FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO AGGEU MAGALHAES

Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude

Tiago Pinheiro Vaz De Carvalho

ESTUDO EXPERIMENTAL DA NEUROESQUISTOSSOMOSE: AVALIACAO DA
RESPOSTA MORFOFISIOPATOLOGICA

Recife
2019



Tiago Pinheiro Vaz De Carvalho

ESTUDO EXPERIMENTAL DAS FORMAS ECTOPICAS DA
ESQUISTOSSOMOSE: AVALIACAO DA RESPOSTA MORFOFISIOPATOLOGICA

Tese apresentada ao Curso de Doutorado
em Biociéncias e Biotecnologia em Saude
do Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacao
Oswaldo Cruz, como requisito para a

obtencéo do titulo em Doutor em Ciéncias.

Orientadoras: Dra. Constanca Clara Gayoso Simdes Barbosa.
Dra. Christina Alves Peixoto

Dra. Elainne Christine de Souza Gomes

Recife
2019



Catalogacéo na fonte: Biblioteca do Instituto Aggeu Magalhées

C331le Carvalho, Tiago Pinheiro Vaz.

Estudo experimental da
neuroesquistossomose: avaliagdo da resposta
morfofisiopatoldgica / Tiago Pinheiro Vaz Carvalho.
- Recife: [s.n.], 2019.

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

Tese (Doutorado em  Biociéncias e
Biotecnologia em Salde) - |Instituto Aggeu
Magalh&es, Fundacdo Oswaldo Cruz, 2019.

Orientadoras: Constanca Clara Gayoso Sim&es
Barbosa, Christina Alves Peixoto, Elainne Christine
de Souza Gomes.

1. Neuroesquistossomose. 2. Schistosoma
mansoni. 3. Modelos Animais. 4. Medidas da dor. .
Barbosa, Constanca Clara Gayoso Simdes. Il
Peixoto, Christina Alves. Ill. Gomes, Elainne
Christine de Souza. IV. Titulo.

CDU 616.995.122




Tiago Pinheiro Vaz De Carvalho

ESTUDO EXPERIMENTAL DAS FORMAS ECTOPICAS DA
ESQUISTOSSOMOSE: AVALIACAO DA RESPOSTA MORFOFISIOPATOLOGICA

Tese apresentada ao Curso de Doutorado
em Biociéncias e Biotecnologia em Saude do
Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacao
Oswaldo Cruz, como requisito para a

obtencao do titulo em Doutor em Ciéncias.

Data de Aprovacéo: 08 /03 /2019

Banca Examinadora

Dra. Clarice Neuenschwander Lins de Morais Dra. Sheilla Andrade de Oliveira
Instituto Aggeu Magalhédes - FIOCRUZ Instituto Aggeu Magalhédes - FIOCRUZ
Dra. Karina Concei¢do G. Machado de Araujo Dra. Amanda Karolina Soares e Silva

Universidade Federal de Sergipe - UFS Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Dra. Christina Alves Peixoto
Instituto Aggeu Magalhées - FIOCRUZ



AGRADECIMENTOS

Qual o motivo de se realizar um doutorado e por que sua duracdo é tao
extensa? N&o é porque se realiza um projeto mais elaborado, ou muitas vezes mais
caro, o motivo de verdade é para que vocé conhec¢a mais pessoas e adquira mais

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

O inicio de minha trajetoria nesta pds-graduacao coincidiu também com a
revelacdo de um Pai que ndo conhecia tdo bem: Deus. Obrigado por todas as
experiéncias vivenciadas nesses quatro anos, mesmo eu fugindo de ti, vocé sempre
me aparou e me mostrou uma nova maneira de compreender a vida. Dentre tantas
coisas boas, vocé me apresentou minha esposa Cecilia Quintella, a quem devo
imensa gratiddo, compartilhamos muitas experiéncias boas e ruins e ndo ha duavida
que seu amparo foi chave para mim. Agradeco também por minha familia, pecas
chave para a formacéo de meu carater e constru¢cdo dos meus principios. Minha mae
Simone Pinheiro, meu Pai Ney Carvalho, Tia Silvana Pinheiro, Avos José Pinheiro e
Maria Anita Bispo e irma Bruna Carvalho, saibam que nossa distancia € apenas fisica,

mas meu pensamento esta e estara sempre com VOCEs.

Ha também a familia adquirida, agradeco a todos do Instituto Aggeu Magalhées
que participaram desta jornada: toda a turma BBS de 2015, ao laboratério de
esquistossomose, ao laboratdrio de ultraestrutura, ao biotério experimental, programa
de po6s graduacdo em BBS e todos os funcionarios que fazem esta instituicao
funcionar. Obrigado também as minhas orientadoras Constanca Barbosa, Christina
Peixoto e Elainne Gomes por acreditarem em mim e tornarem este sonho possivel,

sou grato por todo o conhecimento passado por vocés.

Diante de tudo eu me questiono: qual o real valor de um doutorado? N&o € o
titulo, status ou auxilio financeiro temporario, mas sim o desejo de mudar a sociedade,
de ajudar o proximo com seu conhecimento adquirido, formar cidaddos e pela

convivéncia com pessoas, isso sim vale a pena. Irmaos, os levarei comigo aonde for.

Obrigado a todos!



“Para ser sabio, € preciso primeiro temer a
Deus, o0 SENHOR. Os tolos desprezam a
sabedoria e ndo querem aprender.”

Provérbios 1:7.



CARVALHO, Tiago Pinheiro Vaz. Estudo experimental da neuroesquistossomose:
avaliacdo da resposta morfofisiopatolégica. 2019. Tese (Doutorado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacao
Oswaldo Cruz, Recife, 2019.

RESUMO

Este é o primeiro estudo realizado para analisar se existe alguma relacdo entre o
esforco fisico e o surgimento da neuroesquistossomose, através de avaliacdes
clinicas, moleculares e imunologicas. O estudo foi dividido em dois momentos: o
primeiro investigou a causa de 6bitos dos camundongos infectados com S. mansoni,
ja o segundo aborda o modelo de neuroesquistossomose em camundongos baseado
em esforgos fisicos. O primeiro momento revelou que em um periodo de oito meses,
60% dos 6bitos foram decorrentes de isquemia mesentérica e por isso reduziu a carga
parasitaria infecciosa dos camundongos para aumentar sua sobrevida. Ja no segundo
momento utilizou-se 64 camundongos Balb/c inbred machos divididos em quatro
grupos (n=16) de acordo com a presenca ou auséncia de infeccao por S. mansoni e
realizacdo de esforco fisico ou repouso. Aplicou-se o protocolo de esforco fisico nos
animais do grupo “esforgco fisico” e analisou-se a sensibilidade tatil, forca e
desempenho motor de todos os animais. ApGs a 132 semana 0 sistema nervoso
central (SNC) foi analisado pela imuno-histoquimica (anti S. mansoni, GFAP, IBA, IL1,
IL10, TNF-a e TGF-B) e a investigacdo de DNA do parasito através da Nested PCR
conventional. Os testes neurofuncionais e imunohistoquimicos foram analisados
através do software GraphPad Prism V7.0 considerando o valor de p <0,05. Os testes
comportamentais ndo evidenciaram sintomas clinicos de neuroesquistossomose em
animais submetidos a esforc¢o fisico 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 marcacgao positiva para antigenos de S. mansoni
no SNC, com uma evidente reacdo microglial, niveis elevados de IL-10 e diminui¢cdo
da expressao de TNF-a. Este estudo demonstrou que neuroesquistossomose néo
depende do esforco fisico, € amplamente assintomatica e tende a apresentar um perfil
de resposta imune Th2.

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



CARVALHO, Tiago Pinheiro Vaz. Experimental study of neuroschistosomiasis:
evaluation of the morphophysiopathological response. 2019. Thesis (Doctor’s
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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-a and
TGF-B) 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-a. 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 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria grave, de veiculacdo hidrica e
evolucdo cronica e ocorre em areas tropicais e subtropicais, sobretudo em
comunidades com precarias condicbes de abastecimento de agua e esgotamento
sanitario. Trata-se de uma das doencas parasitarias mais prevalentes no mundo
(ZHANG et al., 2010). Pernambuco é um dos estados mais endémicos do pais com
prevaléncias de até 80% e evidéncias sugerem a expansdo 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 ectopicas, incluindo aquelas que comprometem o sistema
nervoso central (SNC), apontada como uma das principais causas entre as
mielopatias ndo traumaticas. As formas clinicas neurolégicas, em que o sistema
nervoso é comprometido pelo S. mansoni estdo entre as mais graves da doenca
(STEINMANN et al., 2006).

Acredita-se que o aparecimento de formas ectdpicas da esquistossomose no
SNC seja facilitado pelo aumento da pressédo intra-abdominal. Isso ocorre
principalmente pelo uso da manobra de Valsalva, que é caracterizada pela
compressdo da expiracao forcada com a glote fechada. Isso aumenta a pressao
intratoracica, elevando a pressao arterial e a frequéncia cardiaca momentaneamente
(DAWSON, 1943). Essa manobra é comumente realizada em momentos de alto
esforco fisico, defecacao, tosse e etc. Até o momento ndo ha nenhum estudo que
comprove 0 surgimento na neuroesquistossomose com a realizagdo de manobra de

Valsalva.

