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LESOES HEPATICAS PROVOCADAS PELA INJEGAO DE OVOS DE SCHISTOSOMA
MANSON! NA VEIA PORTA DE CAMUNDONGOS SENSIBILIZADOS E NAO
SENSIBILIZADOS (*)

Pedro RASO (1), Romulo Teixeira de MELLQ (2), Geraldo BRASILEIRO FILHO (1), Miriam
Oliveira e ROCHA (2) e Paulo Marcos Zech COELHO (3)

RESUMO

Os Autores estudaram a formacio e evolucio da reacdo granulomatosa no
figado em torno de ovos de Schistosoma mansoni injetados na veia porta de ca-
mundorgos sensibilizados e nio sensibilizados. O estudo foi realizado 1,2, 3,8,
16, 24 e 32 dias apds a injegio dos ovos. Os achados mais relevantes foram: 1)
0 numero de ovos encontrados no figado, em todos os animais, foi muito pe:
queno em relacdo a quantidade injetada na veia porta; 2) a reacio inflamato-
ria aos ovos se inicia no 1° dia apds sua injecdo, quando estes se encontram ainda
na luz dos vasos, quando algumas células, especialmente mondcitos, aderem ao
ovo. Granulomas plenamente formados sé foram vistos, no entanto, a partir de
48 horas de infecgfo; 3) a exsudacdo celular aumentou progressivamente até o
24° dia e foi mais pronunciada nos animais sensibilizados; 4) o volume mé&ximo
dos granulomas foi atingido no 242 dia da infecgdo; 5) nos animais sensibilizados
0 volume dos granulomas foi maior; 6) células gigantes foram encontradas a par-
tir de 48 horas de infeccdo, embora seu nimero sempre tenha sido muito pe-
queno; nos animais sensibilizados elas eram mais comuns; 7) a neoformacio
conjuntiva se iniciou no 8° dia como finas fibras coldgenas e s6 adquiriu o
aspecto de lamelas concéntricas (druza de cebola) no 32° dia; 8) a necrose cen-
tral em torno do ovo sempre foi escassa nos animais sensibilizados ou nio, ao
contrdrio do que se observa na forma aguda, toxémica, humana; 9) em todog os
animais estudados foram encontrados fendmenos regressivos dos hepatdcitos,
focos de inflamagdo inespecifica intralobular e periportal, independentes da lesdo
granulomatosa, geralmente mais intensa nos animais sensibilizados; 10) nos ani-
mais sacrificados com 24, 48 e 72 horas de infeccio havia dreas de necrose por
coagulacido dos hepatdcitos, as vezes extensas e de cardter isquémico, ligadas a
embolia macica de ovos, provavelmente resultante de problemas técnicos no pro-
cesso de inoculacio.

INTRODUCAO

O ovo do Schistosoma mansoni, através de  uma reagdio granulomatosa caracteristica, me-
seus antigenos soliveis, é capaz de produzir diada por células (BOROS & WARREN 3), que
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representa a lesdo fundamental encontrada no
decurso da esquistossomose hwmana e experi-
mental. Mediante a injecdio de ovos diretamen.
te na veia da cauda de camundongos, von LICH-
TENBERG! criou um método cxperimental
que permitiu estudar a formacéo e evolucédo da
reaco granulomatosa no pulméo. Recentemen-
te, EDUNGBOLA & SCHILLERS$ estudaram a
reagdo granulomatosa no figado de camundon-
gos, hamsters e ratos pela injecio de 2.000 ovos
na veia mesentérica e no pulméo de ratos e ca-
mundongos pela introducio de ovos na veia
da cauda.

No presente trabalho visamos estudar a for-
mac8o e evolucgdo do granuloma em camundon-
gos sensibilizados e nfo sensibilizados induzido
por ovos injetados na veia porta, bem como as
alteracGes hepdticas inespecificas que ocorrem
na vigéncia da infeccdo.

