
 
 

 
 

 

FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 

INSTITUTO AGGEU MAGALHÃES 

Doutorado em Biociências e Biotecnologia em Saúde 

 

 

 

 

  

 

Tiago Pinheiro Vaz De Carvalho 

 

 

 

ESTUDO EXPERIMENTAL DA NEUROESQUISTOSSOMOSE: AVALIAÇÃO DA 

RESPOSTA MORFOFISIOPATOLÓGICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife 

2019  



 
 

 
 

Tiago Pinheiro Vaz De Carvalho 

 

 

 

 

ESTUDO EXPERIMENTAL DAS FORMAS ECTÓPICAS DA 

ESQUISTOSSOMOSE: AVALIAÇÃO DA RESPOSTA MORFOFISIOPATOLÓGICA 

 

 

 

Tese apresentada ao Curso de Doutorado 

em Biociências e Biotecnologia em Saúde 

do Instituto Aggeu Magalhães, Fundação 

Oswaldo Cruz, como requisito para a 

obtenção do título em Doutor em Ciências. 

 

 

Orientadoras: Dra. Constança Clara Gayoso Simões Barbosa. 

Dra. Christina Alves Peixoto 

Dra. Elainne Christine de Souza Gomes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife 

2019  



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catalogação na fonte: Biblioteca do Instituto Aggeu Magalhães 
 

 

C331e 

 

Carvalho, Tiago Pinheiro Vaz. 

Estudo experimental da 

neuroesquistossomose: avaliação da resposta 

morfofisiopatológica / Tiago Pinheiro Vaz Carvalho. 

- Recife: [s.n.], 2019. 

89 p. : il., graf., tab. ; 30 cm 

Tese (Doutorado em Biociências e 

Biotecnologia em Saúde) - Instituto Aggeu 

Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, 2019. 

Orientadoras: Constança Clara Gayoso Simões 

Barbosa, Christina Alves Peixoto, Elainne Christine 

de Souza Gomes.  

1. Neuroesquistossomose. 2. Schistosoma 

mansoni. 3. Modelos Animais. 4. Medidas da dor. I. 

Barbosa, Constança Clara Gayoso Simões. II. 

Peixoto, Christina Alves. III. Gomes, Elainne 

Christine de Souza. IV. Título.  

CDU 616.995.122 

 

  



 
 

 
 

Tiago Pinheiro Vaz De Carvalho 

 

 

 

ESTUDO EXPERIMENTAL DAS FORMAS ECTÓPICAS DA 

ESQUISTOSSOMOSE: AVALIAÇÃO DA RESPOSTA MORFOFISIOPATOLÓGICA 

 
 
 

Tese apresentada ao Curso de Doutorado 

em Biociências e Biotecnologia em Saúde do 

Instituto Aggeu Magalhães, Fundação 

Oswaldo Cruz, como requisito para a 

obtenção do título em Doutor em Ciências. 

 

Data de Aprovação: 08 / 03 / 2019 

 

 

Banca Examinadora 

 

_________________________________ 

Dra. Clarice Neuenschwander Lins de Morais 

Instituto Aggeu Magalhães - FIOCRUZ 

 

_________________________________ 

Dra. Sheilla Andrade de Oliveira 

Instituto Aggeu Magalhães - FIOCRUZ 

 

_________________________________ 

Dra. Karina Conceição G. Machado de Araújo 

Universidade Federal de Sergipe - UFS 

 

 

_________________________________ 

Dra. Amanda Karolina Soares e Silva 

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE 

 

_________________________________ 

Dra. Christina Alves Peixoto 

Instituto Aggeu Magalhães - FIOCRUZ 



 
 

 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Qual o motivo de se realizar um doutorado e por que sua duração é tão 

extensa? Não é porque se realiza um projeto mais elaborado, ou muitas vezes mais 

caro, o motivo de verdade é para que você conheça mais pessoas e adquira mais 

vivências. O resultado disso é o amadurecimento profissional e pessoal. 

O início de minha trajetória nesta pós-graduação coincidiu também com a 

revelação de um Pai que não conhecia tão bem: Deus. Obrigado por todas as 

experiências vivenciadas nesses quatro anos, mesmo eu fugindo de ti, você sempre 

me aparou e me mostrou uma nova maneira de compreender a vida. Dentre tantas 

coisas boas, você me apresentou minha esposa Cecília Quintella, a quem devo 

imensa gratidão, compartilhamos muitas experiências boas e ruins e não há dúvida 

que seu amparo foi chave para mim. Agradeço também por minha família, peças 

chave para a formação de meu caráter e construção dos meus princípios. Minha mãe 

Simone Pinheiro, meu Pai Ney Carvalho, Tia Silvana Pinheiro, Avós José Pinheiro e 

Maria Anita Bispo e irmã Bruna Carvalho, saibam que nossa distância é apenas física, 

mas meu pensamento está e estará sempre com vocês. 

Há também a família adquirida, agradeço a todos do Instituto Aggeu Magalhães 

que participaram desta jornada: toda a turma BBS de 2015, ao laboratório de 

esquistossomose, ao laboratório de ultraestrutura, ao biotério experimental, programa 

de pós graduação em BBS e todos os funcionários que fazem esta instituição 

funcionar. Obrigado também as minhas orientadoras Constança Barbosa, Christina 

Peixoto e Elainne Gomes por acreditarem em mim e tornarem este sonho possível, 

sou grato por todo o conhecimento passado por vocês. 

Diante de tudo eu me questiono: qual o real valor de um doutorado? Não é o 

título, status ou auxílio financeiro temporário, mas sim o desejo de mudar a sociedade, 

de ajudar o próximo com seu conhecimento adquirido, formar cidadãos e pela 

convivência com pessoas, isso sim vale a pena. Irmãos, os levarei comigo aonde for. 

Obrigado a todos! 

 

 



 
 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Para ser sábio, é preciso primeiro temer a 

Deus, o SENHOR. Os tolos desprezam a 

sabedoria e não querem aprender.” 

Provérbios 1:7.  



 
 

 
 

CARVALHO, Tiago Pinheiro Vaz. Estudo experimental da neuroesquistossomose: 
avaliação da resposta morfofisiopatológica. 2019. Tese (Doutorado em 
Biociências e Biotecnologia em Saúde) – Instituto Aggeu Magalhães, Fundação 
Oswaldo Cruz, Recife, 2019. 
  

RESUMO 

 

Este é o primeiro estudo realizado para analisar se existe alguma relação entre o 
esforço físico e o surgimento da neuroesquistossomose, através de avaliações 
clínicas, moleculares e imunológicas. O estudo foi dividido em dois momentos: o 
primeiro investigou a causa de óbitos dos camundongos infectados com S. mansoni, 
já o segundo aborda o modelo de neuroesquistossomose em camundongos baseado 
em esforços físicos. O primeiro momento revelou que em um período de oito meses, 
60% dos óbitos foram decorrentes de isquemia mesentérica e por isso reduziu a carga 
parasitária infecciosa dos camundongos para aumentar sua sobrevida. Já no segundo 
momento utilizou-se 64 camundongos Balb/c inbred machos divididos em quatro 
grupos (n=16) de acordo com a presença ou ausência de infecção por S. mansoni e 
realização de esforço físico ou repouso. Aplicou-se o protocolo de esforço físico nos 
animais do grupo “esforço físico” e analisou-se a sensibilidade tátil, força e 
desempenho motor de todos os animais. Após a 13ª semana o sistema nervoso 
central (SNC) foi analisado pela imuno-histoquímica (anti S. mansoni, GFAP, IBA, IL1, 
IL10, TNF-α e TGF-β) e a investigação de DNA do parasito através da Nested PCR 
conventional. Os testes neurofuncionais e imunohistoquímicos foram analisados 
através do software GraphPad Prism V7.0 considerando o valor de p <0,05. Os testes 
comportamentais não evidenciaram sintomas clínicos de neuroesquistossomose em 
animais submetidos a esforço físico ou em repouso, todavia o DNA de S. mansoni foi 
detectado no SNC em 30,43% dos animais infectados, além disso, as amostras 
positivas para S. mansoni mostraram marcação positiva para antígenos de S. mansoni 
no SNC, com uma evidente reação microglial, níveis elevados de IL-10 e diminuição 
da expressão de TNF-α. Este estudo demonstrou que neuroesquistossomose não 
depende do esforço físico, é amplamente assintomática e tende a apresentar um perfil 
de resposta imune Th2. 
 

Palavras-chave: Neuroesquistossomose. Schistosoma mansoni. Modelos Animais. 
Teste de Nocicepção.  
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ABSTRACT 

 

This is the first study performed to analyze whether there is any relationship between 
physical effort and the onset of neuroschistosomiasis, through clinical, molecular and 
immunological evaluations. The study was divided in two moments: the first one 
investigated the cause of death of the S. mansoni infected mice, while the second one 
approaches the neuroeschistosomiasis model in mice based on physical efforts. The 
first moment revealed that in a period of eight months, 60% of the deaths were due to 
mesenteric ischemia and therefore reduced the parasitic infectious load of the mice to 
increase their survival. In the second moment, 64 male Balb/c mice were divided into 
four groups (n = 16) according to the presence or absence of S. mansoni infection and 
physical exertion or rest. The physical effort protocol was applied to the animals of the 
"physical effort" group and the tactile sensitivity, strength and motor performance of all 
animals were analyzed. After the 13th week the central nervous system (CNS) was 
analyzed by immunohistochemistry (anti S. mansoni, GFAP, IBA, IL1, IL10, TNF-α and 
TGF-β) and DNA analysis of the parasite through Nested PCR conventional. 
Neurofunctional and immunohistochemical tests were analyzed using the GraphPad 
Prism V7.0 software considering the value of p <0.05. Behavioral tests did not show 
clinical symptoms of neuroeschistosomiasis in animals submitted to physical or resting 
effort. However, S. mansoni DNA was detected in the CNS in 30.43% of the infected 
animals, in addition, S. mansoni positive samples showed positive marking for S. 
mansoni antigens in the CNS, with an evident microglial reaction, elevated levels of IL-
10 and decreased expression of TNF-α. This study demonstrated that 
neuroeschistosomiasis do not depend of physical effort, is largely asymptomatic and 
tends to present a Th2 immune response profile.  
 

Keywords: Neuroschistosomiasis. Schistosoma mansoni. Models, Animals. 
Nociception Test.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A esquistossomose é uma doença parasitária grave, de veiculação hídrica e 

evolução crônica e ocorre em áreas tropicais e subtropicais, sobretudo em 

comunidades com precárias condições de abastecimento de água e esgotamento 

sanitário. Trata-se de uma das doenças parasitárias mais prevalentes no mundo 

(ZHANG et al., 2010). Pernambuco é um dos estados mais endêmicos do país com 

prevalências de até 80% e evidências sugerem a expansão desta endemia 

(BARBOSA; SILVA, 1992; BRASIL, 2013).  

