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Resumo

Objetivo: Realizar cultivo in vivo de metacestoides do Echinococcus vogeli em camundongos
C57BL/6J. Métodos: Foram utilizados como cobaias, 20 camundongos, 10 fémeas e 10 machos, com
idade de 4 e 7 meses. Para a inoculacao intraperitoneal, os camundongos foram anestesiados com
sevoflurano. Apos a perda da consciéncia e a bradipneia dava-se inicio a injecao intraperitoneal do
material cistico. Com uma seringa de 3ml e uma agulha de 0,7mm de calibre, foram inoculados 0,5ml
de conteldo cistico na regidao mediana infra umbilical da cavidade peritoneal de cada animal.
Resultados: Dos 20 camundongos inoculados 6 morreram antes da data fixada para a eutanasia, nao
sendo encontrados cistos em suas necropsias. Excluidos os obitos, a porcentagem de sucesso foi de
93%, sendo que 100% dos cistos encontrados possuiam protoscoleces viaveis. Conclusdo: E possivel
realizar, com sucesso, a infeccao experimental de camundongos C57BL/6J com cepas de E. vogeli da
regido da Amazonia Ocidental a partir da inoculagao direta, em sua cavidade peritoneal, de material
hidatico de pacientes humanos infectados, mesmo que estes tenham feito uso de albendazol, ja que
0 uso deste nao provocou a perda da vitalidade do metacestoide. Com isso, abre-se a possibilidade
de realizar replicacdes desta pesquisa para que se possa investigar terapias mais eficazes para esta
doenca endémica.
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Abstract

Aim: To perform in vivo cultivation of Echinococcus vogeli metacestoides in C57BL/6J mice. Methods:
were used as laboratory animals, 20 mice, 10 females and 10 males, aged 4 and 7 months. For
intraperitoneal inoculation, the mice were anesthetized with sevoflurane. After loss of consciousness
and bradypnea, intraperitoneal injection of cystic material was started. With a 3ml syringe and a
0.7mm gauge needle, 0.5ml of cystic content was inoculated into the infra-umbilical median region
of the peritoneal cavity of each animal. Results: Of the 20 inoculated mice, 6 died before the deadline
for euthanasia, and no cysts were found in their necropsies. Excluding deaths, the percentage of
success was 93%, with 100% of the cysts found having viable prostheses. Conclusion: It is possible to
successfully carry out experimental infection of C57BL / 6J mice with E. vogeli strains from the
Western Amazon region by directly inoculating hydatid material from infected human patients in their
peritoneal cavity, even if they have made use of albendazole, as the use of albendazole did not cause
the loss of the metacestoid's With this, the possibility of replicating this research opens up so that
more effective therapies for this endemic disease can be investigated.

Keywords: Echinococcus vogeli, animal experimentation, hydatidosis

Introducao

A Equinococose Policistica Neotropical humana (ou hidatidose policistica), representa um
grave problema de saide na América do Sul (D’ALESSANDRO; RAUSCH, 2008). E uma doenca parasitaria
que, assim como o nome sugere, causa lesoes policisticas em diversos o6rgaos do ser humano, podendo,
no entanto, ficar assintomatica por varios anos (D’ALESSANDRO; RAUSCH, 2008). Seus sintomas sao
bastante inespecificos, sendo geralmente identificada durante exames de imagem para avaliacao de
outras doencas (SIQUEIRA et al., 2013). Seu principal agente na Amazodnia Brasileira é o Echinococcus
vogeli, um parasita da classe Cestoda, familia Taeniidae (MALDONADO et al., 2019). A nomenclatura
Neotropical se refere ao fato de a ocorréncia de contaminacdo por esta parasitose estar até entdo
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restrita aos paises latino-americanos que fazem parte da zona tropical do globo terrestre
(D’ ALESSANDRO; RAUSCH, 2008).

Os nomes das doencas provocadas pelas diferentes espécies de Echinococcus em seus
hospedeiros intermediarios, como por exemplo, Equinococose Cistica ou Equinococose Policistica,
correspondem respectivamente a forma de apresentacdao de seus cistos, pois a analise imaginoldgica
ou anatomopatoldgica destes, € uma das maneiras de realizar a diferenciacdo entre as espécies
(D’ ALESSANDRO; RAUSCH, 2008). Contudo, a forma mais utilizada para diferenciar as espécies é
através da analise morfométrica dos ganchos do metacestoide por microscopia Optica e por analise
genética, sendo que esta ultima, por seu alto custo, acaba sendo mais usada em pesquisas cientificas
(SANTOS et al., 2012). Além disso, ha diferenca epidemiolégica entre as regides geograficas de
ocorréncia, e consequentemente, diferenca entre as espécies de hospedeiros naturais para cada
espécie de Echinococcus (ROMIG et al., 2017).

