TR tém no dia 0 e 15 valores
superiores nos dois grupos se comparado ao restante do periodo experimental. Essa diferenca
se justifica ao estresse provocado pela manipulacdo dos ovinos com consequente aumento do
metabolismo, pois ndo estavam condicionados a tal acdo, o que acarreta aumento da FC/min,
FR/min e TR. Devido a esses fatores, foi preconizado a realocagdo dos animais para o curral
préximo a baia de procedimentos e no dia seguinte pela manhd, os ovinos eram encaminhados
a baia com preconizacdo de intervalo de uma hora antecedente ao inicio da avaliacdo clinica
com agua ad libitum. Apds os procedimentos que duravam em média duas horas, 0s animais
recebiam ainda no local, folhas de amora e farelo de milho ou carogo de algoddo como forma
de recompensa e afirmacdo do condicionamento no manejo mais confortavel. Essa acdo
proporcionou ao longo do trabalho, menor estresse aos animais € menor esforco durante a
manipulacdo dos mesmos, devido ao condicionamento animal.

Aos 30 dpi foi relatado no experimento, fezes amorfas e com excesso de muco em trés
ovinos infectados (ovinos 01, 03 e 06); aos 75 dpi em dois animais infectados (ovinos 01 e
07) e um controle; aos 255 dpi dois ovinos infectados (03 e 07) e um controle. Nos estudos
realizados na infec¢do por parasitos do género Schistosoma, a diarreia com presenca de
sangue geralmente é paralela ao inicio da eliminacdo de ovos nas fezes dos animais, assim
como a presenga de muco em excesso e persiste até que o animal adquira uma resposta imune
satisfatoria a presenca do parasito e consequente controle da infecgdo (Malherbe, 1970; Adam
e Magzoub, 1976; Saad et al., 1984; Van Wik, Rensburg e Heitmann, 1997). Embora ndo
foram observados ovos ou miracidios provenientes das amostras fecais dos ovinos infectados,
0s sinais clinicos como perda de peso, queda no escore corporal e alguns intervalos com

visualizacdo de fezes amorfas demonstram que a maior intensidade da esquistossomose
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mansoni nesses animais ocorre na fase aguda da infeccdo, assim como observado em

humanos.

6.1.2 Perfil hematoldgico

No estudo, constataram-se valores menores na contagem total de hemacias mais
pronunciado aos 60 dpi com diferenca estatisticamente significativa, mas estendendo-se até
aos 105 dpi. Concomitante com a queda na populacdo de células vermelhas foi detectado
também a diminuicdo de hematocrito, hemoglobina e plaquetas, entretanto, sem diferenca
estatisticamente significativa ao comparar os grupos, inferindo, dessa forma, os intervalos que
compreendem a fase aguda da infeccdo e inicio da oviposicdo das fémeas de S. mansoni
nesses animais como o periodo que ocorreu maiores diferencas clinicas e hematoldgicas
devido ao parasitismo ao comparar o grupo Controle. Essa caracteristica corrobora com o
experimento de Saeed e Nelson (1974), em que infectaram quatro cordeiros da raga Suffolk-
Welsh-Border com 20.000 cercéarias de S. mansoni; 0s animais apresentaram tendéncia a
anemia. J& no experimento com bezerros mesticos e holandeses infectados por S. mansoni a
contagem de hemaécias diminuiu gradualmente durante o periodo experimental (10 semanas),
sendo que a menor contagem ficou no grupo dos animais de sangue puro europeu, mas o
decréscimo ndo foi suficiente para estabelecer a anemia nesses animais (Modena et al., 1994).
Ja nas infec¢Bes por S. mansoni em caprinos, ndo foi realizada avaliacdo hematoldgica,
entretanto, as mucosas dos animais mostraram palidez, principalmente com a progressao da

infeccdo (préximo aos 200 dpi) (Adam e Magzoub, 1977).

Saad et al. (1984) observaram padrdo de anemia decorrente da infeccdo de cabras por
S. bovis (4.000 cercérias), com drastica queda na contagem de hemacias (anemia normocitica
e normocrdmica) da gquarta a décima semana e recuperacdo com estabilidade do quadro apds
esse periodo. Esses resultados diferiram do presente estudo, em que a queda inicial de
hemécias ndo se manteve. Ja na infeccdo de ovelhas com S. mattheei (3.000 cercérias) foi
observado anemia nos animais infectados mais tardiamente, a partir da 25° semana apos
infeccdo, com estabilizagdo do quadro, mas, distinto do resultado encontrado no estudo
presente, ndo houve recuperacdo para a normalidade (Lawrence, 1980).