Embora o aparelho digestivo seja o primeiro sistema humano a ser afetado 

pelos ovos do parasito Schistosoma mansoni, esses podem atingir outros sistemas 

causando as formas ectópicas, incluindo aquelas que comprometem o sistema 

nervoso central (SNC), apontada como uma das principais causas entre as 

mielopatias não traumáticas. As formas clínicas neurológicas, em que o sistema 

nervoso é comprometido pelo S. mansoni estão entre as mais graves da doença 

(STEINMANN et al., 2006). 

Acredita-se que o aparecimento de formas ectópicas da esquistossomose no 

SNC seja facilitado pelo aumento da pressão intra-abdominal. Isso ocorre 

principalmente pelo uso da manobra de Valsalva, que é caracterizada pela 

compressão da expiração forçada com a glote fechada. Isso aumenta a pressão 

intratorácica, elevando a pressão arterial e a frequência cardíaca momentaneamente 

(DAWSON, 1943). Essa manobra é comumente realizada em momentos de alto 

esforço físico, defecação, tosse e etc. Até o momento não há nenhum estudo que 

comprove o surgimento na neuroesquistossomose com a realização de manobra de 

Valsalva. 

A lesão neurológica na medula, mais conhecida como Mielorradiculopatia 

Esquistossomótica (MRE) é uma lesão neurológica parcial e não traumática e, a 

depender do local em que os ovos se instalam, diversos sintomas e incapacidades 

podem ocorrer, em sua grande maioria, a tríade inicial permanece e surgem sintomas 

como a disfunção vesical, déficit de força em MMII e impotência sexual com 

percentuais de 12%, 7% e 0,7%, respectivamente (SILVA et al., 2004).  
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 Para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na patogenia da 

esquistossomose e suas formas ectópicas, tem-se realizado estudos em animais com 

a infecção pelo S. mansoni (OLIVEIRA et al., 2004). Diversos estudos foram 

realizados na tentativa de desenvolver um modelo experimental viável, entretanto, 

nenhum conseguiu compreender o surgimento das formas ectópicas (FIORE; ALOE, 

2001; SILVA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2002). Em 2017 um grupo brasileiro iniciou 

pesquisas que correlacionaram as alterações histológicas no SNC com alterações 

quantitativas na motricidade e sensibilidade. Para a obtenção de dados quantitativos 

da avaliação clínica, foi necessária a utilização de equipamentos para a mensuração 

das variáveis sensibilidade tátil e térmica além da força muscular, pois a simples 

observação dos sinais e sintomas não garantem a precisão dos achados (CARVALHO 

et al., 2017). 

O principal desafio para o desenvolvimento de um modelo animal de 

neuroesquistossomose é desenhar um protocolo de infecção que represente a 

etiopatogenia da doença de maneira confiável. Este modelo precisa apresentar uma 

baixa taxa de mortalidade e mimetizar as vias de infecção e progressão da doeça. Um 

dos maiores desafios colocados pelo desenvolvimento de modelos animais é simular 

todos os aspectos de uma determinada doença em um ambiente fechado e obter 

resultados reprodutíveis. A aplicação de testes funcionais em modelos animais de 

lesão medular é passível de falhas e qualquer alteração ambiental pode interferir nos 

dados gerados. Algumas dessas dificuldades são a variabilidade no modelo da lesão, 

a espécie animal utilizada e a variabilidade influenciada pelo comportamento, 

atividade espontânea e variação na duração dos testes (FOUAD; HURD; 

MAGNUSON, 2013).  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 Esquistossomose é uma doença causada pelo S. mansoni, parasita que tem 

no homem seu hospedeiro definitivo, mas que necessita de caramujos de água doce 

como hospedeiros intermediários para desenvolver seu ciclo evolutivo. 

 

2.1 A esquistossomose 

 

A esquistossomose mansônica representa um grave problema de saúde 

pública, acometendo cerca de 78 países com 745 milhões de residentes em área 

endêmica, principalmente em comunidades rurais com expansão para os centros 

urbanos, relacionada com precárias condições de higiene e inadequados recursos 

sanitários. Estima-se que 218 milhões de pessoas realizaram tratamento preventivo 

em 2015 e mais de 66,5 milhões de pessoas teriam sido tratadas pela 

esquistossomose no mesmo ano (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2017). No 

Brasil, há condições ideais para o desenvolvimento e crescente expansão da doença 

tais como, elevadas temperaturas, precipitações e presença de caramujos.  

Em Pernambuco, a esquistossomose encontra-se presente em todos os 43 

municípios e três microregiões da Zona da Mata, sendo considerada uma doença 

endêmica na região (FAVRE et al., 2006; PERNAMBUCO, 2015). Tal situação 

epidemiológica se agrava ainda mais em virtude da presença de municípios em áreas 

urbanas e peridomiciliares, este tipo de exposição não intencional em fontes de 

transmissão da parasitose só proporciona o aumento do número de casos, a 

manutenção e criação de novos focos de transmissão (GOMES et al., 2016a). 

Esta doença é causada por um parasita trematódeo do gênero Schistosoma, 

tendo como principais agentes etiológicos o S. mansoni, o S. haematobium e o S. 

japonicum (PORDEUS, 2008). Dentre essas espécies, o S. mansoni tem sido 

especialmente estudado devido a sua importância na saúde pública e sua ampla 

distribuição geográfica, principalmente na África, Oriente Médio, Caribe, Brasil, 

Venezuela e Suriname (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2017). No Brasil, os 

principais hospedeiros intermediários são os caramujos pertencentes à família 

Planorbidae e gênero Biomphalaria. São caramujos gastrópodes aquáticos, 
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pulmonados e hermafroditas, que habitam coleções de água doce, com pouca 

correnteza ou parada que possibilitam a reprodução assexuada do helminto. As três 

espécies que são encontradas no Brasil são: B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila 

(BRASIL, 2009). Esses moluscos encontram-se em regiões onde há grande circulação 

de pessoas tais como barragens, áreas de irrigação, rios, lagos, lagoas e brejos 

(YOSHIOKA et al., 2002). 

O ciclo de contaminação da esquistossomose se inicia quando os ovos do 

parasita são eliminados através das fezes do indivíduo infectado, sendo disseminados 

no ambiente. Na água doce, os ovos de eclodem em algumas horas, libertando os 

miracídios. Estas larvas adentram no caramujo do gênero Biomphalaria para se 

multiplicar em centenas de cercárias, em cerca de quatro a seis semana (Figura 1). 

Estas formas infecciosas para o homem emergem dos caramujos em condições 

especiais de luz e temperatura, podendo sobreviver na água por até 72 horas 

(BENNET; PLUM, 1997).  

As cercárias em contato com a pele do hospedeiro através da água se 

transformam rapidamente em esquistossômulo, atingindo a circulação sanguínea e 

passando pelo coração, pulmões e fígado. Apenas os que chegam ao sistema porta-

hepático podem se desenvolver até a fase adulta, onde se acasalam e migram para 

as vênulas da parede intestinal que é seu habitat definitivo. Neste local, as fêmeas 

depositam seus ovos que obstruem e desorganizam o fluxo sanguíneo local 

juntamente com a extrusão dos ovos para o tecido circundante (REY, 2011). 

Figura 1- Ciclo da esquistossomose. 

 
Fonte: Center for Disease Control and Prevention (2005). 
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2.2 Classificação Clínica 

 

Grande parte dos casos de esquistossomose podem ser assintomáticos, esta 

característica dependerá da carga parasitária e estado de saúde do indivíduo. Já os 

casos sintomáticos são caracterizados clinicamente por uma fase inicial e tardia. A 

primeira se inicia com a própria penetração das cercárias através da pele, podendo 

ocasionar alterações dermatológicas alérgicas (dermatite cercariana) sendo mais 

intensas em reinfecções e indivíduos hipersensíveis (LAMBERTUCCI; SILVA; 

VOIETA, 2005). 

De 3 a 7 semanas pós exposição é possível diagnosticar o indivíduo com febre 

de Katayama. Sua sintomatologia compreende desde cefaleia, febre e dor abdominal 

até linfodenopatia, diarreia, náuseas, vômitos e tosse seca. A eosinofilia associada a 

dados epidemiológicos auxiliam a confirmação do diagnóstico (SIQUEIRA-BATISTA; 

RAMOS JÚNIOR; FARIA, 1997). A fase aguda é dividida em dois períodos evolutivos 

do parasito: o pré-patente, etapa compreendida antes da oviposição e pós-patente 

que ocorre após a oviposição (SILVA; SANTANA; JESUS, 2008). 

As formas crônicas iniciam-se aos seis meses de infecção e podem durar por 

vários anos As manifestações clínicas variam, a depender da localização e 

intensidade do parasitismo, da capacidade de resposta do indivíduo ou do tratamento 

instituído. Apresentam-se principalmente nas seguintes formas: 

a) Hepatointestinal: normalmente ocorre no início da fase crônica e é 

caracterizada pela presença de diarreias e epigastralgia. O fígado apresenta-

se palpável e com nodulações que corresponderão às áreas de fibrose 

decorrentes de granulomatose periportal ou fibrose de Symmers nas fases 

mais tardias; 

b) Hepática: seu curso é semelhante à primeira e ao exame físico o fígado 

apresenta-se palpável e endurecido. No exame de imagem (ultrassonografia), 

é possível visualizar fibrose hepática de moderada a intensa; 

c) Hepatoesplênica compensada: A principal característica desta fase é a 

presença de hipertensão portal e por conseguinte esplenomegalia e varizes 

esofágicas. A sintomatologia predominante compreende dores abdominais 
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atípicas, alterações das funções intestinais e sensação de peso ou desconforto 

no hipocôndrio esquerdo, devido ao aumento do baço; 

d) Hepatoesplênica descompensada: esta forma está entre as mais graves da 

esquistossomose e é a grande responsável pela maioria dos óbitos. O fígado 

encontra-se com sua funcionalidade bastante diminuída e com isquemia, o 

baço apresenta-se endurecido e indolor à palpação e a probabilidade de 

hemorragia digestiva em virtude do rompimento das varizes esofágicas é 

elevada (BRASIL, 2014). 

   

2.3 Formas Ectópicas 

 

Estima-se que no Brasil há de quatro a seis milhões de pessoas infectadas por 

S. mansoni (BRASIL, 2014). Com um número tão elevado de casos é plausível que 

hajam casos não diagnosticados de esquistossomose ectópica. Isto serve de alerta 

para que os profissionais e serviços da saúde direcionem sua atenção para este 

problema e a obtenção de maior compreensão da fisiopatologia dessa forma ectópica 

da doença. 