MATERIAL E METODOS

Quarenta camundongos albinos machos, de
20 25g, foram utilizados inicialmente no presen-
te estudo. ApGs anestesia pela injecéio intrape-
ritoneal de nembutal (66.5mg/kg), fez se incisao
transversal da parede abdominal, de 1,5 cm de
extensdo, no hipocodndrio direito. Através dela
as visceras foram exteriorizadas e isolada a veia
porta. Com seringa hipodérmica e agulha de
10 x 5 mm, foram injetados 2.500 ovos de S.
mansoni, vivos e mortos, contidos em 0,3 ml de
solugho salina 0,85%. Apds remocio da agu-
lha, a veia porta foi comprimida com gaze em-
bebida em solugho salina de Hanks, até cessar
a hemorragia. As visceras foram recolocadas
na cavidade abdominal e finalmente feita a su-
tura com linha 30, em dois planos. A &rea da
ferida cirdrgica foi tratada com solucdo de mer-
tiolate a 1:10000. Todas as etapas desse proce-
dimento foram precedidas das medidas de as-
sepsia necessdrias (ROCHA & COELHO 19), Vin-
te desses animais receberam, oito dias antes,
por via intraperitoneal, injecio sensibilizante de
1.000 ovos de S. mansoni, em 1,0 ml de solucéo
salina 0,85%.

Os ovos foram obtidos de hamsters infecta-
dos com 200 cercdrias da cepa LE. Apds 49
dias os animais foram sacrificados, e os ovos,
em todos os estdgios evolutivos, coletados do
figado e do intestino delgado (RITCHIE & BER.
RIOS DURANY),

Quatro a seis animais dos dois grupos (sen.
sibilizados € nfo sensibilizados) foram sacrifica-
dos por fratura cervical 8, 16, 24 e 32 dias apos
a injecdo dos ovos na veia porta. Fragmentos
de todos os 6rgdos foram incluidos em parafi-
na, cortados com 6 p e corados pela hematoxi-
lina-ecsina. - O figado foi seccionado em cortes
transversais com intervalos de 0,4 cm, e todos
os fragmentos incluidos.

Em etapa seguinte, pela mesma técnica, foi
feita injecho em mais 27 camundongos, 16 dos
quais previamente sensibilizados. Grupo de
quatro animais nfo sensibilizados e cinco dos
sensibilizados foram sacrificados respectiva-
mente com 24, 48 e 72 horas apds a inoculacio
dos ovos. Tendo em vista os resultados obti-
dos, este procedimento foi repetido em 12 ani-
mais nio sensibilizados ¢ em 9 sensibilizados,
sacrificados igualmente com 24, 48 e 72 horas
de infeccdo.

RESULTADOS

Em todos os animais, independentemente
do grupo (sensibilizado ou n&o sensibilizado),
o numero de ovos encontrado no figado foi mui-
to pequeno; consequentemente, também poucos
foram os granulomas obtidos nos diversos cor-
tes efetuados nos diferentes fragmentos do 6r-
g80. A pesquisa exaustiva dos mesmos em ou-
tros ¢rgéos (coracio, pulméo, rins, baco, pan-
creas e intestinos) foi negativa, exceto em raros
€asos, em que poucos ovos foram encontrados
na cdpsula esplénica e na do figado ou no pa-
rénquima pulmonar.

Fendmenos regressivos dos hepatdécitos fo-
ram constantes em todos os animais. Geral-
mente discretos, sdo representados por dimi-
nuig¢do da basofilia, células claras, degeneracao
hidrépica ou vacuolar e, em alguns casos, es-
teatose tipo macrovacuolar. A arguitetura lobu-
lar sempre se manteve preservada.

Nos animais sacrificados com 24, 48 e 72
horas de infeccdo observaram-se dreas de ne-
crose por coagulacdo dos hepatdcitos, de exten-
sao variada, atingindo parte dos l6bulos e até
mesmo quase que ldbulos inteiros. Algumas
dessas dreas de necrose estavam relacionadas
topograficamente com ramos da veia porta con.
tendo, na luz, ovos isolados ou aglomerados.
Pode se estabelecer, nesses casos, correlagio en
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tre causa {embolia) e efeito. Desse modo, as
necroses pareciam decorrer da obstrucio vas-
cular pelos ovos e era mais extensa nos ani
mais sensibilizados, Afribuimos os fendmenos
de embolia e necrose a um problema de técnica
de indculo. Por essa razfio, o experimento foi
repetido em 21 animais, obtendo-se, novamente,
iguais resultados.