Em alguns paises considerados como zona endémica de hidatidose, como por exemplo no Chile
e na Argentina, ela é classificada como doenca de notificacdo obrigatéria, o que ndo acontece nos
estados brasileiros, exceto para o Rio Grande do Sul (BRASIL, 2016). Isto dificulta o entendimento
sobre o real estado da doenca em nosso pais onde ocorrem trés dessas espécies (D’ALESSANDRO;
RAUSCH, 2008).

O Brasil, por ser um pais de proporgdes continentais, possuindo em seu territorio regides de
clima tropical e temperado, apresenta a Equinococose Policistica Neotropical e a Equinococose
Cistica, sendo esta Ultima a mais conhecida no Brasil (BRASIL, 2011). O pais ainda possui grandes areas
de natureza preservada, como a Amazonia, o Pantanal e a Mata Atlantica, contudo, na medida em
que o homem vai estabelecendo moradias nestas areas e as transformando em zonas de producao
rural, traz para o peridomicilio uma doenca que até entdo estaria restrita ao ambiente selvagem
(ROMIG et al., 2017).

Os principais dados sobre Equinococose no Brasil sdao provenientes do sul do pais,
principalmente do estado do Rio Grande do Sul, devido a notificacdo obrigatoria, local brasileiro de
maior indice de casos de Hidatidose por E. granulosus (FARIAS et al., 2004). No estado do Acre e em
toda regidao amazonica, o principal agente etiologico da hidatidose é o Echinococcus vogeli, contudo,
ha também relatos de casos de infeccao autoctone por E. vogeli no Sudeste e Centro-Oeste do pais
(BRASIL, 2011).

Por manifestar-se clinicamente na populacdo economicamente ativa, esta doenca é
responsavel por prejuizos tanto na salde das pessoas e familias afetadas, quanto a economia do pais,
devido ao afastamento do trabalho e gastos com o tratamento (MONTUFAR-VALER; HUAPAYA-JURADO,
2014; VENEGAS; ESPINOZA; SANCHEZ, 2014). Em um estudo feito por Venegas et al. (2014), sobre o
impacto econémico da Equinococose Cistica no Chile, sugere que é preciso conhecer detalhadamente
os fatores regionais e culturais que contribuem para a endemicidade da doenca, de forma que esse
conhecimento possibilite a criacdo de programas mais eficientes de prevencao e de controle
(VENEGAS; ESPINOZA; SANCHEZ, 2014).

Algumas possiveis causas que impedem a erradicacdo da hidatidose sao a existéncia de
diferentes ciclos de transmissao parasitaria ainda nao elucidada, como por exemplo, a presenca de
outras espécies de hospedeiros (MOKS et al., 2008; MORO; SCHANTZ, 2009; NAKAO et al., 2006), a
persisténcia de comportamentos de risco nas comunidades locais, a deficiéncia na deteccdo de caes
infectados, a subnotificacdo da doenca e a insuficiéncia de campanhas educativas preventivas (MORO;
SCHANTZ, 2009).

Apesar de ja existirem pesquisas cientificas usando Camundongos C57BL/6 para o cultivo
intraperitoneal de cistos hidaticos, nenhum deles foi realizado com amostras do E. vogeli no Brasil, o
que torna este, um estudo pioneiro para o pais. A inoculacdo de material hidatico fresco aspirado dos
cistos humanos intraperitonealmente em camundongos, como técnica de cultura in vivo promove a
possibilidade de fortalecer os estudos sobre a doenca na propria regido endémica.

Além disso, na pratica médica, percebe-se que o uso de albendazol (metil 5(propil-tio 1H
benzimidazol-2 yl) ndo é completamente eficaz na eliminacdo da doenca na maioria dos pacientes.
Através deste experimente sera possivel observar a vitalidade e acapacidade reprodutiva do parasita,
mesmo apds varios anos de uso de Albendazol pelos pacientes. Em futuras reproducdes deste
experimento, ha também a possibilidade de realizar experimentos cirlirgicos, medicamentosos e
profilaticos, como a criacdo de novas vacinas para os animais domésticos e até mesmo para humanos
e desta forma, estimular estudos experimentais posteriores sobre a doenca.
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Objetivo

Realizar cultivo in vivo de metacestoides do Echinococcus vogeli em camundongos C57BL/6J.
Ainda, verificar a incidéncia de infeccao hidatica nos camundongos, mesmo com o uso de cistos de
pacientes tratados previamente com albendazol por varios anos, realizar um estudo detalhado do
material hidatico amostral, quanto a sua morfologia, macroscopica e microscopicamente, e descrever
o modelo experimental para possivel replicacdo do experimento, de forma a facilitar posteriores
estudos.