Há grande possibilidade do acometimento de outros órgãos que não são alvos 

originais da esquistossomose, em 2007, Bacelar e outros apresentaram um caso de 

um adenocarcinoma de próstata que possuía ovos viáveis de S. mansoni com 

granulomas (BACELAR et al., 2007). No mesmo ano, Lopes et al. apresentou a 

primeira descrição de acometimento da vesícula seminal por S. mansoni. Foi possível 

a visualização de ovos calcificados sem evidência de fibrose ou formação 

granulomatosa em meio ao estroma fibromuscular. Através deste achado é possível 

hipotetizar uma associação entre esquistossomose mansônica genital com casos de 

infertilidade, hemospermia e câncer de próstata (LOPES; ALMEIDA; JACOBINO, 

2007).  

O primeiro relato de esquistossomose em próstata de Pernambuco foi realizado 

em 2016. Realizou-se uma prostectomia parcial por suspeita de neoplasia e 

evidenciou-se ovos de S. mansoni no tecido prostático em um paciente com 51 anos 

de idade (GOMES et al., 2016b). No mesmo estado, uma paciente de 45 anos 

apresentou como sintomatologia, fortes dores na região ilíaca esquerda e após a 
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investigação clínica identificou-se aumento do ovário esquerdo. O exame 

histopatológico do órgão revelou processos granulomatosos em torno de ovos de S. 

mansoni sem a presença de tecido neoplásico (GOMES et al., 2017). Outro caso de 

acometimento do sistema genitourinário foi relatado por Leite et al em 2014 que 

constatou a presença de ovos de S. mansoni na bexiga urinária. Foi possível identificar 

diversos ovos com o miracídio em seu interior e o granuloma ao redor, o mais 

intrigante é que estavam coexistindo com um carcinoma urotelial da bexiga (LEITE; 

HOLANDA; MEDEIROS, 2014). 

No mesmo ano Amorim e outros publicaram dois casos de carcinomas em 

ovário que possuíam ovos de S. mansoni (AMORIM et al., 2014). Os processos 

neoplásicos descritos no artigo supracitado produzem naturalmente o fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento fibroblástico (FGF) e 

outras substâncias que permitem a proliferação, sobrevivência e diferenciação das 

células endoteliais, gerando uma neovascularização que é fundamental para a 

sobrevivência e progressão das células neoplásicas (DUARTE; LONGATTO FILHO; 

SCHMITT, 2007). Possivelmente as neoplasias servem como uma via migratória para 

o verme adulto e o processo de embolização de ovos. Aliado a isso, a presença de 

ovos intensifica o processo patológico e estresse oxidativo, levando a um pior 

prognóstico em tumores ovarianos. No entanto, não há evidências suficientes para 

confirmar a malignização de uma lesão benigna devido à presença de ovos S. 

mansoni (AMORIM et al., 2014). 

 

2.4 Neuroesquistossomose 

 

Estes achados incomuns levantam teorias a respeito da 

neuroesquistossomose. A mais amplamente aceita envolve a migração dos vermes 

adultos para as veias pélvicas seguindo o fluxo sanguíneo contrário para que possa 

atingir as terminais do sistema porta. A outra teoria aborda a migração de helmintos e 

embolização dos ovos através da rede arterial como consequência da presença de 

defeitos cardiovasculares congênitos ou derivações arteriovenosas (NUNES et al., 

2013).  

Em relação ao SNC, o principal mecanismo de deposição de ovos ocorre a 

partir da intercomunicação do sistema mesentérico inferior com o sistema venoso 
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espinhal que seria a principal porta de entrada dos ovos de S. mansoni. A circulação 

de ovos no sistema venoso pode ocasionar as formas ectópicas da esquistossomose 

e episódios como estes são frequentes. De acordo com Pitella et al., necropsias de 

pacientes que morreram por esquistossomose hepatoesplênica apresentaram ovos 

do parasito no encéfalo em cerca de 25% dos casos (PITTELLA; LANA-PEIXOTO, 

1981). Os ovos seguem o trajeto venoso em direção ao plexo avalvular de Batson, 

plexo com pressão em torno de zero que facilita o fluxo retrógrado ao longo da medula 

espinhal (Figura 2) (BRUIJNING, 1964; CAROD ARTAL et al., 2004; KATCHANOV; 

NAWA, 2010). Esta região faz comunicação das veias intercostais com as veias ilíacas 

internas, lombares e sacrais (Figura 3) (VAN DER KUIP; HOOGLAND; GROEN, 

1999). Há também, a possibilidade de eliminação direta dos ovos nos vasos 

medulares, devido à migração anormal dos vermes adultos, hipótese reforçada pelo 

achado ocasional de vermes adultos enfileirados dentro dos vasos vertebrais (CAROD 

ARTAL et al., 2004; PAZ et al., 2002). 

Figura 2- Conexão entre o plexo de Batson e a veia porta. 

 
Fonte: Adaptado de Katchanov e Nawa (2010). 
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Figura 3- Representação do plexo de Batson. 

 
Fonte: Adaptado de Elhammady et al. (2011) 

 

Em se tratando de manifestações clínicas neurológicas, cerca de 95% dos 

indivíduos com MRE apresentam uma tríade inicial característica: dor lombar, 

alterações de sensibilidade em membros inferiores (MMII) e disfunção urinária 

(PEREGRINO et al., 2002b). Estas manifestações ocorrem na fase aguda ou 

subaguda da doença, havendo a piora progressiva dos sinais e sintomas em cerca de 

15 dias do início dos sinais e sintomas, todavia, há casos em que a evolução do 

quadro é lenta e sua instalação se dá ao longo de meses ou anos. A MRE é uma lesão 

neurológica parcial e não traumática e, a depender do local em que os ovos se 

instalam, diversos sintomas e incapacidades podem ocorrer, em sua grande maioria, 

a tríade inicial permanece e surgem sintomas como a disfunção vesical, déficit de 

força em MMII e impotência sexual com percentuais de 12%, 7% e 0,7%, 

respectivamente (SILVA et al., 2004). Eventualmente, há uma melhora clínica 

espontânea decorrente da diminuição do processo inflamatório e modulação do 

granuloma. 

Os ovos podem atingir regiões ectópicas em decorrência ao aumento da 

pressão intra-abdominal, principalmente devido a Manobra de Valsalva. Essa 
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manobra é caracterizada pela compressão da expiração forçada com a glote fechada 

que aumenta a pressão intratorácica, elevando momentaneamente a pressão 

sanguínea e frequência cardíaca (DAWSON, 1943). Ela é comumente realizada em 

esforços físicos elevados, defecação, tosse e outras situações e nos indivíduos com 

esquistossomose, esta manobra pode ser uma facilitadora da passagem de ovos ao 

sistema nervoso central. Sua relação com o sistema circulatório deve ser levada em 

conta para a compreensão dos episódios ectópicos de esquistossomose (PAZ et al., 

2002; SILVA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2002; UEKI; PARISI; ONOFRIO, 1995). 

 

2.5 Diagnóstico da Neuroesquistossomose 

 

Quanto mais cedo o diagnóstico é concluído, mais cedo será iniciado o 

tratamento e consequentemente melhor será o prognóstico do indivíduo. O 

diagnóstico é baseado na sintomatologia clínica, na demonstração da infecção 

esquistossomótica por técnicas microscópicas ou sorológicas e na exclusão de outras 

causas de mielopatia. Com o advento de novas técnicas complementares, 

especialmente as reações no líquido cefalorraquidiano e os exames por imagem da 

medula espinhal, houve grande avanço na detecção precoce da doença, isto acarreta 

na descoberta de novos casos, o que tem sido observado atualmente com o aumento 

do relato de número de casos de MRE (CAROD ARTAL et al., 2004; PEREGRINO et 

al., 2002a). 

A neuroesquistossomose é portanto uma doença subnotificada, de prevalência 

desconhecida e morbidade subestimada. A dificuldade do reconhecimento do quadro 

clínico e a limitação de acesso aos métodos complementares diagnósticos contribuem 

para o seu subdiagnóstico. O principal elemento que sofre com essas consequências 

é a população portadora da doença.  

Um dos instrumentos para o fechamento do quadro clínico é a análise do líquido 

cefalorraquiano. Este exame revela alterações inespecíficas: elevação discreta a 

moderada do conteúdo protéico em 95% dos casos (média de 161,4 ± 191,9 mg/dl), 

níveis normais de glicose, pleocitose em 91% dos casos (média de 91,9 ± 113,8 

céls/mm3), com predomínio de linfomononucleares, presença de eosinófilos em 41 a 

90% dos casos e elevação de gamaglobulina em 76% dos casos (LIVRAMENTO; 



23 
 

 
 

MACHADO; SILVA, 1985). Observa-se também acentuada redução da celularidade 

liquórica com a melhora dos sintomas, mas com persistência da hiperproteinorraquia 

em 66% dos casos (ANDRADE FILHO et al., 1996).  

Anticorpos anti-Schistosoma foram identificados em 85 a 90% do Líquido 

Cefalorraquidiano (LCR) testados com utilização das técnicas de ELISA, 

imunofluorescência indireta ou hemaglutinação. Um estudo desenvolvido por Moreno-

Carvalho e outros (2003) analisou o LCR de 377 pacientes com suspeita clínica de 

neuroesquistossomose e positividade liquórica para o S. mansoni nas reações de 

inibição da hemaglutinação e imunofluorescência indireta. Os autores concluíram que 

a presença de anticorpos no LCR para S. mansoni associada à celularidade > 4 

cels/mm3, à taxa de proteína > 40 mg/dl e à presença de eosinófilos sugerem alta 

probabilidade de MRE (MORENO-CARVALHO et al., 2003).  

Em relação aos exames de imagem revelam um processo inflamatório no SNC 

que se caracteriza por aumento irregular do diâmetro medular e defeito de enchimento 

com ou sem bloqueio do canal medular, além de espessamento de raízes nervosas 

da cauda equina. Mielografias e mielotomografias computadorizadas revelam 

alterações em 63% dos casos de MRE. A forma granulomatosa da doença medular é 

a mais frequentemente diagnosticada por esses métodos de imagem, porque causa 

aumento do volume medular (PEREGRINO et al., 2002a), podendo ocorrer atrofia do 

órgão em indivíduos com doença de longa duração.  