Outro aspecto presente em todos o5 casos
foram focos de inflamacio periportal e intra-
lobular nao relacionada diretamente com a pre-
senca de ovos, A partir de 24 horas de infec

cio foram observados raros e pequenos focos
de infiltradoe de mononucleares na intimidade
dos ldbulos, e raros eosindfilos. Esses focos
aumentaram de tamanho e nimero com o tem.
po de infeccio, como também aumentou pro-
gressivamnente o mimero de eosingfilos. Nos
animais sensibilizados eles eram corresponden-
temenle maiores gue nos nio sensibilizados e
continham mais eosindfilos, Nos espacos por-
ta, notadamente em torno dos ductos hiliares,
a quantidade de leucdcitos, principalmente eo-
sinofilos, aumentou progressivamente no decor-
rer da infeccio (Fig. 1),

Fig. 1 — Animal sensibilizado. 24 dia de infeegdo.
em tormmo de ductos billares. HE, 3568

Em um animal sensibilizado e sacrificado
no 167 dia de infecgio houve deposicio, difu-
sa, em todos o0s ldbulos, de substinciag hialina,
homogénea, levemente acidofila, ao nivel dos
espagos de Disse, cuja coloragio para amildide
foi negativa. Como conseqgiléncia, a luz sinusoi-
dal ficou redusida a uma pequena fenda, e os
hepatdcitos sofreram acentuada hipotrofia. Em-
bora essa alteracio fosse sistematizada, houve
variagio na sua intensidade em diferentes dreas.

Com relacio aos ovos injetados, & reacio

inflamatdria em torno deles e a sua evolucio,
os achados foram os descritos a seguir,

238

Infilirado predominante de eosindgfilos

24 horas

O mimero de ovos encontrados foi sempre
pequeno em relacdo & quantidade injetada, Na
gua imensa maioria, eles se localizavam na luz
de ramos da veia porta; raramente foram vistos
na fase inicial de saida do vaso. Quando na luz
vascular, quase sempre eram envolvidos total
ou parcialmente por material aciddfilo e ho-
mogéneo (plasmdtico), por wvezes denso; em
certos locais era finamente granuloso, sugerin-
do fibrina. Foram encontrados ovos vidvels,
degenerados ou somente sua casca. Na intimi
dade dos oves intravasculares, principalmente
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naqueles sem gualguer estrutura de miracidio,
havia pequeno nimero de eosindfilos, Algpumas
vezes havia moderado nimero de leucdcitos, no-
tadamente mondeitos, em torno do ovo e mis-
turados com o plasma, formando estrutura apa-
rentemente aderida a4 parede vascular. Por fo-
ra do vaso e em correspondéncia com o ovo ha-
via nitida migragio de maerdfagos e alguns
eosindfilos, indicando a liberacio de fatores
gquimiotdticos para o intersticio. Esta reacfo
inflamatéria nfo apresentava estrutura de
granuloma.

MNos animais sensibilizados, os aspectos en-
contrados sfio semelhantes aos dos nio sensi-
hilizados, nfio havendo diferencas significativas,
De fato, ndo notamos diferencgas na reacfio in-
flamatdria em torno dos ovos nem em relacdo
a0 numero de eosindfilos,

18 horas

Nos animais nio sensibilizados havin maior
niumero de ovos no lamen vascular, atravessan.
do a parede dos vasos, no espago periportal ou
em plena intimidade dos 16bulos hepdticos. Os
ovos apareciam [requentemente agrupados. Cas-
cas de ovos ou seus fragmentos foram encon-
trados com certa freqgiiénecia. WNagueles intra.

Fig. 2 — Animal sensibilizado (48 horas de infecglo).

vasculares, as vezes se encontravam duas ou
trés células mononucleares grandes; em outros
essas células se dispunham em toda a periferia
do ovo e finalmente nos demais havia aglome-
radc de células inflamatodrias, jd agora apresen-
tando também eosindfilos. Foi caracterizado
como granuloma gquando o ovo era totalmente
envolvido pelas células mononucleares, indepen.
dentemente de conter ou néo eosindfilos e/ou
células epitelidides, conforme definicio de
WARREN ", reforcada por BOROS? e a de
ADAMS! Em um unico caso foi vista célula
gigante no interior do ovo,