Método

A coleta das amostras foi realizada no Centro Cirlrgico da Fundacao Hospitalar Estadual do
Acre (FUNDHACRE), na cidade de Rio Branco - AC. O material hidatico foi obtido a partir de dois
pacientes diagnosticados e tratados cirurgicamente para hidatidose, sendo um paciente operado em
maio de 2019 e outro em agosto do mesmo ano.

O primeiro paciente doador de amostras hidaticas era do sexo feminino, 54 anos de idade,
natural de Sena Madureira - AC. Paciente sem outras comorbidades, apresentando lesdes hidaticas
confluentes em segmentos VI e VIl e colelitiase, fez uso de albendazol desde fevereiro de 2018, sendo
submetida a Segmentectomia do VI e VIl e colecistectomia em 17/05/2019.

O segundo paciente, também do sexo feminino, 46 anos, natural de Sena Madureira - AC.
Paciente sem outras comorbidades, possuia diagnostico de Hidatidose desde o ano de 2004.
Inicialmente, fez uso de albendazol por 6 meses, ficando assintomatica. Em agosto de 2016 voltou a
fazer uso de albendazol, por apresentar dor abdominal, sendo a medicacado mantida de forma
continua. A tomografia computadorizada (TC) de abdome revelava multiplos cistos em todo o lobo
hepatico direito, preservando o tronco portal, sendo submetida a hepatectomia direita em
16/08/2019.

Apds a excisdao dos cistos, os mesmos foram separados assepticamente e abertos para a
retirada do material hidatico. Estas amostras frescas foram colocadas em frascos estéreis e
transportadas para o Laboratorio de Patologia e Parasitologia da Universidade Federal do Acre (UFAC),
onde se iniciou outra etapa do experimento.

Os Critérios de inclusdo para os pacientes doadores de amostras foram: terem sido tratados
cirurgicamente para hidatidose na FUNDHACRE, no periodo fevereiro a agosto de 2019, terem assinado
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ser morador do estado do Acre ou de municipios de
fronteira, ao qual entram como Hospedeiros acidentais da regiao Amazonica e terem cistos viaveis.
Foram excluidas as amostras dos pacientes cujos cistos ndo apresentavam protoscoleces viaveis,
quando estavam associados a abscessos ou grandes calcificacoes, ou mesmo quando o paciente possuia
alguma comorbidade infecciosa que pudesse prejudicar a imunidade das cobaias, como o HIV (virus
da imunodeficiéncia humana).

No Laboratério de Patologia e Parasitologia da UFAC, as amostras retiradas dos pacientes,
foram analisadas microscopicamente com o intuito de confirmar o diagndstico através da visualizacao
dos protoscoleces e ganchos hidaticos, sua morfologia e morfometria, e principalmente de confirmar
a vitalidade dos protoscoleces.

A confeccdo das laminas para a analise diagnostica foi feita através da técnica de esfregaco,
utilizando uma pequena parte da amostra sobre uma lamina fosca lapidada 26.0 x 76.0mm, espessura
= 1.0a1.2mm. Foram utilizados para a coloracdo o dibromato de potassio a 2% e Hematoxilina-eosina
1%. Os critérios utilizados para a confirmacdao da vitalidade dos protoscoleces foi baseada na
integridade de sua morfologia e turgidez destes, assim como descrito por Ingold et al. (1999).

Apds confirmada a presenca de protoscoleces integros, a amostra foi levada ao Laboratorio
de Experimentacao Animal da instituicao, onde se iniciou a etapa de infeccao intraperitoneal dos
camundongos. Foram utilizados como cobaias, 20 camundongos da espécie C57BL/6J, 10 fémeas e 10
machos, com idade de 4 meses na primeira inoculacao e 7 meses na segunda, provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area de Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas - Unicamp.

A primeira sessao de inoculacao, foi realizada em 17 de maio de 2019, em trés casais de
camundongos e a segunda inoculacao foi realizada no dia 16 de agosto de 2019 com sete casais. A
segunda inoculacao foi necessaria, visto que a quantidade de material obtido do primeiro paciente
foi insuficiente para a inoculacao de todos os camundongos.

A técnica de inoculagdo utilizada neste trabalho foi baseada na técnica proposta por Hemphill
e Croft (1997). Contudo, devido ao pequeno tamanho dos camundongos utilizados neste trabalho,
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apenas 0,5ml foram utlizados para a inoculacdo. Além disso, o material inoculado nao foi
previamente processado, sendo implantado com amostras retiradas diretamente dos cistos dos
pacientes.

Durante o tempo entre a inoculacdo e a eutanasia, os animais receberam agua potavel e
racao padrao, ad libitum, permanecendo em condicdes ambientais de temperatura de 22°C, umidade
relativa média de 55% e exaustdao continua, obedecendo ao ciclo de claro e escuro na proporcao de
12 horas claro e 12 horas escuro, conforme o modelo utilizado pelo Manual de Cuidados e
Procedimentos do com Animais de Laboratdério do Biotério de Producdo e Experimentacdo da FCF-
IQ/USP e pelo Curso de manipulacdo de animais de laboratorio (PAIVA; MAFFILI; SANTOS, 2005;
SANTOS et al., 2013).