Por se tratar de uma doença com diagnóstico de exclusão sendo necessário 

uma combinação de diversos instrumentos de avaliação, é crucial que o processo 

semiológico na neuroesquistossomose seja minucioso. Somado a isso se deve 

correlacioná-lo com os principais fatores ambientais da esquistossomose mansônica: 

presença de saneamento básico no local de moradia, contato com coleções hídricas, 

área endêmica para esquistossomos e mansônica, além da presença de hospedeiros 

intermediários (CARVALHO et al., 2015). 

 

2.6 Imunopatogênese da Esquistossomose 

 

 A patogênese da esquistossomose é dependente de fatores intrínsecos ao 

hospedeiro (constituição genômica, órgão lesado, padrão alimentar, infecções 
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associadas e etc.), fatores relacionados ao parasita (fase evolutiva, linhagem e carga 

parasitária) e da interação parasita-hospedeiro (CAVALCANTI; FERNANDES; 

CARVALHO, 1998). 

 Aproximadamente dois dias após a passagem do parasita através da pele, há 

a presença de infiltrado de polimorfonucleares, mononucleares, células de 

Langerhans e produção local das citocinas IL1, IL6, IL12 e IL10 (HOGG et al., 2003). 

De quatro a cinco dias pós penetração do verme, há um influxo de linfócitos TCD4+ e 

produção de IL4, IL12 e IFN-γ. Durante a fase pré-patente, há um predomínio da 

resposta imune do tipo Th1 com alta concentração de TNF, IL2 e IL6 responsáveis 

pelas lesões teciduais e manifestações clínicas de fase aguda, com substituição pela 

resposta Th2 na fase pós-patente (SILVA; SANTANA; JESUS, 2008). Todavia, é 

necessário que haja um mecanismo regulatório para que não haja descontrole da 

doença pela exacerbação da resposta Th2, para isso, existe uma associação das 

células Th1 e Th17 que amenizam a gravidade da infecção. As CD4, Tregs, CD25 e 

FoxP3 associados ao intestino, aumentam seu número durante a inflamação colítica 

crónica induzida pelos ovos e são capazes de modular a resposta Th2 através da 

supressão da IL-4 (TURNER et al., 2011). 

 A principal mudança da resposta Th1 para Th2 ocorre em virtude da produção 

de ovos pela fêmea de Schistosoma. Em média são 300 ovos por dia que cada fêmea 

produz e os vermes adultos possuem uma expectativa de vida entre cinco e dez anos. 

Os ovos são organismos viáveis, altamente antigênicos e metabolicamente ativos, 

eles aderem ao endotélio vascular, provocam inflamação que gera uma resposta 

granulomatosa essencial para sua passagem ao lúmen intestinal para serem 

excretados com as fezes (DEFRANCO; LOCKSLEY; ROBERT-SON, 2007). A região 

onde há mais passagem de ovos para o intestino é a placa de Peyer. Esta região é 

mais numerosa e apresenta maiores dimensões no íleo e localizam-se principalmente 

na região oposta ao mesentério, além disso regulam a homeostase e secreção de 

imunoglobulina A (IgA) como resposta a patógenos (TURNER et al., 2012). 

 O evento que deve ser destacado no aspecto imunológico da esquistossomose 

é a formação granulomatosa no fígado e o processo de fibrose periportal 

(CARVALHO; MARTINS FILHO; OLIVEIRA, 2008; WARREN, 1972). Cerca de 60% 

dos ovos produzidos pelo S. mansoni alcançam a luz intestinal e vão para as fezes, 
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os outros 40% mantêm-se aderidos nos capilares da mucosa intestinal e nos 

sinusóides hepáticos. Estes ovos liberam antígenos solúveis que mobilizam 

macrófagos, eosinófilos, linfócitos e plasmócitos mediados por TNF, Células Th1, Th2 

e linfócitos TCD8. Há um acúmulo de células ao redor do ovo, aumento no número de 

fibroblastos e produção de colágeno e por conseguinte, formação do granuloma 

esquistossomótico (HERBERT et al., 2004; LENZI et al., 1998). 

 Apesar de contraditório, a principal função do granuloma é proteger o tecido do 

hospedeiro. Isto foi inicialmente demonstrado por Bryan e Lichtenberg em 1977 e 

Doenhoff em 1981 que apresentaram a formação ineficaz do granuloma em animais 

deficientes em células T, intensificando o dano celular circundante no ovo (BYRAM; 

VON LICHTENBERG, 1977; DOENHOFF et al., 1981). E posteriormente Fallon em 

1998 concluiu que animais sem células TCD4 morreram de quatro a seis semanas 

após a infecção por S. mansoni, período que coincide com a fase pós-patente 

(FALLON; SMITH; DUNNE, 1998).  

A Figura 4 ilustra a diferença de resposta inflamatória frente ao ovo de S. 

mansoni. Na ausência de células TCD4 há limitação da formação do granuloma, com 

o infiltrado celular em torno do ovo e com neutrófilos ao redor uma extensa lesão 

microvesicular nos hepatócitos e uma consequente elevação dos níveis séricos de 

transaminases consistentes com danos nos hepatócitos. Em contrapartida, no 

organismo com um percentual normal de células TCD4 apresenta o granuloma 

funcional com diversos tipos delulares ao redor, imunoglobulinas e tecido fibrótico 

(HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013). Portanto, percebe-se que a formação de um 

granuloma em torno do ovo atua como protetor da inflamação e isola o tecido das 

secreções do ovo que podem gerar hepatotoxicidade (DUNNE; JONES; DOENHOFF, 

1991). 



26 
 

 
 

Figura 4. Representação gráfica das populações celulares envolvidas na formação do granuloma 
hepático ao redor do ovo de S. mansoni em um camundongo. 

 
Fonte: Hams et al. (2013). 
Legenda: LNFPIII (Lacto-N-fucopentaose III); α1 (alfa 1); ω1 (ômega 1) 

 

2.7 Modelos Animais 

 

O principal obstáculo no desenvolvimento de um modelo animal para formas 

ectópicas de esquistossomose é o desenvolvimento de um protocolo de infecção que 

retrate com fidedignidade a fisiopatologia da doença, entretanto, sabe-se que a 

infecção por S. mansoni em camundongos não se equipara fielmente a todos os 

aspectos da esquistossomose humana (FALLON et al., 2000).  

 

2.7.1 Primatas 

 

O primeiro achado de deposição de ovos no sistema nervoso central (SNC) 

ocorreu por volta de 1970 quando Cheever e Duvall identificaram a formação de 

granulomas associada à encefalite e convulsões em macacos do gênero 

Cercopithecus (CHEEVER; DUVALL, 1974).  

 

2.7.2 Coelhos 
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Wang e outros (2011) estabeleceram um modelo de neuroesquistossomose 

como ferramenta de análise morfológica, observação clínica além de investigação 

sobre a imunologia e patogênese da reação inflamatória. Infectou-se o cérebro de 

coelhos com ovos de S. japonicum e baseados nas manifestações clínicas realizaram 

a eutanásia 3, 5, 7, 10, 20 e 30 dias após a cirurgia de estereotaxia. A análise 

histológica apresentou todas as fases da fisiopatologia: início do processo inflamatório 

com aumento progressivo ao longo dos dias, agregação de neutrófilos, granulócitos e 

eosinófilos, formação de granuloma ao redor dos ovos e modulação do granuloma. A 

técnica simulou os mesmos sinais e sintomas da doença em menor prazo e com maior 

padronização do grupo experimental, ideal para estudos em ambiente controlado 

(WANG et al., 2011). 

 

2.7.3 Murinos 

 

Já o desenvolvimento de modelos em murinos permeia a década de 90, mais 

especificamente em 1996 quando Aloe e outros encontraram ovos de S. mansoni com 

agregação granulomatosa em cérebros de camundongos. Os espécimes estudados 

apresentaram redução da expressão do fator de crescimento nervoso (ALOE et al., 

1996). Em decorrência desse achado, Fiore identificou distúrbios comportamentais 

em camundongos infectados com ovos de S. mansoni, este fato está associado com 

as alterações no fator de crescimento neural e citocinas induzidas pelos granulomas 

(FIORE et al., 1996). Umas das possíveis falhas entre estes dois estudos, é que 

ambos não indicam a frequência que os ovos atingiram o SNC. Posteriormente, Silva 

e outros infectaram 39 camundongos com diferentes cargas parasitárias de cercárias 

e não encontraram nenhum sinal clínico ou histológico de acometimento do SNC. Eles 

concluíram que o modelo murino simulando a infecção por S. mansoni em humanos 

é inadequado para estudos experimentais sobre a neuroesquistossomose (SILVA; 

OLIVEIRA; ANDRADE, 2002). 

No Instituto René-Rachou - FIOCRUZ, dos 100 animais infectados (espécie 

Swiss Webster) com 50 cercárias (cepa LE) um apresentou hemiplegia direita quatro 

meses após a infecção. Um procedimento similar ocorreu no Instituto Gonçalo Moniz 

– FIOCRUZ com a mesma carga parasitária entretanto a linhagem do camundongo 

era BALB/c e a cepa de Schistosoma era de Feira de Santana - BA. Após 8 meses de 
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infecção, um animal apresentou hemiplegia direita e movimentos giratórios. O estudo 

histopatológico indicou granulomas na meninge no primeiro animal e no cérebro em 

ambos, todavia, os autores não conseguiram identificar a região do cérebro na qual 

os ovos estavam fixados para relacionar com a sintomatologia dos animais 

(LAMBERTUCCI et al., 2014). 

Atualmente o único grupo de pesquisa que vem estudado a 

neuroesquistossomose, sua relação com achados histológicos e a sintomatologia 

clínica dos animais é laboratório e serviço de referência de esquistossomose do 

Instituto Aggeu Magalhães (IAM). No primeiro trabalho de Carvalho et al. 2017 

desenvolveu-se um modelo experimental de MRE no qual 25% dos animais infectados 

com ovos de S.mansoni por via intratecal apresentaram alterações histológicas entre 

o segmento medular de T10 a L5 (Apêndice A). Ademais, foi constatada 

hiposensibilidade tátil assimétrica, redução da sensibilidade térmica e redução da 

força muscular em até 20 dias após a infecção (CARVALHO et al., 2017). O presente 

estudo é uma continuação desta linha de pesquisa do grupo e estes achados reforçam 

a viabilidade no desenvolvimento de um modelo de formas ectópicas da 

esquistossomose que simule o processo natural de infecção do parasita.  
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3 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver modelo experimental em murinos para a indução da 

neuroesquistossomose. 