A baixa na contagem total de hemécias no presente experimento aos 60 dpi pode ser
justificada pelo inicio da espoliacdo sanguinea em maior quantidade pelos parasitos adultos de
S. mansoni e, a estabilizacdo do quadro, assim como a recuperacdo dos valores, respaldada na
resposta imunolégica equilibrada e eficiente perante a infecgdo, visto que houve diminuicdo
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intermitente na contagem de heméacias no restante do estudo ao se comparar 0S 0vinos

controles, mas ndo o suficiente para diferenca estatistica significativa entre os grupos.

6.1.3 Contagem total e diferencial de leucocitos

No experimento foi observada diferenca estatisticamente significativa na contagem
total de leucocitos e contagem diferencial de neutrofilos ao comparar o grupo de ovinos
controles e infectados, aos 30 e 60 dpi. Pdde ser constatada diferenca estatisticamente
significativa na contagem diferencial de neutrofilos bastonetes aos 45 dpi. O aumento na
contagem de neutréfilos nos ovinos infectados pode ser justificado na fase inicial da infeccéo
(30 dpi) pelos estimulos quimiotaxicos derivados de linfocitos T sensibilizados, como
também do sistema complemento, sendo a funcdo dos neutréfilos dependente de processo
celular imune e humoral, atuando de forma dependente, com consequente reacdo a produtos
secretados/excretados dos esquitossdbmulos, como também da destruicdo desses parasitos
(Vadas et al., 1980; Atta et al., 1981) e, mais tardiamente, pela reacdo inicial aos produtos
secretados/excretados dos ovos de S. mansoni e do parasito adulto.

A partir de 75 até os 195 dpi (exceto o intervalo de 165 dpi) foi observada diferenca
estatisticamente significativa na contagem diferencial de eosin6filos no sangue periférico no
grupo infectado se comparado ao grupo controle, mantendo-se reagente no decorrer da
infeccdo cronica. No estudo realizado por Modena et al. (1994), também foi observada
eosinofilia em bovinos infectados experimentalmente por S. mansoni, entretanto, com a
infeccdo mais tardia, dos 290 aos 300 dpi. Outros estudos também corroboram com o
resultado obtido, como a infec¢do de ovinos por S. mattheei (Lawrence, 1980); e infeccdo por
S. mansoni em cabras e ovelhas descritas por Saad et al. (1984). Alguns estudos relataram que
0 antigeno soluvel do ovo sensibiliza linfocitos T, capaz de promover a quimiotaxia de
eosinofilos advinda de um tipo de linfocina (estimulacdo promotora de eosinofilos) e que a
destruicdo dos ovos de S. mansoni depende diretamente da antigenicidade e especificidade da
célula efetora (Colley, 1972 in Atta et al., 1981; Capron e Capron, 1992; Leal et al., 2006;
Moreau e Chauvin, 2010). Esses estudos corroboram com 0s achados nesse experimento,
visto que a cinética de IgG revelou aumento aos 75 dpi e se manteve alta durante o todo o
estudo (ver resposta imune humoral), além disso, foram encontrados poucos granulomas no
figado dos ovinos, tendo em vista uma resposta imune inata desses animais perante a infecgéo
por S. mansoni. Em contraste, no estudo realizado por Bastos et al. (1985), com infeccéo

experimental de roedores da espécie Holochilus brasiliensis nanus revelou eosinofilia apenas
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nos animais naturalmente infectados capturados em &rea endémica para esquistossomose
mansoni. Porém, o experimento foi realizado a curto prazo com 56 dias de duracao, de forma
a indicar que o aumento de eosinofilos tem correlacdo positiva com a cronicidade da infeccdo

até a diminuicao da populacdo ou eliminacédo dos parasitos pelo hospedeiro vertebrado.

6.2.2 Resposta imune humoral- Imunoglobulina G sérica

Até o presente, ndo encontramos dados sobre a resposta imune humoral baseado na
titulacdo de IgG em plasma de ovinos infectados experimentalmente por S. mansoni e com
utilizacdo de antigeno de parasito adulto (SWAP).