A lesdo neurolégica na medula, mais conhecida como Mielorradiculopatia
Esquistossomoética (MRE) € uma lesdo neuroldgica parcial e ndo traumatica e, a
depender do local em que os ovos se instalam, diversos sintomas e incapacidades
podem ocorrer, em sua grande maioria, a triade inicial permanece e surgem sintomas
como a disfuncdo vesical, déficit de forca em MMIl e impoténcia 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 ectopicas, tem-se realizado estudos em animais com
a infeccdo pelo S. mansoni (OLIVEIRA et al., 2004). Diversos estudos foram
realizados na tentativa de desenvolver um modelo experimental viavel, entretanto,
nenhum conseguiu compreender o surgimento das formas ectépicas (FIORE; ALOE,
2001; SILVA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2002). Em 2017 um grupo brasileiro iniciou
pesquisas que correlacionaram as alteracdes histologicas no SNC com alteracdes
guantitativas na motricidade e sensibilidade. Para a obtencdo de dados quantitativos
da avaliacéo clinica, foi necessaria a utilizacdo de equipamentos para a mensuracao
das variaveis sensibilidade tatil e térmica além da forca muscular, pois a simples
observacéo dos sinais e sintomas nao garantem a precisao dos achados (CARVALHO
et al., 2017).

O principal desafio para o desenvolvimento de um modelo animal de
neuroesquistossomose é desenhar um protocolo de infeccdo que represente a
etiopatogenia da doenca de maneira confiavel. Este modelo precisa apresentar uma
baixa taxa de mortalidade e mimetizar as vias de infeccao e progressao da doeca. Um
dos maiores desafios colocados pelo desenvolvimento de modelos animais € simular
todos os aspectos de uma determinada doenca em um ambiente fechado e obter
resultados reprodutiveis. A aplicacdo de testes funcionais em modelos animais de
lesédo medular é passivel de falhas e qualquer alteracdo ambiental pode interferir nos
dados gerados. Algumas dessas dificuldades s&o a variabilidade no modelo da leséo,
a espécie animal utilizada e a variabilidade influenciada pelo comportamento,
atividade espontanea e variacdo na duracdo dos testes (FOUAD; HURD;
MAGNUSON, 2013).
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2 REFERENCIAL TEORICO

Esquistossomose é uma doenca causada pelo S. mansoni, parasita que tem
no homem seu hospedeiro definitivo, mas que necessita de caramujos de agua doce

como hospedeiros intermediarios para desenvolver seu ciclo evolutivo.

2.1 A esquistossomose

A esquistossomose mansonica representa um grave problema de saude
publica, acometendo cerca de 78 paises com 745 milhdes de residentes em area
endémica, principalmente em comunidades rurais com expansao para 0S centros
urbanos, relacionada com precarias condi¢cdes de higiene e inadequados recursos
sanitarios. Estima-se que 218 milhdes de pessoas realizaram tratamento preventivo
em 2015 e mais de 66,5 milhdes de pessoas teriam sido tratadas pela
esquistossomose no mesmo ano (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017). No
Brasil, ha condicdes ideais para o desenvolvimento e crescente expansdo da doenca

tais como, elevadas temperaturas, precipitacdes e presenca de caramujos.

Em Pernambuco, a esquistossomose encontra-se presente em todos os 43
municipios e trés microregides da Zona da Mata, sendo considerada uma doenca
endémica na regiao (FAVRE et al., 2006; PERNAMBUCO, 2015). Tal situagéo
epidemioldgica se agrava ainda mais em virtude da presenca de municipios em areas
urbanas e peridomiciliares, este tipo de exposi¢cdo ndo intencional em fontes de
transmissdo da parasitose s6 proporciona 0 aumento do numero de casos, a

manutenc¢ao e criacao de novos focos de transmissdo (GOMES et al., 2016a).

Esta doenca € causada por um parasita trematdédeo do género Schistosoma,
tendo como principais agentes etiologicos o S. mansoni, o S. haematobium e o S.
japonicum (PORDEUS, 2008). Dentre essas espécies, o0 S. mansoni tem sido
especialmente estudado devido a sua importancia na saude publica e sua ampla
distribuicio geogréfica, principalmente na Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil,
Venezuela e Suriname (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017). No Brasil, 0s
principais hospedeiros intermediarios sdo 0s caramujos pertencentes a familia

Planorbidae e género Biomphalaria. Sdo caramujos gastrépodes aquaticos,
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pulmonados e hermafroditas, que habitam colecbes de agua doce, com pouca
correnteza ou parada que possibilitam a reproducéo assexuada do helminto. As trés
espécies que sao encontradas no Brasil sdo: B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila
(BRASIL, 2009). Esses moluscos encontram-se em regides onde h& grande circulacdo
de pessoas tais como barragens, areas de irrigacao, rios, lagos, lagoas e brejos
(YOSHIOKA et al., 2002).

O ciclo de contaminacdo da esquistossomose se inicia quando os ovos do
parasita sdo eliminados através das fezes do individuo infectado, sendo disseminados
no ambiente. Na 4gua doce, os ovos de eclodem em algumas horas, libertando os
miracidios. Estas larvas adentram no caramujo do género Biomphalaria para se
multiplicar em centenas de cercarias, em cerca de quatro a seis semana (Figura 1).
Estas formas infecciosas para o homem emergem dos caramujos em condicdes
especiais de luz e temperatura, podendo sobreviver na agua por até 72 horas
(BENNET; PLUM, 1997).

As cercarias em contato com a pele do hospedeiro através da agua se
transformam rapidamente em esquistossdmulo, atingindo a circulagdo sanguinea e
passando pelo coracao, pulmdes e figado. Apenas os que chegam ao sistema porta-
hepatico podem se desenvolver até a fase adulta, onde se acasalam e migram para
as vénulas da parede intestinal que € seu habitat definitivo. Neste local, as fémeas
depositam seus ovos que obstruem e desorganizam o fluxo sanguineo local

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

Figura 1- Ciclo da esquistossomose.

Cercarias abandonam o 5o
e caracol e nadam livres na A= Estagio infeccioso
Esporocistos multiplicam-se agua

em geracdes sucessivas de o Z A= Estagio diagnastico
4 “

//il\%
@94

9 Miracidios invadem
\(eudos do caracol

Apos penetragdo
ﬁ’}) transformam-se em
@ schistosumulas

Vo
':;@ Disseminam-se pelo sangue

Atinguem o figado onde se
maturam as formas adultas

@ nas fezes 6 na urina (o}
9 X > -1
~ .

na agua os ovos o gy
liberam os miracidios @

Os adultos emparelham e migram para
Plexo venoso mesentérico do instestino
Ovos sdo expulsos com as fezes.
ou

S. mansoni S. haematobium
c Plexo venoso da bexiga
Ovos sdo levados pela urina.

Fonte: Center for Disease Control and Prevention (2005).
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2.2 Classificacao Clinica

Grande parte dos casos de esquistossomose podem ser assintomaticos, esta
caracteristica dependera da carga parasitaria e estado de saude do individuo. Ja os
casos sintomaticos sao caracterizados clinicamente por uma fase inicial e tardia. A
primeira se inicia com a propria penetracdo das cercarias através da pele, podendo
ocasionar alteracbes dermatologicas alérgicas (dermatite cercariana) sendo mais
intensas em reinfeccdes e individuos hipersensiveis (LAMBERTUCCI; SILVA,;
VOIETA, 2005).

De 3 a 7 semanas pds exposicao é possivel diagnosticar o individuo com febre
de Katayama. Sua sintomatologia compreende desde cefaleia, febre e dor abdominal
até linfodenopatia, diarreia, nauseas, vomitos e tosse seca. A eosinofilia associada a
dados epidemioldgicos auxiliam a confirmacao do diagnéstico (SIQUEIRA-BATISTA,;
RAMOS JUNIOR; FARIA, 1997). A fase aguda ¢ dividida em dois periodos evolutivos
do parasito: o pré-patente, etapa compreendida antes da oviposicado e pds-patente
gue ocorre apos a oviposicdo (SILVA; SANTANA; JESUS, 2008).

As formas crénicas iniciam-se aos seis meses de infeccdo e podem durar por
varios anos As manifestacdes clinicas variam, a depender da localizacdo e
intensidade do parasitismo, da capacidade de resposta do individuo ou do tratamento

instituido. Apresentam-se principalmente nas seguintes formas:

a) Hepatointestinal: normalmente ocorre no inicio da fase crbnica e é
caracterizada pela presenca de diarreias e epigastralgia. O figado apresenta-
se palpavel e com nodulacdes que corresponderdo as areas de fibrose
decorrentes de granulomatose periportal ou fibrose de Symmers nas fases

mais tardias;

b) Hepatica: seu curso é semelhante a primeira e ao exame fisico o figado
apresenta-se palpavel e endurecido. No exame de imagem (ultrassonografia),

€ possivel visualizar fibrose hepética de moderada a intensa;

c) Hepatoesplénica compensada: A principal caracteristica desta fase é a
presenca de hipertensédo portal e por conseguinte esplenomegalia e varizes

esofagicas. A sintomatologia predominante compreende dores abdominais
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atipicas, alteracdes das funcdes intestinais e sensacao de peso ou desconforto

no hipocondrio esquerdo, devido ao aumento do baco;

d) Hepatoesplénica descompensada: esta forma esta entre as mais graves da
esquistossomose e é a grande responséavel pela maioria dos 6bitos. O figado
encontra-se com sua funcionalidade bastante diminuida e com isquemia, 0
baco apresenta-se endurecido e indolor a palpacdo e a probabilidade de
hemorragia digestiva em virtude do rompimento das varizes esofagicas €&
elevada (BRASIL, 2014).

2.3 Formas Ectopicas

Estima-se que no Brasil ha de quatro a seis milhdes de pessoas infectadas por
S. mansoni (BRASIL, 2014). Com um numero téo elevado de casos é plausivel que
hajam casos ndo diagnosticados de esquistossomose ectdpica. Isto serve de alerta
para que os profissionais e servicos da saude direcionem sua atencdo para este
problema e a obtencédo de maior compreensao da fisiopatologia dessa forma ectopica

da doenca.