 

3.1 Objetivos Específicos 

 

a) Investigar e identificar qual a principal causa de morte dos animais infectados 

com S. mansoni; 

b) Identificar alterações fisiológicas e funcionais no modelo animal, relacionadas 

às formas ectópicas de infecção por S. mansoni; 

c) Caracterizar as alterações neurológicas e morfológicas (danos teciduais) em 

camundongos infectados com S. mansoni; 

d) Analisar se existe alguma relação entre o esforço físico e o surgimento da 

neuroesquistossomose.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Trata-se de um estudo experimental e controlado que foi dividido em dois 

momentos: o primeiro trata-se da investigação da causa de óbitos dos camundongos 

infectados com S. mansoni (objetivo A), já o segundo aborda o modelo de 

neuroesquistossomose em camundongos baseado em esforços físicos (objetivos B, 

C e D). Com o intuito de minimizar o número de animais por experimento, obter 

resultados significativos (p<0,05) e com coeficiente de variação entre 15% e 20%, 

utilizamos a tabela extraída de Eckelman e outros para determinar o número de 

animais por grupo (ECKELMAN et al., 2007). 

 

Tabela 1. Animais necessários para se obter resultados estatisticamente significantes. 

Diferença de 

percentagem entre os 

grupos controle e tratado 

Percentagem do coeficiente 

de variação devido à 

variabilidade biológica 

Número de 

animais 

Significância  

(p<0,05) 

20 20 2-7 Não significante 

20 20 8 Significante 

20 15 5 Significante 

25 20 5 Significância limítrofe 

30 20 5 Significante 

25 15 5 Significante 

Fonte: Adaptato de Eckelman et al. (2007). 

 

4.1 Metodologia do objetivo A 

 

Foram estudados 220 animais infectados de outubro/2016 a maio/2017, sendo 

110 da linhagem BH e 110 da linhagem LE. De acordo com as normas estabelecidas 

pelo Procedimento Operacional Padrão (POP) do SRE, após seis meses de infecção 

ou havendo qualquer indício de sofrimento decorrente da infecção os animais devem 

ser eutanasiados. Todo animal que foi a óbito ou precisou ser eutanasiado foi 

submetido à necropsia. Para tanto, foi realizada uma incisão longitudinal no abdome 

para expor as vísceras abdominais, possibilitando a visualização do intestino e demais 

vísceras abdominais. Fragmentos de seus intestinos, vasos mesentéricos e fígados 

foram removidos imediatamente após a morte e foram submetidos à análise 

histopatológica e morfométrica.  
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Foram retirados fragmentos do intestino, vaso mesentérico e fígado e estes 

foram submetidos à análise histopatológica e morfométrica, sendo submetido a 

coloração pela técnica de hematoxilina e eosina. Nos cortes histológicos analisou-se 

o número de células inflamatórias no granuloma com a magnitude de 40x. A 

morfologia foi estudada através de microscopia óptica (quadro 1). Para tanto, foi 

utilizado um microscópio Nikon Eclipse E200 nos aumentos com magnitude de 10x e 

40x. As amostras foram avaliadas quanto do grau de lesão da túnica mucosa conforme 

a classificação modificada de CHIU e outros (LONGO; BALLANTYNE; GUSBERG, 

1992). 

 

Quadro 1. Classificação da morfologia intestinal de isquemia mesentérica. 

Classificação modificada de CHIU et al. 1970 

Grau 0 Mucosa sem alterações. 

Grau 1 Vilosidades bem constituídas, sem lise celular ou processo inflamatório, porém com 
formação do espaço subepitelial de Gruenhagen. 

Grau 2 Presença de lises celulares, formação do espaço subepitelial de Gruenhagen e 
espaçamento aumentado entre as vilosidades. 

Grau 3 Destruição da porção livre das vilosidades, presença de capilares dilatados e de 
células inflamatórias. 

Grau 4 Destruição estrutural das vilosidades, havendo apenas esboço de algumas, formadas 
por células inflamatórias e material necrótico, com hemorragia e ulceração glandular 

basal. 

Grau 5 Destruição de toda túnica mucosa, não mais sendo observado qualquer estrutura 
glandular, mas apenas material amorfo depositado sobre a tela submucosa. 

Fonte: adaptado de Chiu et al. (1970). 

 

As amostras também foram analisadas de acordo com a escala de isquemia 

aguda intestinal que caracteriza-se por três estágios. O estágio I é patologicamente 

caracterizado por necrose, erosão, ulcerações, edema e hemorragia localizadas na 

mucosa, esta etapa ainda é reversível. O estágio II representa a necrose que se 

estende para as camadas da submucosa e muscular própria e o estágio III que possui 

altos índices de mortalidade e compreende um envolvimento de todas as três 

camadas (JATOBÁ et al., 2008). 

Dividiu-se os óbitos em duas classes: isquemia mesentérica, quando foram 

identificados sinais macroscópicos de necrose em partes do intestino; e causa 
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desconhecida, quando não haviam sinais clínicos e/ou macroscópicos da causa morte 

ou quando o estado de conservação dos tecidos não permitissem a identificação da 

causa do óbito. As fezes foram coletadas e analisadas através da reação com 

peróxido de hidrogênio baseado no protocolo aplicado por Jatobá e outros, para a 

investigação de sangue oculto no material fecal (LINS et al., 2008).  

Realizou-se a documentação da data de óbito, data de infecção, linhagem da 

cepa de S. mansoni e causa da morte de todos os animais que foram a óbito e os 

dados foram tabulados no software Microsoft Excel 2013 e analisados através do 

Graphpad Prisma V6.  

 

4.2 Metodologia dos objetivos B a D. 

 

Foram utilizados 64 camundongos machos da linhagem Balb/c inbred, pesando 

inicialmente entre 20 e 25 gramas, com 4-6 semanas de idade e com condições gerais 

e de motricidade normais. O uso de camundongos machos reduz o número de animais 

necessários para o experimento, pois o ciclo estral das fêmeas pode alterar os testes 

comportamentais e sensitivos, exigindo um maior número amostral a fim de minimizar 

o viés causado pela alteração hormonal (TANNO; BIANCHI; MARCONDES, 2002). 

Os animais foram provenientes do biotério do IAM/FIOCRUZ, e foram mantidos em 

caixas padronizadas (4 animais por caixa), sob condições ideais de temperatura (22 

a 23°C), luminosidade (ciclos de 12 h de claro e 12 h de escuro) e receberam comida 

e água ad libitum. A Figura 5 ilustra a divisão dos grupos esforço físico e repouso com 

infecção por via percutânea (n=8), cada subgrupo (experimental e controle) continha 

8 animais e foi realizada duplicata. A taxa de mortalidade do modelo foi de 14,06%. 
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Figura 5. Divisão dos grupos do experimento por via percutânea com infecção estimada de 50 cercárias 
por animal. 

 
Fonte: O autor 

 

4.2.1 Infecção 

 

A infecção dos camundongos Balb/c (n=8) foi realizada pelo método de imersão 

(via percutânea) com uma réplica (Figura 5) e utilizando a linhagem LE de S. mansoni 

isolada de S. mansoni mantida no Laboratório de Esquistossomose. O método de 

imersão consiste em colocar os animais em um recipiente contendo uma quantidade 

mínima de água morna para que eliminem fezes e urina. Em seguida, foram colocados 

individualmente em frascos de vidro de boca larga, com furos na tampa contendo 50ml 

de água desclorada, quantidade suficiente para cobrir as patas e a cauda. Foram 

adicionadas 50 cercárias por um período de 60 minutos, sob fonte de luz artificial direta 

e temperatura de 25ºC (processo que facilita a penetração do parasito).  

A taxa de infecção em ambos os grupos foi definida como 50 cercárias/animal 

a partir do protocolo estabelecido no Serviço de Referência em Esquistossomose do 

IAM e através de um estudo de mortalidade prévio ao atual trabalho.  

Aos 60 dias pós infecção, as fezes de camundongos (10mg/animal) foram 

coletadas em gaiolas sem maravalha e revestidas com papel absorvente úmido para 

evitar o ressecamento das fezes. Os animais foram deixados nas gaiolas de uma a 

duas horas. Em seguida, foram enxugados com uma flanela para retirar a umidade e 

recolocados em suas gaiolas de origem. As fezes coletadas foram analisadas através 

do exame parasitológico pelo método de Kato-Katz, visando determinar a carga 

parasitária (ovos por grama de fezes – OPG) de cada animal pós-infecção (KATZ; 

CHAVES; PELLEGRINO, 1972). 
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4.2.2 Grupos 

 

Os animais foram agrupados em duas categorias: repouso e esforço físico. 

Após infecção, os grupos da categoria “repouso” não realizaram o teste de esforço 

físico, ao contrário da categoria “esforço físico” (Figura 6). Para esta etapa foi utilizado 

um aparato de treinamento de força isométrica padronizado para camundongos 

(KRUGER et al., 2013). Trata-se de uma estrutura retangular de alumínio com uma 

grade central de 8x5 cm. Com o instrumento na posição horizontal, o animal era 

colocado na grade, em seguida com o aparato posicionado na vertical, o camundongo 

segurava a grade com as patas dianteiras e traseiras. Este modelo de isometria simula 

o comportamento natural do animal em escalar e agarrar-se, possui baixo nível de 

estresse quando comparado aos testes de força usuais e o pesquisador possui maior 

controle das variáveis a serem analisadas (KRUGER et al., 2013). Foram realizadas 

três séries de três minutos com intervalo de um minuto entre cada, na frequência de 

três vezes semanais. 

 

Figura 6. Linha do tempo esquemática do experimento. 

 
Fonte: O autor 
 

4.2.3 Protocolo de treinamento físico 

 

Para o treinamento físico, foi utilizado um aparelho de treinamento de força 

isométrica padrão para camundongos (KRUGER et al., 2013). Trata-se de uma 

estrutura de alumínio retangular com uma grade central de 8x5 cm (Apêndice B). Com 
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o instrumento na posição horizontal, o animal foi colocado na grade e mantido com as 

patas dianteiras e traseiras. Esse modelo isométrico simula o comportamento natural 

do animal em escalar e agarrar, proporciona um baixo nível de estresse comparado 

aos testes de força usuais e permite ao pesquisador ter maior controle sobre as 

variáveis a serem analisadas (KRUGER et al., 2013). Foram realizados três vezes por 

semana três séries de exercícios de três minutos cada, com intervalos de um minuto 

entre elas. É preciso enfatizar que apenas os animais do grupo de esforço físico 

participaram desse estágio. 