A cinética de 1gG na observacdo da resposta imune nos ovinos infectados, na diluicdo
1:200 demonstrou aumento a partir de 45 dpi e manteve-se até o final do experimento no
grupo de ovinos infectados, com diferenca estatisticamente significativa ao comparar-se ao
grupo controle. Ja na diluigcdo 1:400, foi observada diferenca estatisticamente significativa nos
niveis de IgG a partir de 45 dpi até 135 dpi. ApGs esse periodo, 0s niveis continuaram
maiores na comparacdo com o0 grupo controle, mas sem diferenca estatisticamente
significativa. Esses achados evidenciam que a elevacdo de 1gG no plasma do grupo infectado
esta relacionada diretamente aos antigenos circulantes do parasito adulto e, devido a essa alta
afinidade antigeno-anticorpo, a metodologia pode ser utilizada como marcador desde o final
da fase aguda pré-postural & fase cronica na diluicdo 1:200 devido a sua tendéncia a
cronicidade. Todavia, na dilui¢cdo 1:400 os niveis de 1gG que reagem a antigenos de parasito
adulto ndo sdo mais detectaveis até aos 165 dpi se comparado estatisticamente ao grupo
controle. Sobre as semelhancas nas detec¢des de IgG nas duas diluigdes, pode-se inferir que a
resposta imune humoral mais intensa se da na fase aguda p6s postural (concomitante com os
achados clinicos e hematoldgicos), visto que os valores em relacéo a diluicdo do plasma 1:400
mantém-se nos periodos iniciais paralela a diluicdo 1:200, mas decaem na metade final do
experimento (165 a 255 dpi).

O Unico estudo comparativo na infeccdo de ruminantes encontrado foi o estudo
realizado por Lopes (2009) com infeccdo de bezerros mesticos por S. mansoni (10.000
cercarias), com preconizacdo da deteccdo de anticorpos anti-antigeno SWAP no plasma dos
animais em dois intervalos, aos 46 e 126 dpi. Como resultado, ndo houve diferenca ao
comparar o dia 0 com os intervalos analisados; em ressalva, a dilui¢io utilizada foi de 1:50 e
1:100.

83



6.3 Parametros parasitoldgicos
6.3.1 Diagnostico da infeccdo por métodos diretos

Somente a utilizacdo do exame parasitoldgico direto de fezes na detec¢do de ovos de
S. mansoni, ndo foi eficaz em confirmar a infec¢cdo dos ovinos da raca Santa Inés pelo
parasito, assim como os métodos de eclos@o de miracidios pela técnica de Chaia et al. (1968)
e Jurberg et al. (2008). A principio, se atentou para a possibilidade na dificuldade de
visualizacdo dos ovos e miracidios, com consequente resultado falso negativo, devido a
grande quantidade de amostras, fibras vegetais e coloracdo turva do sedimento decorrente da
clorofila proveniente das fibras; mesmo relato encontrado no experimento com utilizagéo de
bovinos mesticos, feito por Lopes (2009).

Entretanto, com a utilizacdo da técnica de quatro tamises modificada (Girdo e Ueno,
1982) foi possivel obter maior visibilidade da amostra, com fortes indicios de que 0s ovinos
infectados ndo eliminaram ovos apds a confirmacdo pelo controle positivo (amostra de fezes
positivas de camundongo misturadas a fezes de ovino livre da infec¢do) e observacdo dos
ovos e miracidios de S. mansoni nas técnicas relatadas.

N&o foi encontrada na literatura referéncias sobre o uso da técnica de Girdo e Ueno
(1982), para diagnostico da infecgdo por S. mansoni em ruminantes e, ainda que 0s animais do
experimento ndo tenham liberado ovos, esse método diagndstico pode ser utilizado
provavelmente para bovinos infectados, em que é possivel o encontro de ovos nas amostras
fecais, como relatado por Coelho et al. (1982) e Modena et al. (1993). Todavia, ainda que o
resultado das andlises fecais tenha sido negativo para ovinos da raca Santa Inés mais estudos
necessitam ser realizados com essa raga uma vez que ha relatos na literatura de outros ovinos
em que foram observados ovos de S. mansoni, como as ragas européias Suffolk-Welsh-Border
(Saeed e Nelson, 1974) e a raca Border-Leicester (Preston, Nelson e Saeed, 1972), sendo a
primeira com presenca de descendentes e a segunda com raca pura criadas no Brasil, em
especial, na regido Sul e locais serranos de clima ameno na regido Sudeste.

Outro aspecto relevante desse estudo é o uso de curetagem de mucosa retal, sendo o
unico método capaz de detectar ante mortem a infeccdo dos ovinos da raga Santa Inés por S.
mansoni, mesmo resultado descrito na infeccdo de bezerros mestigos por Lopes (2009) e
concomitante com o exame parasitologico de fezes como descrito por Modena (1989).
Entretanto, no presente estudo com ovinos Santa Inés, em nenhuma analise de mucosa retal
foram observados ovos viadveis do parasito, apenas cascas, ovos hemitransparentes e com

material granuloso em seu interior, de forma a ndo ser possivel completar o ciclo com
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infeccdo de moluscos do género Biomphalaria sp., mesma caracteristica observada nos ovinos
do deserto sudanés (Adam e Magzoub, 1976).