A realizacdo da eutanasia humanitaria obedeceu aos principios das Diretrizes da Pratica de
Eutanasia do CONCEA, sendo o procedimento de escolha, a eutanasia com utilizacdo sevoflurano até
a perda da consciéncia e auséncia de respiracdo e batimentos cardiacos, seguido de deslocamento
cervical, para garantir a morte ao animal de forma indolor. A utilizacdo de anestésico intraperitoneal
mostrou-se inviavel, por ser o local de implantacdo do cisto, de forma que sua administracdo poderia
prejudicar os resultados da pesquisa. As sessdes de eutanasia foram realizadas apos os 4 meses da
primeira e da segunda inoculacdo, respectivamente, nos dias 27 de outubro e 7 de dezembro.

Para avaliar se a implantacao e cultivo intraperitoneal foram bem-sucedidos, apos a eutanasia
foi realizada uma incisdo abdominal mediana, seguida do inventario da cavidade, sendo verificada a
incidéncia de cistos nos 6rgdos abdominais. Nos tecidos em que foram identificados cistos, estes foram
removidos e mergulhados em formol a 10% para confeccdo de laminas microscopicas. Estas foram
confeccionadas pelo método de inclusao em parafina, cortes de em 4mm de espessura, e coradas com
coloracdo de hematoxilina-eosina. Além disso, os dados foram colhidos através de anotacbes da
experiéncia, imagens de camera fotografica e imagens de microscopia.

As carcacas, assim como o material descartavel utilizado foram encaminhados para
incineracdo. Este estudo foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
FUNDHACRE, sob o parecer de nimero 2.790.354, e pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Acre, com Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) de
nimero 91370218.5.0000.5009.

Resultados

Dos seis pacientes internados para tratamento da hidatidose no periodo de coleta, que se
realizou entre fevereiro e agosto de 2019, quatro nao puderam participar da amostra. Dentre eles,
destaca-se um paciente portador do virus HIV, que foi excluido para evitar o viés de uma
imunossupressao nos camundongos e outro que apresentou abscesso hepatico, devido a complicacdes
da doenca hidatica. Os outros pacientes, nao apresentavam cistos viaveis em suas amostras.

A Figura 1 mostra trés protoscoleces das amostras humanas utilizadas, em fases progressivas
de maturacao, sendo possivel visualizar em A e B protoscéleces invaginados e em C, um protoscolece
evaginado. Ainda em A, pode-se ver a coroa de ganchos e apenas trés corpusculos calcarios, enquanto
na figura B, também é possivel visualizar a coroa de ganchos e varios corpUsculos calcarios. Ja em C,
observa-se o protoscolece evaginado, com rostelo e ventosas. Neles é possivel observar turgidez e
integridade de sua morfologia, assim como na maior parte dos protoscoleces da lamina analisada, que
foram os critérios utilizados para a definicdo de viabilidade dos cistos.

Journal of Medical Residency Ré\ﬂi_ew | Sao Paulo (SP)| v.1|e067| p.01-16 | 2024.

.




Journal of Medical
Residency Review

W L2 " al } : =
Figura 1 - Protoscoleces integros das amostras humanas, vistos no aumento de 1000x com coloracao
de Dibromato de Potassio a 2%. (A) Protoscélece invaginado (PSC-1) com coroa de ganchos (CG) e
alguns corpusculos calcarios (CC). (B). Protoscélece invaginado (PSC-1) com grande quantidade de
corpusculos calcarios (CC). (C). Protoscolece evaginado (PSC-E) com rostelo (R) e ventosas (V)
claramente visiveis.
Fonte: Acervo dos autores.

Apods a segunda sessdo de inoculacdo, morreram quatro fémeas e dois machos. Trés fémeas
morreram no dia 31 de agosto (15° dia apds a inoculacdo) e outra no dia 7 de setembro (22° dia), um
macho dia 28 de setembro (43° dia) e um dia 14 de outubro (59° dia). Estes foram conservados em
solucao de formol a 10% para necropsia nos dias 27 de outubro, quando foram sacrificados os primeiros
casais inoculados, contudo, ndo foram encontrados cistos em suas necropsias.

Dia 7 de dezembro foi realizado a eutanasia dos camundongos sobreviventes da segunda
inoculacdo, e dos 14 camundongos que permaneceram vivos até o final do experimento, em 13 foram
encontrados Cistos Hidaticos contendo PSC integros, sendo cinco fémeas e oito machos (Quadro 1). A
partir da amostra inicial de 20 camundongos, houve uma mortalidade de 30%, e nos sobreviventes,
93% com o desfecho esperado.