 

4.2.4 Testes comportamentais 

 

Para caracterizar as alterações neurológicas entre os animais infectados com 

S. mansoni, todos os grupos foram submetidos a testes de sensibilidade mecânica, 

força muscular e desempenho motor, uma vez por semana. A sensibilidade mecânica 

foi avaliada por meio do analgesímetro digital (Insight®, Ribeirão Preto, SP, Brasil). A 

média aritmética das três aplicações do analgesímetro digital foi tomada como o limiar 

mecânico secundário e as diferenças (oscilações) nos valores entre os diferentes 

tempos do experimento foram avaliadas (GOPALKRISHNAN; SLUKA, 2000). 

A força muscular foi avaliada por meio do Grip Strength Meter (Insight®, São 

Paulo, SP, Brasil). O objetivo deste teste foi avaliar o tônus neuromuscular e/ou a força 

muscular dos membros anteriores e posteriores ao mesmo tempo ou separadamente. 

Alterações na força de preensão foram interpretadas como evidência de aumento ou 

diminuição da força muscular (ISHIYAMA et al., 2004; MAHMOOD et al., 2010). 

O Rota-rod (Insight®, São Paulo, SP, Brasil) foi utilizado para avaliar o 

desempenho motor. Rodou a velocidades constantes de 6 a 15 rotações por minuto 

(rpm) durante 120 segundos e depois durante mais 30 segundos a 18 rpm (SLUKA; 

KALRA; MOORE, 2001). Para resultados confiáveis, os animais foram treinados por 

dois dias antes da avaliação. A performance motora, em segundos, foi registrada 

como o tempo que a animal atingiu na esteira até a dificuldade em permanecer no 

cilindro rotatório, ou no máximo 150 segundos. 

Aos 90 dias após a infecção, todos os animais foram eutanasiados por meio do 

método químico de injeção de overdoses anestésicas. Parte da medula espinhal e do 
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cérebro foram analisadas por Nested PCR Convencional (NPCR) para investigar a 

presença de DNA parasita no tecido nervoso e através de Análise imuno-histoquímica 

para os anticorpos S. mansoni, GFAP, Iba1, IL1, TNF-α, TGF-β e IL10. 

 

4.2.5  Nested PCR 

 

Parte do cérebro e medula espinhal foram analisadas utilizando a NPCR 

formada pelo seguinte conjunto de primers externos: Schfo11 (5 '-

GTTACGATCAGGACCAGTGT-3') e Unvre16 (5 '-CCGGACATCTAAGGGCATCA-3'); 

e o seguinte conjunto de primers internos: Schfo17 (5'-GTGCTGGT 

GGGTTGACGAGTTC-3 ') e Schre19 (5' - CTAAACGAGCACAGAGGAC-3 '). Estes 

são específicos para S. mansoni, com exceção de Unvre16, que é uma região 

conservada de várias espécies (ABATH et al., 2002). O procedimento foi realizado de 

acordo com o protocolo descrito por Bruscky em 2016 (BRUSCKY et al., 2016). 

Após a anestesia, realizou-se perfusão transcardíaca utilizando 100 ml de 

solução salina tamponada com fosfato (PBS), a pH 7,2. O cérebro e a medula espinhal 

de cada animal foram imediatamente removidos e parte deste material foi fixado 

durante a noite em paraformaldeído a 4% (Sigma-Aldrich) em tampão fosfato 0,1 M 

(PBS), a pH 7 (fosfato monobásico e dibásico de sódio hepta-hidrato; Sigma-Aldrich). 

As amostras foram desidratadas em uma série de lavagens com etanol (Isofar 

Chemical Co., RJ, Brasil), clarificadas em xileno e embebidas em parafina (Merck, 

EUA). Secções com espessura de 5 μm foram cortadas usando um micrótomo RM 

2035 (Reichert S, Leica), reidratadas e tratadas com tampão citrato 20 mM (pH 6,0), 

a 100 ° C, por 30 min. A peroxidase endógena foi bloqueada por meio de peróxido de 

hidrogênio a 3% (H2O2) e as seções foram bloqueadas utilizando albumina de soro 

bovino a 1% (BSA, fração V) (Miles, Naperville, IL, EUA) por 1 h em temperatura 

ambiente. 

Todos os grupos foram incubados com os seguintes anticorpos primários 

policlonais de camundongo: GFAP (Novus Biological, número de catálogo NB300-141, 

EUA) a uma diluição de 1: 1000; IBA (Wako, número de catálogo 016-20001, EUA) a 

uma diluição de 1: 100; IL1-? (Genway, número de catálogo 18-732-292194, CA, EUA) 

a uma diluição de 1: 100; TNF-a (Peprotech, número de catálogo # 500-P64, EUA) a 
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uma diluição de 1:50; TGF-β (Abcam, número de catálogo ab66043, EUA) a uma 

diluição de 1:50; e IL10 (Abcam, número de catálogo: ab189392, EUA) a uma diluição 

de 1:50. 

O Anti-S. mansoni de camundongo foi obtido de camundongos infectados com 

uma carga parasitária de 96 ovos por grama de fezes. Da mesma forma, o Anti-S. 

mansoni de humano foi obtido de um paciente infectado com uma carga parasitária 

de 96 ovos por grama de fezes. 

Todos os anticorpos foram adicionados durante a noite a 4 ° C. Após a lavagem, 

os cortes foram incubados com anticorpo secundário conjugado à biotina por 1 h 

(DakoCytomation, Biotinylated Link Universal HRP; número de catálogo: K0690, CA, 

EUA), e foram então revelados utilizando 30-3-diaminobenzidina (DAB) com 

cromogénio. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Carrazi e foram 

montadas em Entellan (Merck, número de catálogo: 1079610100, EUA). A densidade 

de pixels foi medida em cinco áreas coradas utilizando o software GIMP 2.10.4 

(software GNU Image Manipulation Program, CNET Networks, Inc., Austrália). 

 

4.2.6 Análise Estatística 

 

Para a imuno-histoquímica, a densidade de pixels foi medida em cinco áreas 

coradas usando o software (GIMP 2.10.4). Os testes neurofuncionais e 

imunohistoquímica foram analisados através do software GraphPad Prism V7.0 (San 

Diego, CA, EUA). O two-way ANOVA fez comparações múltiplas entre os grupos dos 

testes neurofuncionais e a análise do teste T foi usada para comparar os grupos da 

imunohistoquímica. Os resultados foram expressos como média ± DP. Todas as 

análises foram realizadas com valor de p <0,05 significância estatística. 

 

4.2.7 Considerações éticas 

 

Todos os estudos in vivo foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais do IAM (nº 89/2015/ Anexo A) e seguiram estritamente as normas vigentes 

estabelecidas pela Comissão de Ética no Uso de Animais do IAM e cumpriu todas as 

exigências da “Lei Arouca” (Lei 11.794, de 08.10.2008) e normativas do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA).  
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5 RESULTADOS 

 

Para melhorar o entendimento dos resultados encontrados e compreensão dos 

momentos do trabalho os resultados foram divididos de acordo com os objetivos. 

 

5.1 Resultados do objetivo A 

 

A primeira parte do trabalho na qual foi investigada qual a principal causa de 

morte dos animais infectados com S. mansoni (objetivo A) foi publicada e os 

resultados e discussão estão no artigo em anexo (Apêndice C). 

 

5.2 Resultados dos objetivos B, C e D 

 

Inicialmente, os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle de 

repouso, controle do esforço físico, repouso infectado e esforço físico infectado. Os 

resultados obtidos com o Grip Strength Meter (avaliação da força muscular) indicaram 

que não houve diferenças significativas entre os grupos estudados (Figura 7A). Da 

mesma forma, o desempenho motor avaliado pelo teste Rota-Rod não mostrou 

diferenças significativas entre os grupos (Figura 7B). Em relação à sensibilidade da 

pata, nas análises utilizando o analgesímetro digital, os grupos tiveram desempenho 

semelhante (Figuras 7C, D, E, F). Assim, os resultados obtidos indicaram que o 

esforço físico não influenciou no aparecimento dos sintomas da 

neuroesquistossomose. 
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Figura 7. Testes neurofuncionais ao longo do tempo. 

 
Fonte: O autor 
Legenda: A. Comparação das variações na força muscular ao longo do tempo. B: Comparação das 
variações no desempenho do motor ao longo do tempo. C: Comparação das variações na sensibilidade 
da pata dianteira direita ao longo do tempo. D: Comparação das variações na sensibilidade da pata 
dianteira esquerda ao longo do tempo E: Comparação das variações na sensibilidade da pata traseira 
direita ao longo do tempo. F: Comparação das variações na sensibilidade da pata traseira esquerda ao 
longo do tempo. Os resultados são expressos como média ± desvio padrão de dez animais diferentes 
por grupo (Two-way ANOVA). 
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5.2.1 Diagnóstico molecular de S. mansoni 

 

A fim de confirmar que o esforço físico não influenciou o desenvolvimento da 

neuroesquistossomose, realizamos NPCR para detectar o DNA de S. mansoni no 

sistema nervoso central. Quatro animais do grupo de animais infectados em repouso 

e três do grupo de esforço físico infectado foram positivos para a presença de DNA 

de S. mansoni no cérebro e na medula espinhal. Esses dados corroboram o achado 

de que o esforço físico não influenciou o desenvolvimento da neuroesquistossomose 

(Figura 8). Curiosamente, apesar de sete animais do total de 23 animais (30,43%) 

apresentarem DNA de S. mansoni no sistema nervoso central, nenhum deles 

desenvolveu sintomas de neuroesquistossomose. 

Figura 8. NPCR para detectar DNA de S. mansoni no sistema nervoso central. 