Deve-se ressaltar que, ainda que a curetagem de mucosa retal tenha sido a técnica mais
sensivel no presente experimento, por apresentar resultado parasitologico definitivo em
poucos minutos e tornar desnecessario exames de fezes sucessivos e trabalhosos para fins de
apenas confirmar a infeccdo. Todavia, 0 método é invasivo e com frequéncia leva a

hemorragia retal e predispde a infeccdo bacteriana secundaria.

6.3.3 Método indireto- Deteccdo de antigeno na urina

O exame indireto de deteccdo de antigeno catddico circulante na urina (POC-CCA-
Point Of Care-Circulanting Cathodic Antigen) realizado nos ovinos durante os intervalos de
135 e 165 dpi ndo foi satisfatdrio para o diagnostico da infeccdo. Em apenas um intervalo
pode ser observado trago leve em um dos cassetes do ovino 01 e do ovino 06 e em dois
cassetes com trago moderado e leve no ovino 03 no intervalo de 135 dpi; no altimo intervalo
do estudo, todos os animais foram negativos ao exame. Entretanto, essa técnica para
diagnostico da infeccdo por S. mansoni em ruminantes até entdo é Unica, pois ndo foi
encontrados relatos na literatura que abordassem o teste na urina desses animais.

Ressalta-se que a sensibilidade do teste esta sendo discutida no diagnéstico do
parasitismo por S. mansoni em humanos, sendo que em areas de alta e média endemicidade o
teste aponta sensibilidade de 83% em individuos onde foi possivel observar ovos nas fezes
(Stothard et al., 2006) a 89, 1% , mostrando ser mais sensivel ao se comparar com 0 método
de Kato Katz (Erko et al., 2013), sendo preconizada como auxiliar no diagnéstico da infeccéo.
Essas acOes ndo podem ser comparadas ao estudo da infec¢do nos ovinos da raga Santa Inés,
além disso, nas amostras fecais ndo foram visualizados ovos ou miracidios do parasito, ainda
gue tenham sido encontrados especimes fémeas de S. mansoni em todos os animais infectados
e ovos no figado e intestinos, todavia, inviaveis.

Dessa forma, a baixa sensibilidade do POC-CCA na utilizagéo de urina proveniente de
ovinos infectados da ragca Santa Inés pode ser respaldada pelo baixo parasitismo desses
animais, o que pressup6e que a quantidade de CCA néo tenha sido suficiente para marcar com
alto grau de pigmentacgdo a banda positiva do teste. Entretanto, se analisarmos a quantidade de
parasitos recuperados nos ovinos, o animal 07 foi o que apresentou maior carga (109

espécimes), mas ndo foi detectado traco CCA em nenhuma amostra analisada.
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6.4 Aspectos post mortem
6.4.1 Patologia

Das les6es descritas no figado e pulmdes dos ovinos infectados, chamam atencéo dois
aspectos: (a) a pouca frequéncia de granulomas tipicos formados em torno de ovos de S.
mansoni e (b) a frequente observagdo de lesbes focais, esparsas, nodulares, formadas por
granulomas extensos, contendo material amorfo envolto por exsudato de eosindfilos,
neutrofilos, macrofagos, células gigantes multinucleadas e graus variaveis de neoformacéo
conjuntivo vascular.

A pouca frequéncia de granulomas em torno dos ovos de S. mansoni deve ser
consequéncia do fato de a infeccdo, embora tenha se estabelecido, ndo foi acompanhada de
estabilizacdo dos parasitos; a provavel resisténcia imposta pelo hospedeiro, embora tenha sido
insuficiente para abortar a infeccdo, foi eficiente em reduzir a eliminacao e viabilidade dos
ovos. Por essa razdo, a quantidade de ovos produzida diariamente foi pequena, visto que
também ndo foram observados nas fezes. Os poucos granulomas observados com restos de
cascas ovos e com miracidios sdo o testemunho morfologico de que a infeccdo se estabeleceu,
mas com pequena quantidade de ovos eliminados pelas fémeas, constatado pela néo
visualizagdo de ovos na mucosa intestinal e nas amostras fecais analisadas.