Quadro 1 - Inventario da cavidade abdominal dos camundongos.

Identificacao Cistos visualizados Local dos cistos Visualizacéo Histologica de
(*) macroscopicamente protoscoleces viaveis
FO.1 Sim Peritonio Parietal Presente
FO.2 Sim Peritonio Parietal Presente
FO.3 Nao
F1.1 Sim Periténio Parietal e Mesentério Presente
F1.2 Sim Mesentério Presente
F1.3 Sim Cavidade Presente
F1.4 N&o (6bito)
F1.5 N&o (6bito)
F1.6 Nao (6bito)
F1.7 N&o (6bito)
MO.1 Sim Cavidade Abdominal Presente
MO0.2 Sim Cavidade Abdominal Presente
MO0.3 Sim Cavidade Abdominal Presente
M1.1 Sim Cavidade Abdominal Presente
M1.2 Sim Cavidade Abdominal Presente
M1.3 Sim Mesentério Presente
M1.4 Sim Cavidade Abdominal, Peritonio Presente
Parietal, Mesentério e Figado
M1.5 Sim Cavidade Abdominal Presente
M1.6 N&o (6bito)
M1.7 Nao (6bito) --

*A nomenclatura usada para identificacdo de cada camundongo usa letras e numeros. F: fémea;
M: macho; 0: camundongos da primeira inoculacdo; 1.: camundongos da segunda inoculacao; os
Gltimos nUmeros a direita correspondem a sequéncia em que foram sacrificados.

Fonte: Dados coletados pelos autores.
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A localizacao dos cistos se deu da seguinte forma: em sete estavam dispersos na cavidade
abdominal, quatro no peritonio parietal, quatro no mesentério e um na superficie hepatica, sendo
que desses, um camundongo possuia concomitantemente cistos no peritonio parietal e mesentério e
outro camundongo, na cavidade abdominal, peritonio parietal, mesentério e figado (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Inventario da cavidade abdominal. Setas vermelhas indicam cistos aderidos aos drgdos
adjacentes; Setas brancas mostram a presenca de cistos encapsulados e livres na cavidade. (A). Cisto
adjacente ao mesentério e encapsulado de coloracdo amarela/acastanhada e opaca em abdome
inferior. (B). Cistos na cavidade abdominal adjacentes aos 6rgaos do quadrante superior esquerdo.
(C) e (D). Cistos aderidos fracamente a capsula hepatica.

Fonte: Acervo dos autores.
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Figura 3 - Cistos hidaticos aderidos ao mesentério. (A). Seta vermelha indica vesiculas transparente
aderidas a vasos mesentéricos. (B) Imagem ampliada dos cistos.
Fonte: Acervo dos autores.

A Unica manifestacdo fisica observada pelos pesquisadores nos camundongos, durante o
periodo entre a inoculacdo e a eutanasia, foi a presenca de nodulo endurecido associado a perda de
pelos localizado na parede abdominal de duas fémeas, FO1 e FO2 (Figura 4). Ap6s a necropsia, foi
verificado que neste local encontravam-se cistos aderidos ao peritonio parietal, nao sendo
encontrados outros cistos na cavidade abdominal. Apds a analise microscopica, foi confirmado serem
cistos hidaticos viaveis (Figura 5, letra F). Os outros camundongos, apesar de terem desenvolvido
cistos hidaticos, nao apresentaram sinais fisicos ou comportamentais de doenca, seguindo suas
atividades diarias normalmente.
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Figura 4 - Cisto Hidatico no peritonio parietal. (A). Nodulo palpavel na parede abdominal associado
a perda de pelos na regiao simulando tumor de parede abdominal. (B). Visao intra-abdominal durante
a necrdpsia demonstrando cisto hidatico em peritonio parietal.

Fonte: Acervo dos autores.
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Figura5 - Caracterizacdo histopatoldgica dos cistos hidaticos de E. vogeli através de laminas em bloco
de parafina coradas com HE. (A). Protoscélece invaginado (PSC-l) em corte coronal em aumento de
1000x. (B). Grande gancho medido em micrometros no aumento de 1000x. (C). Protoscolece (PSC)
aderido a um tecido fibroso, sem presenca de membrana germinativa ou laminada. Ha também
presenca de hemacias aderidas ao protoscolece (PSC) e ao tecido fibroso. (D). Protoscolece (PSC) em
corte transversal medido em micrémetros no aumento de 400x; nota-se a dupla coroa de ganchos.
(E). Capsula Proligera (CP) com um Protoscélece (PSC). (F). Cisto Hidatico composto pela camada
laminada ou cuticular externa (CL), camada germinativa (CG), capsula proligera (CP) e por
protoscolece (PSC); nota-se também presenca de tecido fibroso com infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario (seta branca).