Hé& grande possibilidade do acometimento de outros 6rgdos que néo sao alvos
originais da esquistossomose, em 2007, Bacelar e outros apresentaram um caso de
um adenocarcinoma de prostata que possuia ovos viaveis de S. mansoni com
granulomas (BACELAR et al., 2007). No mesmo ano, Lopes et al. apresentou a
primeira descricdo de acometimento da vesicula seminal por S. mansoni. Foi possivel
a visualizacdo de ovos calcificados sem evidéncia de fibrose ou formacéo
granulomatosa em meio ao estroma fiboromuscular. Através deste achado é possivel
hipotetizar uma associagao entre esquistossomose mansonica genital com casos de
infertilidade, hemospermia e cancer de prostata (LOPES; ALMEIDA; JACOBINO,
2007).

O primeiro relato de esquistossomose em prostata de Pernambuco foi realizado
em 2016. Realizou-se uma prostectomia parcial por suspeita de neoplasia e
evidenciou-se ovos de S. mansoni no tecido prostatico 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 regido iliaca esquerda e apos a
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investigacdo clinica identificou-se aumento do ovario esquerdo. O exame
histopatolégico do 6rgéo revelou processos granulomatosos em torno de ovos de S.
mansoni sem a presenca de tecido neoplasico (GOMES et al., 2017). Outro caso de
acometimento do sistema genitourinario foi relatado por Leite et al em 2014 que
constatou a presenca de ovos de S. mansoni na bexiga urinaria. Foi possivel identificar
diversos ovos com o miracidio em seu interior e o granuloma ao redor, 0 mais
intrigante é que estavam coexistindo com um carcinoma urotelial da bexiga (LEITE;
HOLANDA; MEDEIRQOS, 2014).

No mesmo ano Amorim e outros publicaram dois casos de carcinomas em
ovario que possuiam ovos de S. mansoni (AMORIM et al., 2014). Os processos
neoplasicos descritos no artigo supracitado produzem naturalmente o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF) e
outras substancias que permitem a proliferacéo, sobrevivéncia e diferenciacdo das
células endoteliais, gerando uma neovascularizacdo que é fundamental para a
sobrevivéncia e progressao das células neoplasicas (DUARTE; LONGATTO FILHO;
SCHMITT, 2007). Possivelmente as neoplasias servem como uma via migratéria para
o verme adulto e o processo de embolizacdo de ovos. Aliado a isso, a presenca de
ovos intensifica o0 processo patoldégico e estresse oxidativo, levando a um pior
prognéstico em tumores ovarianos. No entanto, ndo ha evidéncias suficientes para
confirmar a malignizacdo de uma lesdo benigna devido a presenca 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 migragéo dos vermes
adultos para as veias pélvicas seguindo o fluxo sanguineo contrario para que possa
atingir as terminais do sistema porta. A outra teoria aborda a migragao de helmintos e
embolizacdo dos ovos através da rede arterial como consequéncia da presenca de
defeitos cardiovasculares congénitos ou derivacdes arteriovenosas (NUNES et al.,
2013).

Em relacdo ao SNC, o principal mecanismo de deposi¢cdo de ovos ocorre a

partir da intercomunicagdo 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 circulacéo
de ovos no sistema venoso pode ocasionar as formas ectopicas da esquistossomose
e episddios como estes sao frequentes. De acordo com Pitella et al., necropsias de
pacientes que morreram por esquistossomose hepatoesplénica apresentaram ovos
do parasito no encéfalo em cerca de 25% dos casos (PITTELLA; LANA-PEIXOTO,
1981). Os ovos seguem o trajeto venoso em direcdo ao plexo avalvular de Batson,
plexo com pressao em torno de zero que facilita o fluxo retrégrado ao longo da medula
espinhal (Figura 2) (BRUIINING, 1964; CAROD ARTAL et al., 2004; KATCHANOV;,
NAWA, 2010). Esta regido faz comunicac¢ao das veias intercostais com as veias iliacas
internas, lombares e sacrais (Figura 3) (VAN DER KUIP; HOOGLAND; GROEN,
1999). H4 também, a possibilidade de eliminacdo direta dos ovos nos vasos
medulares, devido & migragdo anormal dos vermes adultos, hipotese reforgada pelo
achado ocasional de vermes adultos enfileirados dentro dos vasos vertebrais (CAROD
ARTAL et al., 2004; PAZ et al., 2002).

Figura 2- Conexao entre o plexo de Batson e a veia porta.
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Fonte: Adaptado de Katchanov e Nawa (2010).
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Figura 3- Representacéo do plexo de Batson.
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Fonte: Adaptado de Elhammady et al. (2011)

Em se tratando de manifestacGes clinicas neuroldgicas, cerca de 95% dos
individuos com MRE apresentam uma triade inicial caracteristica: dor lombar,
alteracbes de sensibilidade em membros inferiores (MMII) e disfungéo urinaria
(PEREGRINO et al., 2002b). Estas manifestacbes ocorrem na fase aguda ou
subaguda da doenca, havendo a piora progressiva dos sinais e sintomas em cerca de
15 dias do inicio dos sinais e sintomas, todavia, h4 casos em que a evolucao do
quadro € lenta e sua instalacéo se da ao longo de meses ou anos. A MRE € uma leséo
neuroldgica parcial e ndo traumatica e, a depender do local em que 0s ovos se
instalam, diversos sintomas e incapacidades podem ocorrer, em sua grande maioria,
a triade inicial permanece e surgem sintomas como a disfuncéo vesical, déficit de
forca em MMII e impoténcia sexual com percentuais de 12%, 7% e 0,7%,
respectivamente (SILVA et al., 2004). Eventualmente, ha uma melhora clinica
espontanea decorrente da diminuicdo do processo inflamatorio e modulacdo do

granuloma.

Os ovos podem atingir regides ectopicas em decorréncia ao aumento da

pressdo intra-abdominal, principalmente devido a Manobra de Valsalva. Essa
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manobra é caracterizada pela compressao da expiracdo forcada com a glote fechada
gque aumenta a pressdo intratoracica, elevando momentaneamente a pressao
sanguinea e frequéncia cardiaca (DAWSON, 1943). Ela é comumente realizada em
esforcos fisicos elevados, defecacgédo, tosse e outras situagdes e nos individuos com
esquistossomose, esta manobra pode ser uma facilitadora da passagem de ovos ao
sistema nervoso central. Sua relacdo com o sistema circulatorio deve ser levada em
conta para a compreenséao dos episodios ectopicos de esquistossomose (PAZ et al.,
2002; SILVA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2002; UEKI; PARISI; ONOFRIO, 1995).

2.5 Diagnéstico da Neuroesquistossomose

Quanto mais cedo o diagnostico € concluido, mais cedo serd iniciado o
tratamento e consequentemente melhor ser4d o prognéstico do individuo. O
diagnéstico é baseado na sintomatologia clinica, na demonstracdo da infeccdo
esquistossomotica por técnicas microscopicas ou soroldgicas e na exclusao de outras
causas de mielopatia. Com o advento de novas técnicas complementares,
especialmente as reacdes no liquido cefalorraquidiano e os exames por imagem da
medula espinhal, houve grande avanco na deteccao precoce da doenca, isto acarreta
na descoberta de novos casos, o que tem sido observado atualmente com 0 aumento
do relato de niumero de casos de MRE (CAROD ARTAL et al., 2004; PEREGRINO et
al., 2002a).

A neuroesquistossomose é portanto uma doenca subnotificada, de prevaléncia
desconhecida e morbidade subestimada. A dificuldade do reconhecimento do quadro
clinico e a limitacao de acesso aos métodos complementares diagnosticos contribuem
para o seu subdiagnéstico. O principal elemento que sofre com essas consequéncias

€ a populacéo portadora da doenca.

Um dos instrumentos para o fechamento do quadro clinico é a andlise do liquido
cefalorraquiano. Este exame revela alteracdes inespecificas: elevacédo discreta a
moderada do contetdo protéico em 95% dos casos (média de 161,4 + 191,9 mg/dl),
niveis normais de glicose, pleocitose em 91% dos casos (média de 91,9 + 113,8
céls/mm3), com predominio de linfomononucleares, presenca de eosindfilos em 41 a

90% dos casos e elevacdo de gamaglobulina em 76% dos casos (LIVRAMENTO,;
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MACHADO; SILVA, 1985). Observa-se também acentuada reducao da celularidade
liquérica com a melhora dos sintomas, mas com persisténcia da hiperproteinorraquia
em 66% dos casos (ANDRADE FILHO et al., 1996).

Anticorpos anti-Schistosoma foram identificados em 85 a 90% do Liquido
Cefalorraquidiano (LCR) testados com utilizacdo das técnicas de ELISA,
imunofluorescéncia indireta ou hemaglutinacdo. Um estudo desenvolvido por Moreno-
Carvalho e outros (2003) analisou o LCR de 377 pacientes com suspeita clinica de
neuroesquistossomose e positividade liquoérica para o S. mansoni nas reacdes de
inibicdo da hemaglutinacéo e imunofluorescéncia indireta. Os autores concluiram que
a presenca de anticorpos no LCR para S. mansoni associada a celularidade > 4
cels/mm3, a taxa de proteina > 40 mg/dl e a presenca de eosindfilos sugerem alta
probabilidade de MRE (MORENO-CARVALHO et al., 2003).

Em relacédo aos exames de imagem revelam um processo inflamatério no SNC
gue se caracteriza por aumento irregular do diametro medular e defeito de enchimento
com ou sem bloqueio do canal medular, além de espessamento de raizes nervosas
da cauda equina. Mielografias e mielotomografias computadorizadas revelam
alteracdes em 63% dos casos de MRE. A forma granulomatosa da doenca medular €
a mais frequentemente diagnosticada por esses métodos de imagem, porque causa
aumento do volume medular (PEREGRINO et al., 2002a), podendo ocorrer atrofia do

orgdo em individuos com doenca de longa duracéo.