As lesdes granulomatosas observadas, esparsas no figado, podem ser interpretadas
como resultante da embolizacdo de S. mansoni originados das veias mesentéricas, mesmo que
ndo tenha sido possivel, nas diversas laminas examinadas evidenciar nenhum granuloma com
estruturas que lembrassem parasitos adultos. O centro dos granulomas era sempre ocupado
por material amorfo, interpretado como sendo restos de S. mansoni embolizados, como sera
discutido adiante. A resisténcia imposta pelos ovinos da raca santa Inés ao parasito ndo so6
reduziu a producdo e eliminacdo dos ovos, como também tornou o ambiente das veias
mesentéricas pouco favoraveis aos espécimes de S. mansoni adultos que, embora tenham
conseguido chegar a maturidade sexual e acasalamento, tiveram a fecundidade reduzida.
Provavelmente mecanismos imunitarios levaram ao enfraquecimento e deslocamento dos
parasitos da parede vascular e seu realocamento pela veia mesentérica até a veia porta, por
onde se alojaram no figado, ficando retidos nos ramos portais menores. Esses parasitos
embolizados ndo s6 induziram isquemia parcial de parte do tecido hepatico, como também
induziram forte reagdo inflamatdria ao seu redor. O exsudato inflamatorio rico em eosinofilos,
neutrofilos e macréfagos provavelmente contribuiu para a morte dos parasitos ja agredidos

pelo ambiente hipoxico que criaram ao obstruir o ramo portal. Os parasitos mortos sofreram
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lise por autdlise de seus tecidos e por acdo de produtos liberados por exsudato inflamatorio,
resultando no material amorfo observado na maioria dos granulomas vistos no figado e nos
pulmdes. A autolise sofrida pelos parasitos e a possivel acdo de hidrolases dos leucdcitos em
torno dos mesmos levaram a sua total destruicdo, de forma a impossibilitar a observacdo de
estrutura viavel que pudesse identificA-los. Como os ovinos da raga Santa Inés foram
sacrificados aos 135 dpi (ovino 06) e aos 255 dpi (ovinos 01, 03 e 07) e a embolizagdo
ocorreu dias ou até mesmo semanas antes da eutanasia, ndo se observou parasitos adultos
recentemente embolizados. E possivel que a amostra examinada no estudo histoldgico-
fragmentos suspeitos por terem lesbes macroscopicamente evidenciaveis- tenha sido
insuficiente para surpreender S. mansoni embolizados. Estes possivelmente existiam porque
foram recuperados parasitos adultos do figado em todos os ovinos eutanasiados, em exce¢do
ao ovino 05 que morreu aos 45dpi e teve a avaliacdo patoldgica, assim como a recuperacao
dos parasitos inviabilizados. Por essas consideragdes, embora ndo tenha sido possivel a
identificagdo precisa dos parasitos, foi inferida que os grandes granulomas observados foram
consequéncia de reacdo em torno de espécimes de S. mansoni embolizados para o figado, fato
que pode ser reforcado por observactes feitas em infeccdo pelo parasito em outros modelos
experimentais e em humanos como seré discutido a seguir.

Em experimento realizado por Saeed e Nelson (1974) que infectaram ovinos da raca
Suffolk-Wesh-Border com 20.000 cercarias de S. mansoni foram observados parasitos mortos
circundados por reagdes inflamatérias no figado dos ovinos sacrificados aos 100 e 175 dpi.
No experimento aqui relatado, os ovinos da raca Santa Inés foram sacrificados em periodos
mais tardios apds a infeccdo: um aos 135 dpi (06) e trés aos 255 dpi (01,03 e 07). Além disso,
a carga parasitaria no presente experimento com ovinos da raca Santa Inés foi de 2.000
(quantidade 10 vezes menor que no estudo de Saeed e Nelson, 1974).

Outro argumento que reforca a idéia de admitir que os granulomas se formaram em
torno de parasitos embolizados é a semelhanca na histopatologia com granulomas em torno de
S. mansoni adultos relatados por Saeed e Nelson (1974) e por Adam e Magzoub (1977). Esses
ultimos autores observaram em caprinos infectados, granulomas em torno de parasitos no
figado, além de terem observado ovos associados a grande reacdo inflamatoria na mucosa
intestinal. Essa presenca de ovos na mucosa intestinal ndo foi observada no experimento aqui
relatado, provavelmente em funcdo dos animais terem sido eutanasiados mais tardiamente
quando os mecanismos de auto cura ja estariam instalados, levando a reducdo da eliminacdo

de ovos. Além disso, os caprinos utilizados no estudo de Adam e Magzoub demonstraram ser
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mais permissivos a infeccdo devido a alta recuperagdo de parasitos nesses animais e pela
eliminacdo de ovos nas fezes, mais evidenciada nos animais jovens (36%) e nos adultos (14 e
21%); com carga parasitaria infectante de 1.500 e 3.000 cercarias, respectivamente.
Entretanto, os cabritos (cinco e seis meses) nao resistiram a infeccdo e morreram aos 238 e
241 dpi, o que correlaciona o fator da idade com a gravidade da infeccdo por S. mansoni.