Nos animais sensibilizados, os ovos encon-
trados sio predominantemente jsolados, Em
contraste com ©0s animais nfo sensibilizados,
havia maior mimero de células envolvendo os
ovos. De fato, os granulomas, além de conside-
ravel nimero de macrdfagos, alpuns deles de
tipo epitelidide, mostravam numerosos eosind-
filos; em um deles foi encontrada célula gigan-
te. Raramente se observaram ovos no parén-
quima hepédtico sem gualquer reacio celular em
torno. Por vezes a reacao inflamatoria se for.
mou na parede wvascular, crescendo predomi-.
nantemente para a luz, causando obstrucho
parcial desta, chegando a redugzir cerca de 80%
do limen (Fig. 3).
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Lesin intravascular inicial mostrando

ove de 5, mansoni envolvido por [ibrina e células sobretudo mononucleares, aderida & parede,
Infiltrado mononuclear periviascular, HE, 356
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72 horas

No grupo dos néo sensibilizados, os granu.
lomas enconfrados nos espagos porta ou no pa-
rénguima hepdtico sfio malores gue nos ani-
mais nfio sensibilizados e sacrificados com 48
horas e contém mimero proporcionalmente
maior de eosindfilos, Também, células epitelidi-
des ja estavam bhem estruturadas e raras célu-
las gigantes apareciam de pormeio.

(Y

Nos animais sensibilizados a constifuicio
do pranuloma era semelhante 4 descrita nas 48
horas, porém o numero de eosindfilos era
maipr. Outra diferenca consistiu na presenca
de maior niimero de células gigantes, gue eram
mais numerosas inclusive do gue nos animais
ndo sensibilizados. Notou se, entretanto, no

mesmo animal, variacio no tamanho e celulari-
dade dos granulomas (Figs. 3 e 4},
EruUpos

Mos dois
(zensibilizados e nio sensibilizados),
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Fig. 3 — Animal sensibilizado. 7@ horas de infeccBo,

Granuloma formado por macrdfagos,

células epitelidides ¢ gigantes. HE, &0

ainda havia ovos na luz vascular ou mesmo nos
espacos porta, sem exsudacio em torno,

8. dia

Nos animais ndo sensibilizados houve va-
ringio quanto ap aspecto e o tamanho dos
granulomas no mesmo animal e, &5 vezes, no
mesmo corte. Alguns deles eram pequenos e
constituidos por macrdfagos, eosindfilos, célu-
las epitelidides, raras células gigantes, linfdel-
tos e plasmdcitos,. A composicio celular foi
sempre variada. Em algpuns predominavam o=
macrofagos e, em outros, os granuldcitos eosi-
ndfilos; os primeiros nos granulomas menores
e ps 1ltimos nos maiores. O nimero de célu-
las envolvendo ovo, calculado a grosso modo,
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variou de uma dezena a centenas, Nesta fase ja
foi evidenciada a formacio de finissimas fibras
coldgenas concéntricas, tanto no centro comao
na periferia. A maloria dos granulomas se for-
mou em pleno parénguima, sendo poucos ague-
les localizados nos espacos porta. A confluén-
cia dos granulomas nao foi rara.

Nos animais sensibilizados foram notados
as seguintes diferencas:

1} 0 nmimero de granulomas foi maior; 2)
05 granulomas de maior didmetro ocorrem com
maijor freqgiiéncia; 3) por vezes foil observado,
em torno do ovo, drea de necrose; 4) fol mais
fregiiente o encontro de células gigantes em
torno dos ovos.



RASQ, P; MELLO, R. T. de;  BRASILEIRQ FILHO, G.: ROCHA, M. O, ¢ & COELHO, P, M, . — Lestes hepdticas
provocadas pela injegiin de ovos de Schistosoma mansonl N vein porta de camundongos sensibilizados e nio sensi-

bilizhdos, Rev., Inst. Med. frop. So Paolo 235:3%5-245,

1583.