Por se tratar de uma doenca com diagnéstico de exclusdo sendo necessario
uma combinacdo de diversos instrumentos de avaliacdo, é crucial que o0 processo
semioldgico na neuroesquistossomose seja minucioso. Somado a isso se deve
correlaciona-lo com os principais fatores ambientais da esquistossomose mansoénica:
presenca de saneamento basico no local de moradia, contato com cole¢des hidricas,
area endémica para esquistossomos e mansonica, além da presenca de hospedeiros
intermediarios (CARVALHO et al., 2015).

2.6 Imunopatogénese da Esquistossomose

A patogénese da esquistossomose € dependente de fatores intrinsecos ao

hospedeiro (constituicio gendmica, oOrgao lesado, padrdo alimentar, infeccdes
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associadas e etc.), fatores relacionados ao parasita (fase evolutiva, linhagem e carga
parasitaria) e da interacdo parasita-hospedeiro (CAVALCANTI; FERNANDES;
CARVALHO, 1998).

Aproximadamente dois dias apos a passagem do parasita através da pele, ha
a presenca de infiltrado de polimorfonucleares, mononucleares, células de
Langerhans e producéo local das citocinas IL1, IL6, IL12 e IL10 (HOGG et al., 2003).
De quatro a cinco dias pos penetragdo do verme, ha um influxo de linfocitos TCD4* e
producdo de IL4, IL12 e IFN-y. Durante a fase pré-patente, hA um predominio da
resposta imune do tipo Thl com alta concentracdo de TNF, IL2 e IL6 responsaveis
pelas lesdes teciduais e manifestacdes clinicas de fase aguda, com substituicdo pela
resposta Th2 na fase pos-patente (SILVA; SANTANA; JESUS, 2008). Todavia, é
necessario que haja um mecanismo regulatério para que ndo haja descontrole da
doenca pela exacerbacdo da resposta Th2, para isso, existe uma associacdo das
células Thl e Th1l7 que amenizam a gravidade da infeccdo. As CD4, Tregs, CD25 e
FoxP3 associados ao intestino, aumentam seu numero durante a inflamacao colitica
cronica induzida pelos ovos e sdo capazes de modular a resposta Th2 através da
supressédo da IL-4 (TURNER et al., 2011).

A principal mudanca da resposta Thl para Th2 ocorre em virtude da producao
de ovos pela fémea de Schistosoma. Em média sdo 300 ovos por dia que cada fémea
produz e os vermes adultos possuem uma expectativa de vida entre cinco e dez anos.
Os ovos sdo organismos viaveis, altamente antigénicos e metabolicamente ativos,
eles aderem ao endotélio vascular, provocam inflamacdo que gera uma resposta
granulomatosa essencial para sua passagem ao lumen intestinal para serem
excretados com as fezes (DEFRANCO; LOCKSLEY; ROBERT-SON, 2007). A regiao
onde ha mais passagem de ovos para o intestino € a placa de Peyer. Esta regido €
mais numerosa e apresenta maiores dimensoées no ileo e localizam-se principalmente
na regido oposta ao mesentério, além disso regulam a homeostase e secre¢do de

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

O evento que deve ser destacado no aspecto imunolégico da esquistossomose
é a formacdo granulomatosa no figado e o processo de fibrose periportal
(CARVALHO; MARTINS FILHO; OLIVEIRA, 2008; WARREN, 1972). Cerca de 60%

dos ovos produzidos pelo S. mansoni alcancam a luz intestinal e vao para as fezes,
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os outros 40% mantém-se aderidos nos capilares da mucosa intestinal e nos
sinusdides hepaticos. Estes ovos liberam antigenos sollveis que mobilizam
macrofagos, eosindfilos, linfocitos e plasmécitos mediados por TNF, Células Thl, Th2
e linfocitos TCDs. Ha um acumulo de células ao redor do ovo, aumento no nimero de
fibroblastos e producdo de colageno e por conseguinte, formacdo do granuloma
esquistossomotico (HERBERT et al., 2004; LENZI et al., 1998).

Apesar de contraditério, a principal fungdo 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 formacao 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
apos a infeccdo por S. mansoni, periodo que coincide com a fase pos-patente
(FALLON; SMITH; DUNNE, 1998).

A Figura 4 ilustra a diferenca de resposta inflamatoria frente ao ovo de S.
mansoni. Na auséncia de células TCD4 hé limitacdo da formacdo do granuloma, com
o infiltrado celular em torno do ovo e com neutrdfilos ao redor uma extensa leséo

microvesicular nos hepatdcitos e uma consequente elevacdo dos niveis séricos de
transaminases consistentes com danos nos hepatécitos. Em contrapartida, no

organismo com um percentual normal de células TCD4 apresenta o granuloma
funcional com diversos tipos delulares ao redor, imunoglobulinas e tecido fibrético
(HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013). Portanto, percebe-se que a formacdo de um
granuloma em torno do ovo atua como protetor da inflamacgéo e isola o tecido das
secrecOes do ovo que podem gerar hepatotoxicidade (DUNNE; JONES; DOENHOFF,
1991).
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Figura 4. Representacdo grafica das populacdes celulares envolvidas na formacdo do granuloma
hepético ao redor do ovo de S. mansoni em um camundongo.
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Fonte: Hams et al. (2013).
Legenda: LNFPIII (Lacto-N-fucopentaose Ill); a1 (alfa 1); w1 (6bmega 1)

2.7 Modelos Animais

O principal obstaculo no desenvolvimento de um modelo animal para formas
ectdpicas de esquistossomose é o desenvolvimento de um protocolo de infec¢cao que
retrate com fidedignidade a fisiopatologia da doenca, entretanto, sabe-se que a
infeccdo por S. mansoni em camundongos ndo se equipara fielmente a todos os

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

O primeiro achado de deposi¢cdo de ovos no sistema nervoso central (SNC)
ocorreu por volta de 1970 quando Cheever e Duvall identificaram a formagéo de
granulomas associada a encefalite e convulsbes em macacos do género

Cercopithecus (CHEEVER; DUVALL, 1974).

2.7.2 Coelhos
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Wang e outros (2011) estabeleceram um modelo de neuroesquistossomose
como ferramenta de analise morfolégica, observacéo clinica além de investigacao
sobre a imunologia e patogénese da reacgdo inflamatoria. Infectou-se o cérebro de
coelhos com ovos de S. japonicum e baseados nas manifestagdes clinicas realizaram
a eutanasia 3, 5, 7, 10, 20 e 30 dias apos a cirurgia de estereotaxia. A analise
histol6gica apresentou todas as fases da fisiopatologia: inicio do processo inflamatério
com aumento progressivo ao longo dos dias, agregacgao de neutrofilos, granuldcitos e
eosinofilos, formacéo de granuloma ao redor dos ovos e modulagéo do granuloma. A
técnica simulou 0s mesmos sinais e sintomas da doenca em menor prazo e com maior
padronizacdo do grupo experimental, ideal para estudos em ambiente controlado
(WANG et al., 2011).

2.7.3 Murinos

Ja& 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
agregacdo granulomatosa em cérebros de camundongos. Os espécimes estudados
apresentaram reducdo da expressao do fator de crescimento nervoso (ALOE et al.,
1996). Em decorréncia desse achado, Fiore identificou distUrbios comportamentais
em camundongos infectados com ovos de S. mansoni, este fato esta associado com
as alteracdes no fator de crescimento neural e citocinas induzidas pelos granulomas
(FIORE et al., 1996). Umas das possiveis falhas entre estes dois estudos, € que
ambos nao indicam a frequéncia que os ovos atingiram o SNC. Posteriormente, Silva
e outros infectaram 39 camundongos com diferentes cargas parasitarias de cercéarias
e nao encontraram nenhum sinal clinico ou histolégico de acometimento do SNC. Eles
concluiram que o modelo murino simulando a infec¢éo por S. mansoni em humanos
€ 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 cercarias (cepa LE) um apresentou hemiplegia direita quatro
meses apos a infec¢cdo. Um procedimento similar ocorreu no Instituto Gongalo Moniz
— FIOCRUZ com a mesma carga parasitaria entretanto a linhagem do camundongo

era BALB/c e a cepa de Schistosoma era de Feira de Santana - BA. Apos 8 meses de
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infeccdo, um animal apresentou hemiplegia direita e movimentos giratorios. O estudo
histopatoldgico indicou granulomas na meninge no primeiro animal e no cérebro em
ambos, todavia, os autores ndo conseguiram identificar a regido do cérebro na qual
0S ovos estavam fixados para relacionar com a sintomatologia dos animais
(LAMBERTUCCI et al., 2014).

Atualmente o Unico grupo de pesquisa que vem estudado a
neuroesquistossomose, sua relacdo com achados histolégicos e a sintomatologia
clinica dos animais € laboratorio e servico de referéncia de esquistossomose do
Instituto Aggeu Magalhdes (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 alteraces histologicas entre
0 segmento medular de T10 a L5 (Apéndice A). Ademais, foi constatada
hiposensibilidade tatil assimétrica, reducdo da sensibilidade térmica e reducao da
forca muscular em até 20 dias apés a infec¢cdo (CARVALHO et al., 2017). O presente
estudo € uma continuacao desta linha de pesquisa do grupo e estes achados reforcam
a viabilidade no desenvolvimento de um modelo de formas ectopicas da

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

Desenvolver modelo experimental em murinos para a indugdo da

neuroesquistossomose.