Em humanos infectados, especialmente na fase aguda, mas também na fase cronica da
infeccdo e relatado o encontro de parasitos adultos embolizados no figado, com formacéo de
granulomas grandes, nos quais podiam ser observados restos do parasito ao lado de
granulomas, aos quais estavam necrosados e sofrendo autolise, com formacdo de lesbes
caracteristicas semelhantes as descritas nos ovinos da raca Santa Inés, ou com formacao de
lesbes necroticas que eram infiltradas por leucdcitos, inclusive eosinofilos, evoluindo para
fibrose (Menezes, 1976). Também em bovinos infectados foi relatada presenca de espécimes
de S. mansoni dentro dos espacos porta, com reacdo inflamatdéria em torno de parasitos
degenerados densamente infiltrados por leucdcitos, incluindo eosinéfilos (Modena, 1989).

Os granulomas pulmonares observados no ovino 03, semelhantes aos observados no
figado (&rea central homogénea, infiltrada na periferia por eosinofilos, neutrofilos,
macrofagos e células gigantes, com fibrose periférica) seriam também induzidos por parasitos
embolizados, decorrente de migracdo erratica, que podem colonizar outros segmentos do
sistema venoso, inclusive permanecer nos pulmdes (Carvalho, Coelho e Lenzi, 2008).

As demais lesdes observadas nos figados dos quatro ovinos da raca Santa Inés
necropsiados eram representados por infiltrados portais perivasculares, com frequéncia de
eosindfilos e neutrofilos, comprometendo a parede de segmentos da veia porta ou de paredes
da artéria hepética. Essas lesGes eram observadas proximas as lesbes granulomatosas
extensas, correspondentes a espécimes de S. mansoni embolizados. Ndo ha explicacdo
satisfatoria para essas lesdes. E possivel que sejam decorrentes da deposicdo de fragmentos
dos parasitos e seus antigenos nas paredes vasculares, especialmente dos vasos portais, o que
pode ter levado a formacdo de imunocomplexos no local, com consequente resposta
inflamatoria.

Em resumo, as lesdes observadas nos figados indicam que os ovinos da raca Santa
Inés tém capacidade de infec¢do por S. mansoni, com desenvolvimento pleno decorrente da
maturacdo dos parasitos e encontro de ovos nos tecidos. As escassas lesdes observadas nos
figados dos quatro ovinos necropsiados -raros granulomas em torno de ovos do parasito e

esparsas lesdes granulomatosas focais em volta de parasitos mortos- observados aos 135 e
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255 dpi demonstraram que os ovinos da raga Santa Inés desenvolveram mecanismo de auto
cura, mas de forma que a infeccdo persistisse com fémeas fecundadas gerando e eliminando
ovos. Ao contrério, a resisténcia se manifesta pela ndo observacdo de ovos nas fezes e baixa
recuperacdo de parasitos no figado.

Do ponto de vista da cadeia de ovinocultura, aspectos macroscopicos de 6rgdos como
pulmédo e figado observados apontaram poucas lesfes focais advindas da infec¢do por S.
mansoni nos ovinos da raca Santa Inés infectados. Porém, podem levar a perda econdmica na
criagcdo ovina, pois essas lesdes comprometem o aproveitamento das visceras no frigorifico e,

até mesmo, o descarte das mesmas.

6.4.2 Schistosoma mansoni e ovos

Os parasitos machos e fémeas recuperados com a técnica de perfusdo das visceras e
pela visualizagdo direta dos vasos mesentéricos, mostraram-se menores se comparados as
medidas de S. mansoni encontrados em humanos no estudo de Kastner; et al (1975), em
ovinos do deserto sudanés (Adam e Magzoub, 1976), na espécie bovina (Mayaudon e Power,
1970) e tamanho assemelhado ao encontrado na infeccdo de camundongos em infeccédo
bissexual (Zanotti, Magalhaes e Piedrabuena, 1982).