Fonte: Acervo dos autores.

A Figura 6 demonstra a forma de apresentacdo dos cistos encontrados durante o inventario
da cavidade abdominal, também descrito na Quadro 1. Assim, durante a necropsia, foi possivel
identificar cistos encapsulados e livres na cavidade abdominal (setas brancas), apresentando
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coloracao que variaram entre transparente, esbranquicada e amarelo/acastanhada. Também haviam
cistos fracamente aderidos aos 6rgaos adjacentes, como no figado (C e D) e no mesentério (A).

Figura 6 - Inventario da cavidade abdominal. Setas vermelhas indicam cistos aderidos aos 6rgaos
adjacentes; Setas brancas mostram a presenca de cistos encapsulados e livres na cavidade. (A). Cisto
adjacente ao mesentério e encapsulado de coloracdo amarela/acastanhada e opaca em abdome
inferior. (B). Cistos na cavidade abdominal adjacentes aos 6rgaos do quadrante superior esquerdo.
(C) e (D). Cistos aderidos fracamente a capsula hepatica.

Fonte: Acervo dos autores.

A Figura 7 demonstra a forma de crescimento dos cistos hidaticos encontrados no mesentério
de um dos quatro camundongos que apresentaram desenvolvimento de cistos nesta localizacao
(Quadro 1). Os cistos apresentavam-se transllcidos, sem calcificacbes aparentes e intimamente
aderidos aos vasos mesentéricos. Estes tipos de cistos possuiam ainda uma membrana fragil, que se
rompia facilmente, ao contrario das formas encapsuladas.
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Figura 7 - Cistos hidaticos aderidos ao mesentério. (A). Seta vermelha indica vesiculas transparente
aderidas a vasos mesentéricos. (B) Imagem ampliada dos cistos.
Fonte: Acervo dos autores.

Nas imagens A e B da Figura 8 é possivel observar os cistos bastante aderidos a gordura pré-
peritoneal e ao proprio peritonio visceral e parietal. Observa-se na imagem B, o peritdnio parietal e
as visceras adjacentes aos cistos, apresentando espessamento, edema e vasos dilatados, tipicos de
processos inflamatorios. Nos cistos ja excisados, visualizados na mesma figura, pode-se verificar a

heterogeneidade de tamanho, formas e cores, além de sua intrincada adesao ao tecido gorduroso do
animal.
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Figura 8 - Aderéncia e reacado inflamatoria causada pelos cistos hidaticos. (A) Seta vermelha indica
cistos fortemente aderidos ao tecido gorduroso extra peritoneal e ao peritonio. (B). Seta branca
indicando sinais inflamatorios no tecido pericistico e pinga indicando o tecido excisado em bloco,
contendo cistos hidaticos e tecido adiposo.

Fonte: Acervo dos autores.

A Figura 5 traz os principais achados de todas as laminas analisadas confeccionadas com as
amostras de cistos colhidas apos as necropsias dos camundongos. Na lamina A é possivel visualizar um
protoscolece invaginado (PSC-1) em corte coronal, aderido & membrana germinativa. E possivel
também visualizar a coroa de ganchos invaginada e alguns corpUsculos calcarios. A foto da lamina B,
tirada no aumento de 1000x, demonstra a forma como sao medidos os ganchos do parasita, sendo a
medida do comprimento total desde grande gancho igual 45,5um e a largura igual a 12,05um.

A lamina C da Figura 5, também mostra um PSC-| aderido a um tecido fibroso proveniente de
reacao inflamatdria cronica, sem a presenca de membrana germinativa ou laminada. Ha também
presenca de hemacias aderidas ao PSC e ao tecido fibroso. A lamina D demonstra as medidas do
mesmo PSC visualizado em C. O PSC-I foi medido em corte transversal no aumento de 400x,
apresentando 90,81pum em seu maior eixo e 64,26 pym no menor eixo. Ainda neste corte é possivel
visualizar a dupla coroa de ganchos, ou seja, a coroa interna e a externa.

Na lamina E, identifica-se uma Capsula Proligera contendo um PSC e grande quantidade de
areia hidatica. Em F, estd em um aumento de 100x, de forma a evidenciar todas as estruturas tipicas
de um Cisto Hidatico, ou seja, a Camada Laminada (CL) de aspecto “cerebroide”, a Camada
Germinativa (CG), a Capsula Proligera (CP) e Protoscéleces (PSC). Além dessas camadas pertencentes
ao parasita, nota-se também presenca de tecido fibroso com infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario
(seta branca), representativo da camada adventicia, pertencente ao hospedeiro.

Discussao

A presenca de cistos hialinos disseminados na cavidade peritoneal dos camundongos, somada
a visualizacdo de protoscoleces integros nas laminas histologicas, mesmo apos os 4 meses da
inoculacdo da amostra de cistos humanos, confirma a eficacia da técnica de cultivo in vivo realizada
neste trabalho.