A
Wil N Lt
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167 dia

No grupo dos nao sensibilizados foi maior
do que no 8° dia o nimero de ovos e de gra-
nulomas, distribuidos no parénguima e nos es-
pagos porto-hiliares. Nio foi raro o encontro
de dois ou mais ovos muito proximos uns dos
outros e a formacio consecutiva de granulomas
confluentes. A constifuigio geral dos mesmos
era, em esséncia, semelhante & do 8- dia (Fig.
5). Diferia destes pelo fato de serem maiores,
mais celulares e pela fibrose incipiente mais
desenvolvida. Raramente foram encontrados
granulomas na intima de ramos portais, fazen-
do projecéo para dentro da luz. Foi mais fre-
giiente o encontro de células gigantes tipo cor-
po estranho,

Os animais sensibilizados mostraram gran-
de variacio na resposta do hospedeiro aos ovos
injetados. Em alguns deles foram observados
guase gue somente granulomas pequenocs, em
posican paravascular, com poucas células, pre
dominando os macrdfagos. Em outros, entre
tanto, os granulomas eram maiores que os dos
animais nio sensibilizados, Além disso, sempre
foi maior a exsudacio de granuldcitos eosingfi-
los. A fibrose, observada em alguns granulo-
mas, era mais intensa (Fig. 6), chegando, em al-

s
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Notar a diferenga de tamanho entre as duas

do ovo, HE, M0

guns deles, a substituir grande parte do exsu.
dato, gue se tormou entio bastante escasso.

24® dia

O quadro histoldgico do figado dos animais
nao sensibilizados foi semelhante ao descrito
nos animals do mesmo grupo e sacrificados
apds 16 dias de infeccio. Havia poucos granu-
lomas, com a mesma constituicio jd desecrita.
Os granulomas eram, aparentemente, um pou-
€0 maiores que os vistos no §* e 16 dias. O
numero de células gigantes sempre foi pequeno.
Também mais acentuada era a fibrose (Fig. 7).
Em raros granulomas os ovos estavam parcial
ou totalmente calcificados.

Nos animais sensibilizados houve varlacio
bastante evidente na morfologia dos granulo.
mas, que eram menos NUmMerosos gue nos ani-
mais nio sensibilizados, As vezes foram en-
contrados granulomas sem conter ovos, na fase
exsudativa, semelhantes aos descritos no 16°
dia. Eram formados por amimulos de eosing-
filos, com poucos macrdfagos e células epite-
lidides, envolvidas por laminas de hepatdcitos.
Outros, pelo contrdrio, estavam na fase produ
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Fig. 5 — Animal nio sensibilizado. 16+ dia de Infeeclio, Gramulema mais volumosos, com
major mimern  de macrdfagos, cdlulas  epitelidldes e eosindfilos. HE, 2656
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Fig. & Animal sensibilizado. 16> dia de infeccho. Granuloma  intravascular, em  indcio
de colagenizacho, com obstrucio guase total da luz. HE, 256 x

tiva, sendo constituidos por zona central rela- ou {rés células gigantes tipo corpo estranho e,
tivamente pequena com poucos macrdfagos, fi-  na periferia, uma coroa de quatro a seis fileiras
broblastos e eosindlilos, separados entre si por de células, onde predominavam os granuldcitos
fibras coligenas. Mais externaments havia duas eosindfilos. Um terceiro tipo era representado
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Granuloma parcislmente  substituido

por lamelas conjuntivaz. HE, 256

por granulomas em fibrose, com poucos fibro-
blastos e macrdfagos, intravasculares ou em
pleno parénguima. Em um ¢aso era hitida a
distribuiciio lamelar das fibras coligenas, As
vezes granuloma exsudative, predominantemen-
te constituido por eosinofilos, estava ao lado de
outro em fibrose avangada, formados principal-
mente por fibroblastos e macrofagos.

32 dia

Mos animais nao sensibilizados o achado
mais evidente consistiu na presenca de granulo-
mas menores, porém com fibrose mais acentua-
da do que no 24" dia. Esta, que comegara a de-
linear-se no &° dia e foi intensificando progressi-
vamente, torna-se agora bastante evidente. As
fibras coldgenas tendem a envolver o ovo sob a
forma de lamelas concéntricas, semelhantes a
druza de cebola. Na porgio central, proxima
do ovo, existem também c€lulas, sobretudo fi-
broblastos e macrofagos, misturados com eosi-
nofilos. Todavia, outros granulomas sfio ainda
do tipo exsudativo, ou seja, a fibrose & discre.
ta e predominam ora os macrofagos, Ora 05 eo
sinGfilos.