3.1 Objetivos Especificos

a) Investigar e identificar qual a principal causa de morte dos animais infectados
com S. mansoni;

b) ldentificar altera¢des fisioldgicas e funcionais no modelo animal, relacionadas
as formas ectopicas de infec¢ao por S. mansoni;

c) Caracterizar as alteracdes neuroldgicas e morfologicas (danos teciduais) em
camundongos infectados com S. mansoni;

d) Analisar se existe alguma relacdo entre o esforco fisico e o surgimento da

neuroesquistossomose.
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4 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo experimental e controlado que foi dividido em dois
momentos: o primeiro trata-se da investigacdo da causa de 6bitos dos camundongos
infectados com S. mansoni (objetivo A), jA o segundo aborda o modelo de
neuroesquistossomose em camundongos baseado em esforgos fisicos (objetivos B,
C e D). Com o intuito de minimizar o nUmero de animais por experimento, obter
resultados significativos (p<0,05) e com coeficiente de variacdo entre 15% e 20%,
utilizamos a tabela extraida de Eckelman e outros para determinar o niamero de
animais por grupo (ECKELMAN et al., 2007).

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

Diferenca de Percentagem do coeficiente ~ NUmero de Significancia
percentagem entre 0s de variagdo devido a animais (p<0,05)
grupos controle e tratado variabilidade biolégica

20 20 2-7 N&o significante
20 20 8 Significante
20 15 5 Significante
25 20 5 Significancia limitrofe
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 Padrdo (POP) do SRE, apds seis meses de infec¢édo
ou havendo qualquer indicio de sofrimento decorrente da infeccdo os animais devem
ser eutanasiados. Todo animal que foi a 6bito ou precisou ser eutanasiado foi
submetido a necropsia. Para tanto, foi realizada uma incisdo longitudinal no abdome
para expor as visceras abdominais, possibilitando a visualiza¢éo do intestino e demais
visceras abdominais. Fragmentos de seus intestinos, vasos mesentéricos e figados
foram removidos imediatamente apdés a morte e foram submetidos a analise

histopatolégica e morfométrica.
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Foram retirados fragmentos do intestino, vaso mesentérico e figado e estes
foram submetidos a analise histopatolégica e morfométrica, sendo submetido a
coloracao pela técnica de hematoxilina e eosina. Nos cortes histolégicos analisou-se
0 numero de células inflamatérias no granuloma com a magnitude de 40x. A
morfologia foi estudada através de microscopia optica (quadro 1). Para tanto, foi
utilizado um microscopio Nikon Eclipse E200 nos aumentos com magnitude de 10x e
40x. As amostras foram avaliadas quanto do grau de les@o da tinica mucosa conforme
a classificacdo modificada de CHIU e outros (LONGO; BALLANTYNE; GUSBERG,
1992).

Quadro 1. Classificacdo da morfologia intestinal de isquemia mesentérica.
Classificacdo modificada de CHIU et al. 1970

Grau 0 Mucosa sem alteracdes.

Grau 1 Vilosidades bem constituidas, sem lise celular ou processo inflamatério, porém com
formacéo do espaco subepitelial de Gruenhagen.

Grau 2 Presenca de lises celulares, formacé&o do espaco subepitelial de Gruenhagen e
espagamento aumentado entre as vilosidades.

Grau 3 Destruicéo da porcao livre das vilosidades, presenca de capilares dilatados e de
células inflamatorias.

Grau 4 Destruicdo estrutural das vilosidades, havendo apenas esboco de algumas, formadas
por células inflamatérias e material necrético, com hemorragia e ulceracdo glandular
basal.
Grau 5 Destruicéo de toda tinica mucosa, ndo 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 trés estagios. O estagio | é patologicamente
caracterizado por necrose, eroséo, ulceragdes, edema e hemorragia localizadas na
mucosa, esta etapa ainda € reversivel. O estagio Il representa a necrose que se
estende para as camadas da submucosa e muscular propria e o estagio Il que possui
altos indices de mortalidade e compreende um envolvimento de todas as trés
camadas (JATOBA et al., 2008).

Dividiu-se os 6bitos em duas classes: isquemia mesentérica, quando foram

identificados sinais macroscépicos de necrose em partes do intestino; e causa
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desconhecida, quando nao haviam sinais clinicos e/ou macroscopicos da causa morte
ou quando o estado de conservacao dos tecidos ndo permitissem a identificacdo da
causa do Obito. As fezes foram coletadas e analisadas através da reagdo com
peroxido de hidrogénio baseado no protocolo aplicado por Jatoba e outros, para a

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

Realizou-se a documentacgdo da data de Obito, data de infec¢éo, linhagem da
cepa de S. mansoni e causa da morte de todos os animais que foram a o6bito 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 condi¢des gerais
e de motricidade normais. O uso de camundongos machos reduz o nimero de animais
necessarios para o experimento, pois o ciclo estral das fémeas pode alterar os testes
comportamentais e sensitivos, exigindo um maior nimero amostral a fim de minimizar
o viés causado pela alteracdo 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 condicfes ideais de temperatura (22
a 23°C), luminosidade (ciclos de 12 h de claro e 12 h de escuro) e receberam comida
e agua ad libitum. A Figura 5 ilustra a divisdo dos grupos esforco fisico e repouso com
infeccdo por via percutanea (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. Divisdo dos grupos do experimento por via percutanea com infeccéo estimada de 50 cercarias
por animal.

VIA PERCUTANEA
ESFORGO FisicoO REPOUSO
[ I [ I
EXPERIMENTAL CONTROLE EXPERIMENTAL CONTROLE
n=8 n=8 n=8 n=8

Fonte: O autor

4.2.1 Infeccao

A infeccao dos camundongos Balb/c (n=8) foi realizada pelo método de imersao
(via percutdnea) com uma réplica (Figura 5) e utilizando a linhagem LE de S. mansoni
isolada de S. mansoni mantida no Laboratério de Esquistossomose. O método de
imersdo consiste em colocar os animais em um recipiente contendo uma quantidade
minima de 4gua 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 &gua desclorada, quantidade suficiente para cobrir as patas e a cauda. Foram
adicionadas 50 cercérias por um periodo de 60 minutos, sob fonte de luz artificial direta

e temperatura de 25°C (processo que facilita a penetragéo do parasito).

A taxa de infeccdo em ambos os grupos foi definida como 50 cercarias/animal
a partir do protocolo estabelecido no Servico de Referéncia em Esquistossomose do

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

Aos 60 dias pos infeccdo, as fezes de camundongos (10mg/animal) foram
coletadas em gaiolas sem maravalha e revestidas com papel absorvente Umido 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 parasitolégico pelo método de Kato-Katz, visando determinar a carga
parasitaria (ovos por grama de fezes — OPG) de cada animal pés-infeccédo (KATZ;
CHAVES; PELLEGRINO, 1972).



34

4.2.2 Grupos

Os animais foram agrupados em duas categorias: repouso e esfor¢o fisico.
Apés infeccdo, os grupos da categoria “repouso” nao realizaram o teste de esforgo
fisico, ao contrario da categoria “esforgo fisico” (Figura 6). Para esta etapa foi utilizado
um aparato de treinamento de forca isométrica padronizado para camundongos
(KRUGER et al., 2013). Trata-se de uma estrutura retangular de aluminio com uma
grade central de 8x5 cm. Com o instrumento na posigédo 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 nivel de
estresse quando comparado aos testes de for¢a usuais e 0 pesquisador possui maior
controle das variaveis a serem analisadas (KRUGER et al., 2013). Foram realizadas
trés séries de trés minutos com intervalo de um minuto entre cada, na frequéncia de

trés vezes semanais.

Figura 6. Linha do tempo esquematica do experimento.

DIA O Exame parasitolégico ESFORGO FisSICO

Infeccdo de f(lezes Teste de esforco fisico Testes de sensibilidade mecanica forca

e desempenho motor
(1x semanal)

percutanea de
cercarias

(3x semanais)

REPOUSO

1

1

1

1

1

1 Testes de sensibilidade mecanica, forca e desempenho motor
| (1x semanal)
1

1

1

1

1

1

]

1

1 -~ -

" Eutanésia e retirada
| de drgdos e tecidos
1

1

60 DIAS 90 DIAS

| 150 DIAS |

Fonte: O autor

4.2.3 Protocolo de treinamento fisico

Para o treinamento fisico, foi utilizado um aparelho de treinamento de forca
isométrica padrdo para camundongos (KRUGER et al., 2013). Trata-se de uma

estrutura de aluminio retangular com uma grade central de 8x5 cm (Apéndice B). Com



35

0 instrumento na posic¢ao horizontal, o animal foi colocado na grade e mantido com as
patas dianteiras e traseiras. Esse modelo isométrico simula o0 comportamento natural
do animal em escalar e agarrar, proporciona um baixo nivel de estresse comparado
aos testes de forgca usuais e permite ao pesquisador ter maior controle sobre as
variaveis a serem analisadas (KRUGER et al., 2013). Foram realizados trés vezes por
semana trés séries de exercicios de trés minutos cada, com intervalos de um minuto
entre elas. E preciso enfatizar que apenas os animais do grupo de esforgo fisico

participaram desse estagio.

4.2.4 Testes comportamentais

Para caracterizar as alteracdes neuroldgicas entre os animais infectados com
S. mansoni, todos os grupos foram submetidos a testes de sensibilidade mecanica,
forca muscular e desempenho motor, uma vez por semana. A sensibilidade mecéanica
foi avaliada por meio do analgesimetro digital (Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). A
média aritmética das trés aplicaces do analgesimetro digital foi tomada como o limiar
mecanico secundario e as diferencas (oscilacdes) nos valores entre os diferentes
tempos do experimento foram avaliadas (GOPALKRISHNAN; SLUKA, 2000).

A forca muscular foi avaliada por meio do Grip Strength Meter (Insight®, Séo
Paulo, SP, Brasil). O objetivo deste teste foi avaliar o tonus neuromuscular e/ou a forca
muscular dos membros anteriores e posteriores ao mesmo tempo ou separadamente.
Alteracdes na forca de preensao foram interpretadas como evidéncia de aumento ou
diminuicao da forca muscular (ISHIYAMA et al., 2004; MAHMOOD et al., 2010).