Assim como no experimento realizado por Rausch e D'Alessandro (1999), a despeito de terem
sido injetados na cavidade peritoneal inferior dos camundongos, durante as necrdpsias, foi possivel
confirmar a disseminacao dos cistos para outras regides do abdome, como por exemplo, na cavidade
superior. A auséncia de contiguidade entre os cistos, que foram encontrados dispersos na cavidade
peritoneal das cobaias, demonstra a vitalidade e a capacidade proliferativa e metastatica do parasita.
A formacao de metastases ¢é explicada através do brotamento exdgeno de pequenas vesiculas a partir
de vesiculas progenitoras maiores, com invasao dos tecidos vizinhos (RAUSCH; D’ALESSANDRO, 1999).
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Essa proliferacao depende de fatores de crescimento inerentes ao parasita e da quantidade de
insumos metabdlicos ofertados pelo corpo do hospedeiro (HEMPHILL; CROFT, 1997). Além da
metastase por contiguidade, pode ocorrer metastases a distancia, em casos de longa duracdo da
doenca (RAUSCH; D’ALESSANDRO, 1999).

As duas amostras de cistos colhidas das pacientes possuiam as caracteristicas macro e
microscopicas da Equinococose Policistica, ou seja, multiplos cistos agrupados compostos por uma
camada laminada externa espessa e com mdltiplas dobras em si mesma, uma camada germinativa e
algumas capsulas proligeras, assim como também descrita por Diaz et al. (2011). Nas amostras dos
camundongos também foi possivel observar todas as camadas que compdem os cistos, e assim como
nas pacientes, foi possivel visualizar protoscoleces viaveis em seus varios estagios larvais,
comprovando assim o sucesso da infeccao. Sua apresentacao bastante variada, em geral, fracamente
aderido ao tecido conjuntivo de algum orgao abdominal, seja o peritonio parietal ou visceral, ou no
mesentério, pode sugerir uma preferéncia do parasita, por infectar tecidos conjuntivos. Porém,
algumas vesiculas também foram encontradas livres na cavidade, crescendo em pequenos grupos
separados ou encapsulados. Estes achados, condizem com as caracteristicas morfoldgicas e de
crescimento descritas por Ingold et al. (2001), na qual, observaram fraca associacao entre os cistos e
o tecido do hospedeiro.

Macroscopicamente, os cistos hidaticos encontrados nos camundongos, apresentavam varios
tamanhos e formas bastante variados, predominando um aglomerado de pequenas vesiculas com
aproximadamente um milimetro cada, aderidas umas as outras, sendo algumas recobertas por uma
membrana hialina e moldada de acordo com o espaco em que ocupavam. Apesar das diferentes
apresentacdes dos cistos, isto ndo interferiu na vitalidade dos cistos, pois em todas as amostras de
cistos colhidos das cobaias, foram encontrados protoscéleces viaveis.

As cores dos cistos variaram entre transliicidos & escurecidos, ou brancos e calcificados. E
importante ressaltar que as cores dos cistos estao relacionadas com sua composicao (SHANSHAN et
al., 2018). Os cistos translicidos sdo aqueles que apresentam maior quantidade de protoscoleces
viaveis, visto que ainda nao sofreram calcificagcdo ou encapsulamento por reacao imune do
hospedeiro, como é o caso dos cistos mais esbranquicados. E provavel que os cistos que se
apresentavam escurecidos, tenham sofrido alguma reacao com fluidos do hospedeiro, adquirindo uma
coloracao acastanhada (SHANSHAN et al., 2018).

Além disso, através da analise histopatoldgica dos cistos encontrados nos camundongos,
também foi possivel identificar varias estruturas tipicas do E. vogeli, como a membrana laminada de
aspecto “cerebroide”, capsulas proligeras, grandes ganchos com medidas equivalentes aos da espécie
e protoscoleces integros. A maior parte dos protoscoleces visualizados nas laminas estavam
localizados na camada germinativa interna e nao dentro de capsulas proligeras. Este achado corrobora
com a pesquisa realizada por Ingold et al. (2001), no qual os protoscoleces foram vistos surgindo
diretamente da camada germinativa, que é interna a camada laminada.

Além de terem sido observadas, nas laminas analisadas, a proliferacdo endogena e as varias
dobras da membrana laminada, na qual encontravam-se varios protoscoleces isolados em seu interior,
também foi possivel visualizar a presenca da camada laminada tanto interna quanto externamente ao
tecido fibroso inflamatorio produzido pelo hospedeiro. Isso sugere a transposicdo desta barreira
imune, visto que a camada laminada visualizada possuia areas espessas e areas bastante adelgacadas
e protrusas.