Além disso, houve heterogeneidade ao comparar a carga parasitaria dentro do grupo
de ovinos Santa Inés infectados, sendo 0 maior nimero no ovino 07 (109 parasitos- 5,45%) e
0 menor, no ovino 05 (9 parasitos- 0,45%), entretanto, o baixo nimero pode ser justificado
pelo fato das visceras terem sido congeladas na propriedade rural onde o animal veio a 6bito;
ainda assim, o ovino 03 (em que foi possivel a perfusdo) a carga obtida foi de 12 parasitos
(0,6%), porém, nesse animal houve dificuldade na recuperacdo dos parasitos devido a alta
guantidade de sangue nos vasos mesentéricos. Esses resultados contrastam com outras racas
de ovinos, como Suffolk-Wesh-Border infectados por S. mansoni em que foi possivel a
recuperacdo de 617 (3%) a 1.444 (7,5%) relatado por Saeed e Nelson (1974) e
surpreendentemente, em duas ovelhas do deserto sudanés, com quantificagdo de 700 (41%) e
400 (30%) parasitos, porém, mesmo com parasitismo severo, nao foram observados ovos nas
fezes desses animais (Adam e Magzoub). Os resultados aqui abordados em relagdo a taxa de
recuperacdo dos parasitos se contrapdem tambeém aos estudos realizados na espécie bovina
com animais mesti¢os (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus), em que foi possivel obter o
maximo de 4.497 (7,3) e minimo de 1.050 (3,5%) parasitos (Coelho et al., 1982) e no estudo

de Modena (1989) que relatou, aléem de maior carga parasitaria, diferencas entre idade e raca
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dos hospedeiros, sendo maior em bovinos jovens de raga européia (Bos taurus tauros) (17 a
32%), jovens mesticos (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus) (4 a 8%), adultos europeus
(0,8 a 4%) e adultos mesticos (0,4 a 5%), respectivamente. A diferenca na carga parasitaria
relacionada a idade também ¢ afirmada por Adam e Magzoub (1977) em cabras infectadas por
S. mansoni, nesses ruminantes houve maior desenvolvimento e sobrevida dos parasitos nos
animais jovens (36%) se comparado a cabras adultas (14% a 21%).

Todavia, quantificacdo parasitos em copula provavelmente foi subestimada, pois ao
realizar a perfusdo com salina, 0s espécimes continuam movimentam-se vigorosamente no
meio, nesse periodo, muitas fémeas saem do canal ginecdforo do macho, visto que muitos
casais foram visualizados ainda dentro dos vasos mesentéricos (Figuras 14 D e E).

Em relacdo a recuperacdo de ovos do parasito pela técnica de digestdo por KOH 5%,
ndo foram observados ovos viaveis no figado e intestinos dos ovinos da raca Santa Inés,
apenas cascas, ovos hemitransparentes e com material granuloso em seu interior, contrastando
com os achados na espécie bovina, onde foi possivel visualizar ovos em diferentes estadios de
desenvolvimento, maduros, mortos e cascas, relatados por Modena (1989).

Sobretudo, ao observarmos parasitos em tamanho menor se comparados aos
recuperados em outros ruminantes como demonstrado por Mayaudon e Power (1970) em que
0s parasitos medidos tiveram média de 10mm de comprimento, a auséncia de ovos viaveis nas
fezes e na digestdo do figado e intestinos desses animais por KOH 5% e pelo fato dos ovinos
demonstrarem pouca sintomatologia clinica e leses focais nos 6rgdos, sugere fortemente que
esses animais desenvolveram ao longo da infec¢do, um mecanismo de auto-cura, corroborado
por Saaed e Nelson (1974).

Nesse aspecto, as analises e resultados obtidos com a infeccdo de ovinos da raca Santa
Inés, leva a entender que esses animais ndo demonstram potencialidade para manter o ciclo na
natureza, diferenciando dos resultados obtidos com a espécie bovina, realizados por Coelho et
al. (1982) e Modena et al. (1993), assim como no estudo que utilizou ovinos da raca Border-
Leicester (Preston, Nelson e Saeed, 1972), ovinos da raga Suffolk-Wesh-Border, realizado por
Saeed e Nelson (1974), e em cabras (Adam e Magzoub, 1977).

Entretanto, deve-se enfatizar que muitos fatores podem contribuir para a
susceptibilidade de uma espécie animal ao parasitismo por S. mansoni, como por exemplo, a
condicdo experimental a qual os animais foram mantidos, como manejo, carga parasitaria,

idade, raca e tempo de experimento, podendo diferenciar da situagéo real nas areas endémicas
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nas quais, o risco de infeccdo e reinfecgdes passam praticamente por todo o tempo de vida do
animal em diferentes realidades (Modena, 1993).