O Rota-rod (Insight®, Sao Paulo, SP, Brasil) foi utilizado para avaliar o
desempenho motor. Rodou a velocidades constantes de 6 a 15 rotagées por minuto
(rpm) durante 120 segundos e depois durante mais 30 segundos a 18 rpm (SLUKA,;
KALRA; MOORE, 2001). Para resultados confiaveis, os animais foram treinados por
dois dias antes da avaliacdo. A performance motora, em segundos, foi registrada
como o tempo que a animal atingiu na esteira até a dificuldade em permanecer no

cilindro rotatério, ou no maximo 150 segundos.

Aos 90 dias ap6s a infeccao, todos os animais foram eutanasiados por meio do

meétodo quimico de injecao de overdoses anestésicas. Parte da medula espinhal e do
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cérebro foram analisadas por Nested PCR Convencional (NPCR) para investigar a
presenca de DNA parasita no tecido nervoso e através de Analise imuno-histoquimica
para os anticorpos S. mansoni, GFAP, Ibal, IL1, TNF-a, TGF-$ 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: Schfoll (5 '-
GTTACGATCAGGACCAGTGT-3") e Unvrel6 (5 -CCGGACATCTAAGGGCATCA-3Y;
e o0 seguinte conjunto de primers internos: Schfol7? (5-GTGCTGGT
GGGTTGACGAGTTC-3 ") e Schrel9 (5' - CTAAACGAGCACAGAGGAC-3 ). Estes
sdo especificos para S. mansoni, com excecao de Unvrel6, que € uma regido
conservada de varias espécies (ABATH et al., 2002). O procedimento foi realizado de

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

ApOs a anestesia, realizou-se perfusdo transcardiaca utilizando 100 ml de
solucéo 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 paraformaldeido a 4% (Sigma-Aldrich) em tampéo fosfato 0,1 M
(PBS), a pH 7 (fosfato monobdésico e dibasico de sédio 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). Secgdes com espessura de 5 um foram cortadas usando um micr6tomo RM
2035 (Reichert S, Leica), reidratadas e tratadas com tampao citrato 20 mM (pH 6,0),
a 100 ° C, por 30 min. A peroxidase enddgena foi bloqueada por meio de perdxido de
hidrogénio a 3% (H202) e as se¢fes foram bloqueadas utilizando albumina de soro
bovino a 1% (BSA, fracdo V) (Miles, Naperville, IL, EUA) por 1 h em temperatura

ambiente.

Todos os grupos foram incubados com o0s seguintes anticorpos primarios
policlonais de camundongo: GFAP (Novus Biological, nUmero de catalogo NB300-141,
EUA) a uma diluicdo de 1: 1000; IBA (Wako, nimero de catélogo 016-20001, EUA) a
uma diluicdo de 1: 100; IL1-? (Genway, numero de catalogo 18-732-292194, CA, EUA)
a uma diluicdo de 1: 100; TNF-a (Peprotech, nimero de catalogo # 500-P64, EUA) a
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uma diluicdo de 1:50; TGF-B (Abcam, numero de catalogo ab66043, EUA) a uma
diluicdo de 1:50; e IL10 (Abcam, nimero de catalogo: ab189392, EUA) a uma diluicao
de 1:50.

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

de 96 ovos por grama de fezes.

Todos os anticorpos foram adicionados durante a noite a4 ° C. Apos a lavagem,
os cortes foram incubados com anticorpo secundario conjugado a biotina por 1 h
(DakoCytomation, Biotinylated Link Universal HRP; nimero de catalogo: K0690, CA,
EUA), e foram entdo revelados utlizando 30-3-diaminobenzidina (DAB) com
cromogeénio. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Carrazi e foram
montadas em Entellan (Merck, nimero de catalogo: 1079610100, EUA). A densidade
de pixels foi medida em cinco areas coradas utilizando o software GIMP 2.10.4
(software GNU Image Manipulation Program, CNET Networks, Inc., Australia).

4.2.6 Analise Estatistica

Para a imuno-histoquimica, a densidade de pixels foi medida em cinco areas
coradas usando o software (GIMP 2.10.4). Os testes neurofuncionais e
imunohistoquimica foram analisados através do software GraphPad Prism V7.0 (San
Diego, CA, EUA). O two-way ANOVA fez compara¢des multiplas entre os grupos dos
testes neurofuncionais e a andlise do teste T foi usada para comparar os grupos da
imunohistoquimica. Os resultados foram expressos como média + DP. Todas as

analises foram realizadas com valor de p <0,05 significancia estatistica.

4.2.7 Consideracoes éticas

Todos os estudos in vivo foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais do IAM (n° 89/2015/ Anexo A) e seguiram estritamente as normas vigentes
estabelecidas pela Comissio de Etica no Uso de Animais do IAM e cumpriu todas as
exigéncias da “Lei Arouca” (Lei 11.794, de 08.10.2008) e normativas do Conselho

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

Para melhorar o entendimento dos resultados encontrados e compreenséo 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 discussao estdo no artigo em anexo (Apéndice C).

5.2 Resultados dos objetivos B, Ce D

Inicialmente, os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle de
repouso, controle do esforgo fisico, repouso infectado e esforco fisico infectado. Os
resultados obtidos com o Grip Strength Meter (avaliagcdo da forga muscular) indicaram
gue ndo houve diferencas significativas entre os grupos estudados (Figura 7A). Da
mesma forma, o desempenho motor avaliado pelo teste Rota-Rod ndo mostrou
diferencas significativas entre os grupos (Figura 7B). Em relacéo a sensibilidade da
pata, nas analises utilizando o analgesimetro digital, os grupos tiveram desempenho
semelhante (Figuras 7C, D, E, F). Assim, os resultados obtidos indicaram que o
esforco fisico ndo influenciou no aparecimento dos sintomas da

neuroesqu istossomose.



Figura 7. Testes neurofuncionais ao longo do tempo.
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Legenda: A. Comparacgdo das variagfes na forca muscular ao longo do tempo. B: Comparacgdo das
variacdes no desempenho do motor ao longo do tempo. C: Comparacgéo das variagdes na sensibilidade
da pata dianteira direita ao longo do tempo. D: Comparacdo das variagbes na sensibilidade da pata
dianteira esquerda ao longo do tempo E: Comparacéo das variacdes na sensibilidade da pata traseira
direita ao longo do tempo. F: Comparacao das variacfes na sensibilidade da pata traseira esquerda ao
longo do tempo. Os resultados s@o expressos como média + desvio padréo de dez animais diferentes

por grupo (Two-way ANOVA).
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5.2.1 Diagnéstico molecular de S. mansoni

A fim de confirmar que o esforco fisico ndo 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 trés do grupo de esforco fisico infectado foram positivos para a presenca de DNA
de S. mansoni no cérebro e na medula espinhal. Esses dados corroboram o achado
de que o esforco fisico ndo 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.
A M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Fonte: O autor

Legenda: M: marcador molecular; 1: controle positivo; 2: controle negativo; 3: medula espinhal do grupo
esforco fisico; 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 (0 mesmo animal
que em 7); 9: medula espinhal do grupo esforco fisico; 10: cérebro do grupo de esforco fisico; B. As
diferencas entre os nimeros de animais negativos e positivos nos grupos de descanso e esforco fisico.
(+) 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, analises imunohistoquimicas especificas foram realizadas
para antigenos de S. mansoni no cérebro e medula espinhal. Amostras de figado 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
parasitaria de 96 ovos por grama de fezes), a fim de excluir a possibilidade de nao-
especificidade da imunodeteccdo. As amostras de figado de controle ndo mostraram
qualquer marcacao (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
guando usamos soro obtido de camundongos infectados com S. mansoni (com uma
carga parasitaria 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 analises foram entdo avaliadas por meio de
analise imuno-histoquimica. Apenas as amostras positivas para S. mansoni de
andlises de DNA de NPCR mostraram marcacdo positiva para antigenos de S.
mansoni no cérebro e no material da medula espinhal, com uma reacao

impressionante dentro da micréglia (Figuras 9E, F, G e H).
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Figura 9. Andlise imunohistoquimica para S. mansoni em tecido hepético do grupo controle.
(continua)

Figado controle (anticorpo humano) Figado experimental (anticorpo humano)

Figado controle (anticorpo camundongo)

C
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Figura 9. Andlise imunohistoquimica para S. mansoni em tecido hepético do grupo controle.
(concluséo

Encéfalo DNA negativo Encéfalo DNA positivo

Medula DNA negativo

Fonte: O autor

Legenda: (A) e grupo experimental (B) utilizando soro de paciente humano infectado com carga
parasitaria de 96 ovos por grama de fezes. C e D. Andlise imuno-histoquimica para S. mansoni em
tecido hepatico do grupo controle (C) e experimental (D) utilizando soro de camundongos infectados
com carga parasitaria de 96 ovos por grama de fezes. E e F. Andlises imuno-histoquimicas 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 parasitaria de 96 ovos por grama de fezes. G e H. Andlise imuno-histoquimica 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
parasitaria de 96 ovos por grama de fezes. Ovos de S. mansoni (setas pretas curtas); Células de Kupffer
(cabecas de setas); microglia (setas pretas finas). Barra de escala = 20 pm.

Assim, como os dados analisados a partir dos testes comportamentais,
diagnésticos moleculares e ensaios imunohistoquimicos demonstraram que o esfor¢o
fisico ndo influenciou no desenvolvimento da neuroesquistossomose, 0s animais

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

5.2.2 Resposta neuroinflamatéria
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O proximo passo foi investigar se havia algum processo inflamatério nos
animais com neuroesquistossomose. Os astrocitos sdo importantes marcadores
inflamatoérios no SNC, pois sédo 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 astrocitos que, quando ativado,
superexpressa a GFAP em filamentos espessos e alongados (ENG; GHIRNIKAR;
LEE, 2000). Os dados imunohistoquimicos revelaram que os astrocitos no grupo nédo
infectado mostraram um fendtipo normal e uma expresséo 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, 0s processos astrociticos foram
mais espessos e mais intensamente rotulados para GFAP, indicando assim a
astrogliose reativa (Figura 10A), que foi confirmada por analises densitométricas de
pixels (Figuras 10B e C).