O fato de ser comumente uma doenca que leva muitos anos para provocar sintomas, em geral
inespecificos, sugere a prevaléncia de uma imunidade inata nao citotoxica (INGOLD et al., 2001). Com
excecdo do camundongo F1.2, os o6rgdos adjacentes aos cistos dos outros camundongos, nao
apresentaram sinais inflamatorios aparentes a visualizacdo macroscopica, como vasodilatacdo e
edema. Apesar da nado visualizacdo macroscopica, na avaliacdo histologica das laminas, nota-se a
presenca de reacdes inflamatdrias cronicas, com infiltrados linfoplasmocitarios, sugerindo uma reacao
da imunidade celular nos tecidos afetados pela doenca.

O tempo de espera de 4 meses entre a inoculacdo e a eutanasia foi suficiente para o
desenvolvimento de uma resposta imune pelos camundongos, ja que em média estes levam 2 semanas
para geracao de resposta imune especifica contra o cestoide (INGOLD et al., 2001). A observacao de
tecido inflamatdrio linfoplasmocitario, confirma a presenca de resposta da imunidade celular dos
camundongos C57BL/6.

E importante lembrar que camada laminada é uma estrutura acelular produzida pelo parasita
e que estd envolvida na interacdo fisica entre o parasita e o hospedeiro e suas reagoes imunologicas,
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tanto no sentido de oferecer moléculas de reconhecimento antigénico aos anticorpos do hospedeiro,
como na protecao fisica do metacestoide (HEMPHILL; CROFT, 1997; INGOLD et al., 2001). O
hospedeiro produz a camada adventicia, uma camada fibrosa, proveniente de processos inflamatorios
cronicos, como forma de isolar o agente infeccioso e reduzir a progressao da infeccao (D’ALESSANDRO,
1997).

A membrana laminada encontrada nos cistos retirados das cobaias, em geral possuia varias
dobras em torno de si prdpria, como se essa membrana estivesse em continuo crescimento, porém
confinada a um espaco restrito, formando assim, com essas dobras, caminhos como “labirintos”, os
quais entre essas dobras, eram encontrados protoscoleces isolados e fora da capsula proligera. Essas
dobras da camada laminada sdo caracteristicas do E. vogeli, e sdo conhecidas como apresentando
aspecto “cerebroide” (SOARES et al., 2004).

A presenca de cistos viaveis nas amostras analisadas dos pacientes, demonstra que mesmo
apos varios anos do uso de albendazol, este ndo foi capaz de matar o parasita e consequentemente
proporcionar a cura da doenca. Isso reforca a importancia de se buscar aprimorar os estudos sobre
este assunto, de forma a aumentar o conhecimento e o embasamento cientifico para uma maior
seguranca e eficacia no tratamento dessa doenca, de forma a auxiliar na melhoria do cuidado a saide
dessa populacao (BRASIL, 2011).

Entre os anos de 1999 e 2019, foram atendidos no ambulatério de Cirurgia Geral do FUNDACRE
217 casos consecutivos dessa doenca, com média anual de 11 casos (dados nao publicados). Devido a
relativa baixa incidéncia, comparado a outras doencas, poucos recursos sao disponibilizados para o
estudo da Equinococose, fazendo jus a sua participacao na lista das Doencas Tropicais Negligenciadas
(OPAS, 2017). Dessa forma, a busca por novos conhecimentos sobre a Equinococose Policistica
beneficia principalmente a populacdo da Regido Amazonica, onde essa doenca encontra maior
prevaléncia (BRASIL, 2011).

Além disso, por ndo ser uma doenca de notificacdo compulséria nos estados da regido
amazonica, os registros ficam restritos aos prontuarios dos pacientes, dificultando sua analise
quantitativa, diminuindo ainda mais a visibilidade da doenca pelo sistema de salde, secundario a
falta de dados estatisticos confidveis. Essa escassez de dados quantitativos sobre a prevaléncia da
doenca hidatica em nosso pais ndo nos permite compreender sua real importancia para o servico de
salide, no que diz respeito aos aspectos socioecondmicos. Dessa forma, seria importante que a
hidatidose policistica passasse a ser classificada como doenca de notificacdo obrigatoria, para que se
possa fazer uma analise da real situacdo da doenca no territorio nacional.

Conclusao

E possivel realizar, com sucesso, a infeccdo experimental de camundongos C57BL/6J com
cepas de E. vogeli da regido da Amazonia Ocidental a partir da inoculacdo direta em sua cavidade
peritoneal de material hidatico de pacientes humanos infectados, mesmo que estes tenham feito uso
de albendazol, ja que o uso deste nao provocou a perda da vitalidade do metacestoide. Com isso,
abre-se a possibilidade de realizar replicacdes desta pesquisa para que se possa investigar terapias
mais eficazes para esta doenca endémica.
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