 
Fonte: O autor 
Legenda: M: marcador molecular; 1: controle positivo; 2: controle negativo; 3: medula espinhal do grupo 
esforço físico; 4: medula espinhal do grupo repouso; 5: medula espinhal do grupo repouso; 6: cérebro 
do grupo repouso; 7: cérebro do grupo repouso; 8: medula espinhal do grupo repouso (o mesmo animal 
que em 7); 9: medula espinhal do grupo esforço físico; 10: cérebro do grupo de esforço físico; B. As 
diferenças entre os números de animais negativos e positivos nos grupos de descanso e esforço físico. 
(+) Animal positivo NPCR. (-) animal negativo NPCR. 
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A fim de excluir a possibilidade de quaisquer falsos positivos de DNA de S. 

mansoni obtidos da NPCR, análises imunohistoquímicas específicas foram realizadas 

para antígenos de S. mansoni no cérebro e medula espinhal. Amostras de fígado de 

animais infectados com S. mansoni e controles foram usadas como controles positivo 

e negativo, respectivamente. Usamos soro de um paciente infectado (com uma carga 

parasitária de 96 ovos por grama de fezes), a fim de excluir a possibilidade de não-

especificidade da imunodetecção. As amostras de fígado de controle não mostraram 

qualquer marcação (Figura 9A), enquanto que o grupo infectado com S. mansoni 

mostrou imunorreactividade evidente, principalmente dentro de células de Kupffer em 

redor de ovos de S. mansoni (Figura 9B). Resultados semelhantes foram obtidos 

quando usamos soro obtido de camundongos infectados com S. mansoni (com uma 

carga parasitária de 96 ovos por grama de fezes) (Figuras 9C e D). Cérebro e 

amostras de medula espinhal que tinham sido encontrados para ser positivo para S. 

mansoni e negativo em NPCR DNA análises foram então avaliadas por meio de 

análise imuno-histoquímica. Apenas as amostras positivas para S. mansoni de 

análises de DNA de NPCR mostraram marcação positiva para antígenos de S. 

mansoni no cérebro e no material da medula espinhal, com uma reação 

impressionante dentro da micróglia (Figuras 9E, F, G e H). 
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Figura 9. Análise imunohistoquímica para S. mansoni em tecido hepático do grupo controle.  
(continua) 
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Figura 9. Análise imunohistoquímica para S. mansoni em tecido hepático do grupo controle.  
(conclusão) 

 
Fonte: O autor 
Legenda: (A) e grupo experimental (B) utilizando soro de paciente humano infectado com carga 
parasitária de 96 ovos por grama de fezes. C e D. Análise imuno-histoquímica para S. mansoni em 
tecido hepático do grupo controle (C) e experimental (D) utilizando soro de camundongos infectados 
com carga parasitária de 96 ovos por grama de fezes. E e F. Análises imuno-histoquímicas para S. 
mansoni em tecido cerebral do grupo experimental com resultado negativo para PCR (E) e grupo 
experimental com resultado positivo para PCR (F) utilizando soro de camundongos infectados com uma 
carga parasitária de 96 ovos por grama de fezes. G e H. Análise imuno-histoquímica para S. mansoni 
em tecido medular do grupo experimental com resultado negativo para PCR (G) e grupo experimental 
com resultado positivo para PCR (H) usando soro de camundongos infectados com uma carga 
parasitária de 96 ovos por grama de fezes. Ovos de S. mansoni (setas pretas curtas); Células de Kupffer 
(cabeças de setas); microglia (setas pretas finas). Barra de escala = 20 μm. 

 

Assim, como os dados analisados a partir dos testes comportamentais, 

diagnósticos moleculares e ensaios imunohistoquímicos demonstraram que o esforço 

físico não influenciou no desenvolvimento da neuroesquistossomose, os animais 

foram agrupados em grupos "DNA positivo para S. mansoni" e "não-infectado". 

 

5.2.2 Resposta neuroinflamatória 
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O próximo passo foi investigar se havia algum processo inflamatório nos 

animais com neuroesquistossomose. Os astrócitos são importantes marcadores 

inflamatórios no SNC, pois são altamente reativos a qualquer ataque ao SNC, através 

de um processo chamado astrogliose reativa (SOFRONIEW; VINTERS, 2010). A 

GFAP é um constituinte proteico do citoesqueleto de astrócitos que, quando ativado, 

superexpressa a GFAP em filamentos espessos e alongados (ENG; GHIRNIKAR; 

LEE, 2000). Os dados imunohistoquímicos revelaram que os astrócitos no grupo não 

infectado mostraram um fenótipo normal e uma expressão de linha de base de GFAP 

no tecido do cérebro e da medula espinhal. Em contraste, nas amostras de cérebro e 

medula espinhal com DNA positivo de S. mansoni, os processos astrocíticos foram 

mais espessos e mais intensamente rotulados para GFAP, indicando assim a 

astrogliose reativa (Figura 10A), que foi confirmada por análises densitométricas de 

pixels (Figuras 10B e C). 

 

Figura 10. Análise imunohistoquímica de GFAP no cérebro e medula espinhal. 

 
Fonte: O autor 
Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcação imunohistoquímica de GFAP. B. Análise 
densitométricas de GFAP no cérebro. C. Análise densitométrica de GFAP na medula espinhal. Os 
resultados são expressos como média ± desvio padrão de cinco animais diferentes por grupo (testes t 
de Student não pareados). Barra de escala = 50 μm. 

 



45 
 

 
 

Outro marcador importante foi o IBA, que é uma proteína cuja expressão é 

restrita à micróglia (OHSAWA et al., 2004). Quando o cérebro está lesionado ou 

doente, a microglia muda de um estado ativo para um estado de repouso, migra para 

o local da lesão, prolifera e libera várias citocinas pró-inflamatórias e se torna 

fagocítica (KREUTZBERG, 1996; RAIVICH et al., 1999). Nenhuma diferença 

estatisticamente significativa foi observada nas amostras de cérebro (Figura 11B). Em 

contraste, o tecido da medula espinal de camundongos infectados com S. mansoni 

mostrou microglia que foram intensamente marcados com IBA (Figuras 11A e C), 

indicando assim a presença de microgliose reativa. 

 

Figura 11. Análise imunohistoquímica de IBA no cérebro e medula espinhal.  

Fonte: O autor 
Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcação imunohistoquímica de IBA B. Análise 
densitométrica de IBA no cérebro. C. Análise densitométrica de IBA na medula espinhal. Os resultados 
são expressos como média ± desvio padrão de cinco animais diferentes por grupo (testes t de Student 
não pareados). Barra de escala = 50 μm. 

 

Embora IL1-β e TNF-α sejam importantes citocinas pró-inflamatórias, no SNC 

têm outro papel fisiológico (WANG et al., 2015). Não foram observadas diferenças 

estatísticas entre os grupos em relação à análise imunohistoquímica para IL1-β 

(Figura 12). Por outro lado, os grupos de DNA positivos para S. mansoni mostraram 
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reduções significativas na imunoexpressão de TNF-α, tanto na medula espinhal 

quanto no tecido cerebral (Figura 13). 

 
Figura 12. Análise imunohistoquímica de IL-1 no cérebro e medula espinhal.  

 
Fonte: O autor 

Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcação imunohistoquímica para IL-1. B. Análise 
densitométrica de IL-1 no cérebro. C. Análise densitométrica de IL-1 na medula espinhal. Os resultados 
são expressos como média ± desvio padrão de cinco animais diferentes por grupo (testes t de Student 
não pareados). Barra de escala = 50 μm. 
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Figura 13. Análise imunohistoquímica de TNF-α no cérebro e medula espinhal.  

Fonte: O autor 
Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcação imunohistoquímica para TNF-α. B. 
Análises densitométricas de TNF-α no cérebro. C. Análise densitométrica de TNF-α na medula 
espinhal. Os resultados são expressos como média ± desvio padrão de cinco animais diferentes por 
grupo (testes t de Student não pareados). Barra de escala = 50 μm. 

 

TGFβ e IL10 são citocinas envolvidas em doenças inflamatórias crônicas. A 

imunomarcação para TGFβ não mostrou qualquer diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos (Figura 14), enquanto o grupo de DNA positivo para S. 

mansoni mostrou expressão elevada de IL10 nos neurônios da medula espinhal, em 

comparação com o grupo não infectado (Figura 15). Esses dados indicaram que o 

DNA positivo para S. mansoni apresentou um perfil crônico de citocinas. 
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Figura 14. Análise imunohistoquímica de TGF-β no cérebro e na medula espinhal.  

 
Fonte: O autor 
Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcação imunohistoquímica para TGF-β B. 
Análise densitométrica de TGF-β no cérebro. C. Análise densitométrica de TGF-β na medula espinhal. 
Os resultados são expressos como média ± desvio padrão de cinco animais diferentes por grupo (testes 
t de Student não pareados). Barra de escala = 50 μm. 
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Figura 15. Análise imunohistoquímica de IL-10 no cérebro e medula espinhal.  

 
Fonte: O autor 
Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcação imunohistoquímica para IL-10. B. 
Análise densitométrica de IL-10 no cérebro. C. Análise densitométrica de IL-10 na medula espinhal. Os 
resultados são expressos como média ± desvio padrão de cinco animais diferentes por grupo (testes t 
de Student não pareados). Barra de escala = 50 μm. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A primeira questão que foi investigada no presente estudo foi se o esforço físico 

poderia estar relacionado ao desenvolvimento da neuroesquistossomose no modelo 

murino. Embora menos frequente, os ovos de S. mansoni podem entrar na medula 

espinhal através da circulação do plexo avalvular de Batson (FERRARI; MOREIRA; 

CUNHA, 2008). O sistema nervoso também pode ser embolizado pela circulação 

sistêmica por meio da migração anterógrada do ovo devido a anastomoses 

portopulmonares, como resultado da hipertensão portal (FERRARI, 2004; 

KATCHANOV; NAWA, 2010; PITTELLA, 1997). Acredita-se que a 

neuroesquistossomose seja facilitada pelo aumento da pressão intra-abdominal, 

principalmente pelo uso da manobra de Valsalva, que é comumente realizada em 

situações de alto esforço físico. Portanto, investigamos se o esforço físico pode 

influenciar o surgimento da neuroesquistossomose. Os resultados obtidos por meio 

de testes de sensibilidade mecânica, força muscular e desempenho motor indicaram 

que os esforços físicos não influenciaram o aparecimento dos sintomas da 

neuroesquistossomose. Estes resultados foram confirmados por PCR Nested para 

detectar DNA de S. mansoni no sistema nervoso central. 

A NPCR demonstrou que alguns animais cronicamente infectados 

apresentaram DNA de S. mansoni no sistema nervoso central. No entanto, nenhum 

desses animais desenvolveu sintomas de neuroesquistossomose, como avaliado 

através de testes neurofuncionais. Curiosamente, os casos clínicos de mielopatia 

aguda sintomática não foram correlacionados com as formas mais crônicas de 

esquistossomose (FERRARI; MOREIRA; CUNHA, 2004; SCRIMGEOUR; 

GAJDUSEK, 1985). Em contraste, sabe-se que formas assintomáticas de 

neurossistocitose cerebral são freqüentemente associadas a formas crônicas da 

doença. Além disso, Pitella e Lana-Peixoto (1981) investigaram os cérebros de 46 

pacientes com esquistossomose mansoni crônica e identificaram ovos em 12 cérebros 

(26%). (PITTELLA; LANA-PEIXOTO, 1981). Essa alta frequência de 

neuroesquistossomose-assintomática assintomática foi confirmada pelos presentes 

resultados, uma vez que 30,43% dos animais cronicamente infectados apresentaram 

DNA de S. mansoni no sistema nervoso central. 
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Outra questão que precisa ser mencionada é o tipo de lesão nervosa e sua 

influência na função motora. A motricidade é produzida através de uma rede complexa 

e adaptativa de tratos neuronais e vias de reflexo, juntamente com circuitos geradores 

de padrões. Todos esses mecanismos interferem diretamente na plasticidade neural 

e com sistemas altamente compensatórios (HURD; WEISHAUPT; FOUAD, 2013). Os 

animais são frequentemente capazes de compensar ou até mesmo de reaprender 

tarefas ou comportamentos. Nos mamíferos, o mecanismo de preensão funciona 

através das fibras corticospinais e / ou do trato espinhal (KANAGAL; MUIR, 2007; 

MORRIS et al., 2011; STACKHOUSE; MURRAY; SHUMSKY, 2008). 