Figura 10. Analise imunohistoquimica de GFAP no cérebro e medula espinhal.
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Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcacao imunohistoquimica de GFAP. B. Analise
densitométricas de GFAP no cérebro. C. Analise densitométrica de GFAP na medula espinhal. Os
resultados sdo expressos como média + desvio padrédo de cinco animais diferentes por grupo (testes t
de Student ndo pareados). Barra de escala = 50 ym.
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Outro marcador importante foi o IBA, que € uma proteina cuja expressao é
restrita a microglia (OHSAWA et al.,, 2004). Quando o cérebro esta lesionado ou
doente, a microglia muda de um estado ativo para um estado de repouso, migra para
o local da leséo, prolifera e libera varias citocinas pro-inflamatorias e se torna
fagocitica (KREUTZBERG, 1996; RAIVICH et al.,, 1999). Nenhuma diferenca
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 presenca de microgliose reativa.

Figura 11. Analise imunohistoquimica de IBA no cérebro e medula espinhal.
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Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcacdo imunohistoquimica de IBA B. Analise
densitométrica de IBA no cérebro. C. Analise densitométrica de IBA na medula espinhal. Os resultados
séo expressos como média *+ desvio padrao de cinco animais diferentes por grupo (testes t de Student
nao pareados). Barra de escala = 50 pm.

Embora IL1-B e TNF-a sejam importantes citocinas pro-inflamatoérias, no SNC
tém outro papel fisioldgico (WANG et al., 2015). Ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos em relacdo a analise imunohistoquimica para IL1-B

(Figura 12). Por outro lado, os grupos de DNA positivos para S. mansoni mostraram
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reducdes significativas na imunoexpressdo de TNF-a, tanto na medula espinhal
guanto no tecido cerebral (Figura 13).

Figura 12. Analise imunohistoquimica de IL-1 no cérebro e medula espinhal.
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Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcagdo imunohistoquimica para IL-1. B. Andlise
densitométrica de IL-1 no cérebro. C. Analise densitométrica de IL-1 na medula espinhal. Os resultados
sdo expressos como média + desvio padrao de cinco animais diferentes por grupo (testes t de Student
nao pareados). Barra de escala = 50 ym.



Figura 13. Andlise imunohistoquimica de TNF-a no cérebro e medula espinhal.
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Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcagdo imunochistoquimica para TNF-a. B.
Analises densitométricas de TNF-a no cérebro. C. Andlise densitométrica de TNF-a na medula
espinhal. Os resultados séo expressos como média + desvio padréo de cinco animais diferentes por
grupo (testes t de Student ndo pareados). Barra de escala = 50 ym.

TGFB e IL10 séo citocinas envolvidas em doencas inflamatorias crbénicas. A
imunomarcacdo para TGFB ndo mostrou qualquer diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (Figura 14), enquanto o grupo de DNA positivo para S.
mansoni mostrou expressao elevada de IL10 nos neurdnios da medula espinhal, em
comparacao com o grupo nao infectado (Figura 15). Esses dados indicaram que o
DNA positivo para S. mansoni apresentou um perfil crénico de citocinas.
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Figura 14. Andlise imunohistoquimica de TGF- no cérebro e na medula espinhal.
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Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcacdo imunohistoquimica para TGF-$ B.
Analise densitométrica de TGF-f no cérebro. C. Analise densitométrica de TGF- na medula espinhal.
Os resultados sé@o expressos como média + desvio padréo de cinco animais diferentes por grupo (testes
t de Student ndo pareados). Barra de escala = 50 ym.



49

Figura 15. Andlise imunohistoquimica de IL-10 no cérebro e medula espinhal.
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Legenda: A. Fotomicrografia do tecido nervoso com marcacdo imunohistoquimica para IL-10. B.
Analise densitométrica de IL-10 no cérebro. C. Analise densitométrica de IL-10 na medula espinhal. Os
resultados sdo expressos como média + desvio padréo de cinco animais diferentes por grupo (testes t
de Student ndo pareados). Barra de escala = 50 ym.
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6 DISCUSSAO

A primeira questéo que foi investigada no presente estudo foi se o esforgo fisico
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 circulacdo do plexo avalvular de Batson (FERRARI; MOREIRA;
CUNHA, 2008). O sistema nervoso também pode ser embolizado pela circulagédo
sisttmica por meio da migracdo anterégrada do ovo devido a anastomoses
portopulmonares, como resultado da hipertensdo portal (FERRARI, 2004,
KATCHANOV; NAWA, 2010; PITTELLA, 1997). Acredita-se que a
neuroesquistossomose seja facilitada pelo aumento da presséo intra-abdominal,
principalmente pelo uso da manobra de Valsalva, que é comumente realizada em
situacdes de alto esforco fisico. Portanto, investigamos se o esforco fisico pode
influenciar o surgimento da neuroesquistossomose. Os resultados obtidos por meio
de testes de sensibilidade mecénica, forgca muscular e desempenho motor indicaram
que os esforcos fisicos nado 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 clinicos de mielopatia
aguda sintomética ndo foram correlacionados com as formas mais cronicas de
esquistossomose (FERRARI; MOREIRA; CUNHA, 2004; SCRIMGEOUR;
GAJDUSEK, 1985). Em contraste, sabe-se que formas assintomaticas de
neurossistocitose cerebral sdo freqientemente associadas a formas cronicas da
doenca. Aléem disso, Pitella e Lana-Peixoto (1981) investigaram os cérebros de 46
pacientes com esquistossomose mansoni cronica e identificaram ovos em 12 cérebros
(26%). (PITTELLA; LANA-PEIXOTO, 1981). Essa alta frequéncia de
neuroesquistossomose-assintomatica assintomatica 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 questdo que precisa ser mencionada € o tipo de lesdo nervosa e sua
influéncia na funcdo motora. A motricidade é produzida através de uma rede complexa
e adaptativa de tratos neuronais e vias de reflexo, juntamente com circuitos geradores
de padrdes. Todos esses mecanismos interferem diretamente na plasticidade neural
e com sistemas altamente compensatorios (HURD; WEISHAUPT; FOUAD, 2013). Os
animais sao frequentemente capazes de compensar ou até mesmo de reaprender
tarefas ou comportamentos. Nos mamiferos, o mecanismo de preensdo 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 apds a inoculagéo direta dos ovos de S.
mansoni na medula espinhal de ratos Wistar, as alteracdes sensoriais e motoras nao
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 situacdes de lesées mecanicas da medula espinhal, a
recuperacdo das funcbes comportamentais geralmente ocorre além da primeira
semana apos a leséo e, portanto, nenhum estimulo constante € necessario para ativar
a func@o neural (BAREYRE et al., 2004). Portanto, no presente estudo, além da
possibilidade de os animais terem a forma assintoméatica da doenca, 0 mecanismo de

plasticidade pode ter prevalecido e impedido a apresenta¢éo de sinais e sintomas.

Existe, portanto, a possibilidade de que, mesmo com um padrdo assintomatico,
0S ovos possam ter se alojado no tecido nervoso e liberado antigenos,
desencadeando uma cascata inflamatéria. Existem agora evidéncias mostrando que
imunocomplexos contendo antigenos estéo presentes no liquido cefalorraquidiano de
pacientes com esquistossomose espinhal (BRUSCKY et al., 2016; FERRARI et al.,
2011). Embora processos patologicos possam comprometer o desempenho da
barreira hematoencefalica, a passagem de moléculas grandes néo se tornaria
possivel. Portanto, imunocomplexos detectados no sistema nervoso central seriam
decorrentes de processos inflamatorios locais e ndo de inflamacdo sistémica
(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 antigenos de S. mansoni em ensaios imunohistoquimicos. Esses resultados
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sugerem que, embora nao tenha sido possivel identificar ovos de S. mansoni no SNC,

foram liberados antigenos que puderam ser identificados com imunomarcadores.

Em relacdo a resposta imune, sabe-se que a esquistossomose apresenta uma
reacdo devido ao estagio de desenvolvimento do granuloma, uma vez que sequestra
antigenos secretados pelos ovos, prevenindo uma resposta inflamatoria
descontrolada e dano tecidual. Esse processo envolve eosinofilos, linfécitos T CD4 e
monaocitos, com evolucdo de uma resposta do perfil Thl para uma resposta de
citocinas Th2 (GRYSEELS, 2012; PEARCE, 2005; WYNN et al., 2004). Através dos
resultados apresentados, sinais claros de inflamag&o foram detectados no SNC, no
entanto, € necessario saber qual é o perfil de citocinas relacionadas a
neuroesquistossomose murina. Em um estudo desenvolvido por Ferrari et al., 2006 os
niveis de IL-1, IL-4, IL-6 e IL-10 foram significativamente elevados no liquido
cefalorraquidiano e no soro de pacientes com esquistossomose medular, mas apenas
IL-1 e IL -10 niveis foram elevados no soro (FERRARI et al., 2006).