Nos sensibilizados o nimero de granulomas
encontrado era menor em relacio aos nao sen-
sibilizados. Além disso, aparentemenfe estes
eram maiores do que os nio sensibilizados, po-
rém menores do que os de 24 dias e com menor
nimero de células das exsudagho. Diferiam,
ainda, do grupo nio sensibilizado porque a fi-
brose, guando presente, era mais evidente,

DISCUSSAQ

s nossos achados em animais nio sensibi.
lizados confirmam, em linhas gerais, os acha-
dos de EDUNGBOLA & SCHILLER® nas mes-
mas condicdes experimentais. A reacdo do hos-
pedeiro aos ovos injetados na veia porta ocor
reu ja no 1° dia de infecclo, embora granulo-
mas completamente formados so foram encon-
trados a partir de 48 horas apds a sua inje-
cio. No decurso da infecciio foi observado
um aumento gradual da exsudacio e das dimen
sbes dos granulomas até o 24" dia de infeccio.
QO maior volume alcancado pelos granulomas
no 24" dia se deve ao aumento do mimero de
células e da [fibrose. A partir dai, diminui
o volume dos granulomas. Nos animals sensi-
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bilizados também houve aumento volumétrico
dos mesmos at€é o 24° dia; comparados com
agueles dos animais nio sensibilizados e sacrifi-
cados com igual tempo de infeccéo, estes gra-
nulomas eram mais volumosos, estando de acor-
do com os dados encontrados por MOORE &
col.® com relagdo a granulomas pulmonares.

Inflamagcédo periportal inespecifica, indepen-
dente do granuloma tem sido relatado por ou-
tros Autores (MELENEY & col.”7, CHEEVER 5;
EDUNGBOLA & SCHILLER ¢, BYRAM & col.4)
e foi observada em todos os animais do presen-
te estudo. Embora ndo se conheca seu meca-
nismo de producdo, BYRAM & col? sugerem
que, a exemplo da reacéio granulomatosa espe-
cifica, ela esteja relacionada com a hipersensi-
bilidade do hospedeiro. Neste sentido, nossos
resultados estdo de acordo com essa possibili-
dade, ja que a reacio inflamatdria periportal
foi mais pronunciada nos animais sensibilizados.

SUMMARY

Hepatic lesions caused by injection of Schisto-
soma mansoni eggs into the portal vein of sen-
sitized and unsensitized mice

The formation and development of granu-
lomatous reaction in the liver around S. man-
soni eggs injected into the portal vein of sen-
sitized and unsensitized mice, ‘were described.

This study was carried out on days, 1, 2,
3, 8, 16, 24, and 32 after egg injection. The
most significant results are summarized her-
with: 1) The number of eggs found in the liver
of all animals ‘was very low, when compared
with the amount injected into the portal vein.
2) Inflammatory reaction to the eggs starts on
the 1st day after injection, and still occurs
in the intravascular egg phase, 'when some cells,
specially monocytes, adhere to the egg. In spite
of this, full developed granulomas had been
found, from 48 hours after infection onwards.
3) Cellular exsudation increased progressively
up to the 24th day, and it was more pronounc-
ed in sensitized animals. 4) The peak volume
of granulomas was attained on day 24 after
infection. 5) In sensitized animals, the granu-
lomas were more voluminous. 6) Giant cells
were encountered from 48 hours of infection
onwards, although the number of these cells
has been always diminute. In sensitized ani-

244

mals, they appeared more frequently. 7) The
connective tissue neoformation started from
the 8th day on, as fine colagenous fibers. They
appeared to be concentric lamela (onion dru-
se) on the 32th day. 8) The central necrosis
around the egg 'was rare in sensitized and un
sensitized animals, conversely to that observed
in acute toxemic human phase. 9) In all studied
animals, regressive phenomenons of hepatocy-
tes, inespecific intralobular and periportal in-
flammatory foci were found, independent of
the granulomatous lesion. This inespecific in-
flammation was more severe in the immunized
animals. 10) In the animals killed at 24, 48 and
72 hours of infection were observed some areas
of coagulation necrosis of hepatocytes, some-
times extense and of ischemic aspect, related to
massive embolia of the eggs, resulting from
technical problems of the inoculation process.
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