Previamente, desenvolvemos um modelo de mielorradiculopatia para 

esquistossomose e observamos que, mesmo após a inoculação direta dos ovos de S. 

mansoni na medula espinhal de ratos Wistar, as alterações sensoriais e motoras não 

foram suficientes para afetar a funcionalidade dos animais, indicando a possibilidade 

de alta neuroplasticidade pode existir (CARVALHO et al., 2017). Outros autores 

mostraram que, mesmo em situações de lesões mecânicas da medula espinhal, a 

recuperação das funções comportamentais geralmente ocorre além da primeira 

semana após a lesão e, portanto, nenhum estímulo constante é necessário para ativar 

a função neural (BAREYRE et al., 2004). Portanto, no presente estudo, além da 

possibilidade de os animais terem a forma assintomática da doença, o mecanismo de 

plasticidade pode ter prevalecido e impedido a apresentação de sinais e sintomas. 

Existe, portanto, a possibilidade de que, mesmo com um padrão assintomático, 

os ovos possam ter se alojado no tecido nervoso e liberado antígenos, 

desencadeando uma cascata inflamatória. Existem agora evidências mostrando que 

imunocomplexos contendo antígenos estão presentes no líquido cefalorraquidiano de 

pacientes com esquistossomose espinhal (BRUSCKY et al., 2016; FERRARI et al., 

2011). Embora processos patológicos possam comprometer o desempenho da 

barreira hematoencefálica, a passagem de moléculas grandes não se tornaria 

possível. Portanto, imunocomplexos detectados no sistema nervoso central seriam 

decorrentes de processos inflamatórios locais e não de inflamação sistêmica 

(FERRARI et al., 2011). Os dados apresentados mostraram que apenas os tecidos do 

cérebro e medula espinhal com DNA positivo para S. mansoni mostraram reatividade 

aos antígenos de S. mansoni em ensaios imunohistoquímicos. Esses resultados 
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sugerem que, embora não tenha sido possível identificar ovos de S. mansoni no SNC, 

foram liberados antígenos que puderam ser identificados com imunomarcadores. 

Em relação à resposta imune, sabe-se que a esquistossomose apresenta uma 

reação devido ao estágio de desenvolvimento do granuloma, uma vez que sequestra 

antígenos secretados pelos ovos, prevenindo uma resposta inflamatória 

descontrolada e dano tecidual. Esse processo envolve eosinófilos, linfócitos T CD4 e 

monócitos, com evolução de uma resposta do perfil Th1 para uma resposta de 

citocinas Th2 (GRYSEELS, 2012; PEARCE, 2005; WYNN et al., 2004). Através dos 

resultados apresentados, sinais claros de inflamação foram detectados no SNC, no 

entanto, é necessário saber qual é o perfil de citocinas relacionadas à 

neuroesquistossomose murina. Em um estudo desenvolvido por Ferrari et al., 2006 os 

níveis de IL-1, IL-4, IL-6 e IL-10 foram significativamente elevados no líquido 

cefalorraquidiano e no soro de pacientes com esquistossomose medular, mas apenas 

IL-1 e IL -10 níveis foram elevados no soro (FERRARI et al., 2006). 

É importante discutir o perfil inflamatório apresentado pelos animais com 

neuroesquistossomose. Após o dano tecidual, a ação dos macrófagos M1 facilita a 

cascata inflamatória e ajuda na remoção de detritos do local da lesão. Posteriormente, 

os macrófagos M2 podem realizar o reparo. Nesta fase, ocorre a elevação de citocinas 

imunossupressoras. A IL-10 é aquela que se torna altamente elevada nesse estágio 

(GALLI; BORREGAARD; WYNN, 2011; MOSSER; EDWARDS, 2008; VAN ASSCHE 

et al., 2011). Quando a doença se torna crônica, a fase de remodelação começa. Este 

é dominado principalmente pelo TGFβ e CD206 (LECH; ANDERS, 2013; NOVAK; 

KOH, 2013). No presente estudo, a alta imunoexpressão de IL10 indicou a presença 

de um processo inflamatório crônico, embora a expressão de TGFβ não tenha sido 

elevada nos animais com DNA positivo para S. mansoni. Isso provavelmente sugere 

que o processo de remodelação do tecido está em uma fase inicial. 

A IL-1β é geralmente conhecida como uma citocina pró-inflamatória. É 

principalmente produzido por monócitos, macrófagos e células dendríticas. No 

entanto, há evidências de que ele apoia a plasticidade sináptica e a transmissão 

neural, o que amplia seu papel de mediador inflamatório para um neuromodulador 

importante (VITKOVIC; BOCKAERT; JACQUE, 2001). No SNC, a IL-1β apresenta 

níveis basais, que podem ser supra-regulados em resposta a inflamação sistêmica, 
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dano cerebral isquêmico e infecções. Desempenha um papel como importante 

mediador inflamatório (MARTIN, 1995). O SNC é composto por até cinco tipos 

diferentes de células (células endoteliais, astrócitos, microglia, oligodendrócitos e 

neurônios que podem produzir IL-1β. Entretanto, a microglia é a principal fonte de 

produção dessa citocina em situações de inflamação (PINTEAUX; TROTTER; SIMI, 

2009). Seus efeitos auxiliam na angiogênese e na plasticidade dos vasos, pois 

induzem a produção do fator de crescimento endotelial vascular pelos astrócitos 

(ARGAW et al., 2006) e também induzem a astrogliose (JOHN et al., 2004). 

Em condições fisiológicas, o TNF-α circula em níveis baixos no SNC e exerce 

um papel excitatório nele (BOULANGER, 2009). Além desse papel excitatório, o TNF-

α ativa a micróglia e os astrócitos, mediados por lesão, regulação da permeabilidade 

da barreira hematoencefálica, respostas febris, transmissão glutamatérgica e 

plasticidade sináptica (BEATTIE et al., 2002; CHUNG et al., 2005; LEON, 2002; 

SEDGWICK et al., 2000). Além disso, citocinas antiinflamatórias incluindo IL-10, IL-13 

e IL-4 podem inibir a produção de TNF-α (GERARD, 1993; MALEFYT et al., 1991). O 

fato de que IL1-β e TNF-α não apresentaram expressão significativa em DNA positivo 

para S. mansoni indica que a resposta imunológica não apresentou perfil Th1. 

A IL-10 inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias na micróglia e, 

consequentemente, protege os astrócitos dos efeitos prolongados da inflamação 

(BALASINGAM; WEE YONG, 1996; LEDEBOER et al., 2002). Além disso, a IL-10 

derivada da microglia aumenta a produção de TGF-β pelos astrócitos, que se alimenta 

como atenuante da ativação da microglia, atuando assim como um mediador principal 

de crosstalk entre microglia e astrócitos (NORDEN et al., 2014). Encontramos elevada 

expressão de IL-10 nos animais com DNA positivo para S. mansoni, caracterizando 

infecção por um perfil inflamatório crônico. 

Pacientes com lesão medular traumática expressam níveis de RNAm de TGFβ 

que podem ser correlacionados com os resultados observados entre animais 

experimentais (LAGORD; BERRY; LOGAN, 2002; MCTIGUE et al., 2000). Um estudo 

clínico conduzido por Buss em 2008, demonstrou que após a lesão traumática da 

medula espinhal, os níveis de TGFβ permaneceram regulados positivamente em 

neurônios, astrócitos e macrófagos invasores. Eles mostraram imunorreatividade 24 

dias após a lesão e permaneceram elevados por cerca de um ano em macrófagos e 
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astrócitos (BUSS et al., 2008). Curiosamente, no presente estudo, não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos, o que possivelmente pode ser 

explicado pela imunorreatividade diferencial específica da espécie. 

Em geral, a neuroesquistossomose ocorre na fase crônica da esquistossomose 

e, portanto, pode-se esperar que um perfil Th2 seja prevalente. Isso foi demonstrado 

em um estudo clínico conduzido por Ferrari et al. (2006) em que líquido 

cefalorraquidiano e soro apresentaram baixos níveis de TNF-α e IFN-γ, enquanto IL-

4 e IL-10 foram suprarregulados (FERRARI et al., 2006). No entanto, não foi possível 

indicar a partir destes resultados se a inflamação sistêmica interferiu na resposta 

imune local, ou vice-versa, através da barreira hematoencefálica (BHE). É importante 

ressaltar que a BHE é altamente seletiva: nem todas as citocinas são transportadas e 

as taxas de passagem dependem da região e das circunstâncias patognomônicas 

(BANKS, 2005). Os presentes resultados corroboram essas observações prévias, 

uma vez que as citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, apresentaram baixa 

expressão, enquanto a citocina anti-inflamatória IL-10 apresentou níveis elevados. 

Esses achados sugerem que houve uma mudança inflamatória para uma resposta 

imune do tipo 2, que provavelmente ocorre localmente na patogênese da 

neuroesquistossomose.  
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7 CONCLUSÃO 

O primeiro momento do estudo mostrou que a principal causa de óbito precoce 

na infecção murina por S. mansoni é a isquemia mesentérica, além de auxiliar a 

delimitação da carga parasitária a ser utilizada na infecção do segundo momento, 

diminuir a mortalidade, reduzir o número de animais por experimento, recursos 

financeiros e operacionais.  

Este trabalho foi o primeiro estudo a demonstrar experimentalmente que a 

neuroesquistossomose não é influenciada pelo esforço físico. Além disso, verificou-se 

um percentual de 30,43% de animais com neuroesquistossomose. Todos os animais 

foram assintomáticos sua resposta inflamatória característica tende a um perfil Th2.  

Este trabalho gera o questionamento se realmente o exercício físico e a 

manobra de Valsalva influenciam o surgimento da neuroesquistossomose em 

humanos, pois até o momento esta hipótese é sustentada por inferências que atrasam 

a intervenção fisioterapêutica e pioram o prognóstico dos pacientes acometidos por 

esta afecção. Novos estudos são necessários para identificar e compreender as vias 

biológicas da neuroesquistossomose e promover o desenvolvimento de seu 

diagnóstico precoce. 
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