Durante o experimento, ao observar o comportamento do rebanho ovino a campo,
pode-se notar que diferentemente de bufalos e bovinos, respectivamente, esses animais tem
pouco contato direto com cole¢des d’agua, em ressalva para ingestdo. Entretanto, como na
regido do cerrado o clima seco imp0e escassez de pastagens naturais para alimentacdo, 0s
ovinos adentram em locais onde possam encontrar forragens verdes e fartas, como alagadicos,
beiras de corregos e lagoas. Dessa forma, pode-se inferir que ha risco de infeccdo para ovinos
da raca Santa Inés em areas endémicas, uma vez que o S. mansoni tenha possibilidade de
exercer seu potencial bidtico (Figura 17), sendo as areas alagadas para pastagens de
ruminantes ja consideradas como importante fator de risco para infeccdo por Fasciola

hepatica nas regides sul e sudeste brasileiras (Martins et al., 2014; Bennema et al., 2014).

Figura 17: A- ovinos em local alagadico em extensdo a lagoa para pastejo de forragens (Notar
a falta de pasto para os animais a esquerda e forragens em local alagadico ao fundo). B- ovino

ingerindo &gua em beira de lagoa com 0os membros em contato direto com meio aquético.
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7. CONCLUSOES
-Ovinos da raga Santa Inés sdo suscetiveis a infeccdo por S. mansoni, mas ndo tém

importancia epidemiolégica na transmissdo, pois nao eliminam ovos viaveis nas fezes;

-0 desenvolvimento ponderal de ovinos da raca Santa Inés até 75 dpi infectados com 2.000
cercarias de S. mansoni é negativo com recupera¢cdo compensatoria;

-H& constatacdo de diminuicdo na contagem de hemaécias dos ovinos da raca Santa Inés

infectados com 2.000 cercarias dos 60 aos 105 dpi;

-Na infec¢do por S. mansoni em ovinos da raga Santa Inés, a fase aguda é caracterizada pelo
aumento na contagem diferencial de neutréfilos segmentados e bastonetes e a fase cronica

evidenciada pelo aumento na contagem de eosindfilos;

-A cinética de anticorpos IgG pelo método ELISA foi eficaz para deteccdo da infeccdo, assim
como avaliagdo da resposta imune humoral, como marcadora de cronicidade na diluicdo
1:200, concomitante com a marcacdo de fase aguda pos-postural na utilizacdo da diluicdo
1:400;

- A utilizacdo do teste rapido para detec¢do de antigeno na urina foi capaz de identificar

ovinos infectados por Schistosoma mansoni;

- A técnica da curetagem de mucosa retal é a mais indicada para o diagnéstico da infeccdo por

S. mansoni em ovinos da raga Santa Inés;

- A técnica de Girdo e Ueno (1982) foi validada para deteccdo de ovos de S. mansoni em
ruminantes;

-As lesBes observadas nos cortes histopatolégicos do figado de ovinos da raca Santa Inés
infectados experimentalmente por S. mansoni, sdo caracteristicas da esquistossomose

mansoni;

- Os parasitos recuperados pela técnica de perfusdo das visceras em ovinos da raca Santa Inés

infectados s&o menores se comparados a outros ruminantes e humanos;
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Anexo 1: Ficha de avaliagdo clinica para ovinos.

Exame clinico dos ovinos

Animal: Data:

Peso:

Mucosa (Famacha): 1 étima ( ) 2 Boa () 3 Regular ( ) 4 Ruim () 5 Risco de morte ( )

Condicao corporal: 1 () 15() 2() 25() 3() 35() 4() 45() 5()

Pelagem: ( ) Normal ( ) Opaca ( ) Quebradico ( ) Alopecia
Brilho ()+ ()++ () +++

Alimentacdo ( ) Normal ( ) Diminuida () Inapeténcia ( ) Aumentada

Contorno abdominal: Normal ( ) Ascite () Assimetria( ) -Lado D( ) E()

Palpacdo abdominal

Pressdo: Tensdo normal ( ) Tensdo aumentada () Tenséo diminuida ( )
Sensibilidade dolorosa: Presente ( ) Ausente ( )

Figado: Palpavel ( ) N&o palpével ( )
Observagdes:

Movimentos ruminais (N°/ 5 min.):

Respiratério
Secrecdo nasal ( ) Presente () Ausente
() Unilateral D E () Bilateral

() Serosa ( ) Mucosa ( ) Mucopurulenta ( ) Purulenta ( ) Fribrinonecrética

Percusséo
Seios nasais () Normal () Congesto
Seios paranasais () Normal () Congesto

Sensibilidade dolorosa ( ) Presente () Ausente

Auscutagdo: () Normal () Estertores aumentados
Tosse: () Presente ( ) Ausente
Observacdes:

Cardiaco F. C. (n° BPM): N°.............

Pulso da veia jugular ( ) Presente () Ausente

Fezes

Aspecto () Normal ( ) Amorfa ( ) Diarreica
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Muco () + ()++ () +++

Temperatura retal:

Observacdes:
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