E importante discutir o perfil inflamatério apresentado pelos animais com
neuroesquistossomose. Apds o dano tecidual, a acdo dos macréfagos M1 facilita a
cascata inflamatéria e ajuda na remocéao de detritos do local da lesédo. Posteriormente,
os macréfagos M2 podem realizar o reparo. Nesta fase, ocorre a elevagao de citocinas
imunossupressoras. A IL-10 é aquela que se torna altamente elevada nesse estagio
(GALLI; BORREGAARD; WYNN, 2011; MOSSER; EDWARDS, 2008; VAN ASSCHE
et al., 2011). Quando a doenca se torna cronica, a fase de remodelacdo comeca. Este
€ dominado principalmente pelo TGFB e CD206 (LECH; ANDERS, 2013; NOVAK;
KOH, 2013). No presente estudo, a alta imunoexpressao de IL10 indicou a presenca
de um processo inflamatério crénico, embora a expressdo de TGFB nédo tenha sido
elevada nos animais com DNA positivo para S. mansoni. Isso provavelmente sugere

gue o processo de remodelacéo do tecido estda em uma fase inicial.

A IL-1B é geralmente conhecida como uma citocina pré-inflamatéria. E
principalmente produzido por monocitos, macrofagos e células dendriticas. No
entanto, ha evidéncias de que ele apoia a plasticidade sinaptica e a transmissao
neural, o que amplia seu papel de mediador inflamatério para um neuromodulador
importante (VITKOVIC; BOCKAERT; JACQUE, 2001). No SNC, a IL-1B apresenta

niveis basais, que podem ser supra-regulados em resposta a inflamacéo sistémica,
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dano cerebral isquémico e infecgcbes. Desempenha um papel como importante
mediador inflamatério (MARTIN, 1995). O SNC é composto por até cinco tipos
diferentes de células (células endoteliais, astrocitos, microglia, oligodendrécitos e
neurénios que podem produzir IL-13. Entretanto, a microglia é a principal fonte de
producdo dessa citocina em situacdes de inflamacéo (PINTEAUX; TROTTER; SIMI,
2009). Seus efeitos auxiliam na angiogénese e na plasticidade dos vasos, pois
induzem a producdo do fator de crescimento endotelial vascular pelos astrocitos
(ARGAW et al., 2006) e também induzem a astrogliose (JOHN et al., 2004).

Em condic¢des fisioldgicas, o TNF-a circula em niveis baixos no SNC e exerce
um papel excitatorio nele (BOULANGER, 2009). Além desse papel excitatorio, o TNF-
a ativa a microglia e os astrécitos, mediados por lesdo, regulacdo da permeabilidade
da barreira hematoencefalica, respostas febris, transmissdo glutamatérgica e
plasticidade sinaptica (BEATTIE et al.,, 2002; CHUNG et al., 2005; LEON, 2002;
SEDGWICK et al., 2000). Além disso, citocinas antiinflamatérias incluindo IL-10, IL-13
e IL-4 podem inibir a producdo de TNF-a (GERARD, 1993; MALEFYT et al., 1991). O
fato de que IL1-B e TNF-a ndo apresentaram expressao significativa em DNA positivo

para S. mansoni indica que a resposta imunoldgica ndo apresentou perfil Thl.

A IL-10 inibe a producdo de citocinas pro-inflamatérias na micréglia e,
consequentemente, protege os astrécitos dos efeitos prolongados da inflamacéo
(BALASINGAM; WEE YONG, 1996; LEDEBOER et al., 2002). Além disso, a IL-10
derivada da microglia aumenta a producao de TGF-B pelos astrécitos, que se alimenta
como atenuante da ativagéo da microglia, atuando assim como um mediador principal
de crosstalk entre microglia e astrécitos (NORDEN et al., 2014). Encontramos elevada
expressao de IL-10 nos animais com DNA positivo para S. mansoni, caracterizando

infec¢@o por um perfil inflamatério crénico.

Pacientes com lesdo medular traumatica expressam niveis de RNAmM de TGF3
gue podem ser correlacionados com o0s resultados observados entre animais
experimentais (LAGORD; BERRY; LOGAN, 2002; MCTIGUE et al., 2000). Um estudo
clinico conduzido por Buss em 2008, demonstrou que apo0s a lesdo traumatica da
medula espinhal, os niveis de TGFB permaneceram regulados positivamente em
neurdnios, astrécitos e macrofagos invasores. Eles mostraram imunorreatividade 24

dias apods a lesdo e permaneceram elevados por cerca de um ano em macrofagos e
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astrocitos (BUSS et al.,, 2008). Curiosamente, no presente estudo, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos, o que possivelmente pode ser

explicado pela imunorreatividade diferencial especifica da espécie.

Em geral, a neuroesquistossomose ocorre na fase cronica da esquistossomose
e, portanto, pode-se esperar que um perfil Th2 seja prevalente. Isso foi demonstrado
em um estudo clinico conduzido por Ferrari et al. (2006) em que liquido
cefalorraquidiano e soro apresentaram baixos niveis de TNF-a e IFN-y, enquanto IL-
4 e IL-10 foram suprarregulados (FERRARI et al., 2006). No entanto, ndo foi possivel
indicar a partir destes resultados se a inflamacéao sistémica interferiu na resposta
imune local, ou vice-versa, através da barreira hematoencefalica (BHE). E importante
ressaltar que a BHE é altamente seletiva: nem todas as citocinas séo transportadas e
as taxas de passagem dependem da regido e das circunstancias patognomoénicas
(BANKS, 2005). Os presentes resultados corroboram essas observacfes prévias,
uma vez que as citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a, apresentaram baixa
expressdo, enquanto a citocina anti-inflamatéria IL-10 apresentou niveis elevados.
Esses achados sugerem gue houve uma mudanca inflamatéria para uma resposta
imune do tipo 2, que provavelmente ocorre localmente na patogénese da

neuroesquistossomose.



55

7 CONCLUSAO

O primeiro momento do estudo mostrou que a principal causa de 0Obito precoce
na infeccdo murina por S. mansoni € a isquemia mesentérica, além de auxiliar a
delimitagdo da carga parasitaria a ser utilizada na infeccdo do segundo momento,
diminuir a mortalidade, reduzir o nimero de animais por experimento, recursos

financeiros e operacionais.

Este trabalho foi o primeiro estudo a demonstrar experimentalmente que a
neuroesquistossomose nao é influenciada pelo esforco fisico. Além disso, verificou-se
um percentual de 30,43% de animais com neuroesquistossomose. Todos 0s animais

foram assintomaticos sua resposta inflamatéria caracteristica tende a um perfil Th2.

Este trabalho gera o questionamento se realmente o exercicio fisico e a
manobra de Valsalva influenciam o surgimento da neuroesquistossomose em
humanos, pois até o momento esta hipétese é sustentada por inferéncias que atrasam
a intervencao fisioterapéutica e pioram o prognostico dos pacientes acometidos por
esta afeccao. Novos estudos sdo necessarios para identificar e compreender as vias
biolégicas da neuroesquistossomose e promover o desenvolvimento de seu

diagnéstico precoce.
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Schistosomal myeloradiculopathy (SMR) is a severe form of presentation of schistosomiasis in which
Schistosoma spp. affect the spinal cord. The aims of the present study were to develop an animal model of
SMR caused by S. mansoni, to characterize both sensory and motor abnormalities in the infected animals,
and to investigate the relationship of the sensory, motor and histological findings with the progres-
sion of the infection over time. Mechanical sensitivity and behavioral tests were performed followed by
euthanasia in male Wistar rats divided into six groups of five animals each, on days 5, 10, 20 and 30 after
infection of S. mansoni eggs. The controls were subjected to the same procedure but were administered
phosphate-buffered saline (PBS). The spinal cord was removed and subjected to histological analysis. S.
mansoni eggs were found in the spinal cord of 25% of the infected animals, which belonged to the groups
that exhibited more significant reduction of the superficial mechanical sensitivity, thermal sensitivity
and muscle strength. This model proved to be satisfactory to assess functional changes in Wistar rats
and might be used in studies investigating the pathogenesis of SMR. To our knowledge, this is the first
experimental model of SMR.
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1. Introduction

Schistosomiasis is one of the most prevalent parasitic diseases
worldwide (Zhang et al., 2010). Although the gastrointestinal sys-
tem represents the main target of the trematode, ectopic forms
may occur, including the involvement of the central nervous system
(CNS). Schistosomal myeloradiculopathy (SMR) is a severe form of
presentation of schistosomiasis in which the parasite, especially
Schistosoma mansoni or S. haematobium, affects the CNS (Steinmann

Abbreviations: CNS, central nervous system; SMR, schistosomal myeloradicu-
lopathy; CEPA/UFS, Committee of Ethics in Animal Research of Federal University of
Sergipe; SBCAL, Brazilian Society of Science in Laboratory Animals; d5, day 5; d10,
day 10; d20, day 20; d30, day 30; G5, group 5; G10, group 10; G20, group 10; G30,
group 30.

* Corresponding author at: Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Laboratério e
servigo de referéncia em esquistossomose, Av. Moraes Rego s/n cidade universitaria,
50670420 Recife, PE, Brazil.

E-mail address: carvalhotpv@gmail.com (T.P.V. de Carvalho).

http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2016.12.028
0001-706X/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

et al., 2006). Although considered rare, SMR is one of the main
causes of non-traumatic myelopathy in schistosome endemic areas
(Nausetal.,2003; Carod Artal et al., 2004). The pathogenesis of SMR
has not been fully elucidated. The most conclusive data indicate
that the deposition of parasite eggs in the nervous tissue triggers an
inflammatory response that leads to the formation of granulomas,
which can group resulting in expansive mass lesions. Furthermore,
histological findings suggest that ischemic lesions probably caused
by immune complexes-mediated vasculitis also play a role in the
pathogenesis of the neurological manifestations (Ferrari, 2010).
There are very few animal models of neuroschistosomiasis and
all of them refer to brain involvement. According to the review per-
formed by Fiore and Aloe (2001), rats with neuroschistosomiasis
exhibited hyperalgesia due to granuloma formation into the brain
(Fiore and Aloe, 2001). The results of another study conducted by
the same group suggested that a murine model of infection may
be useful for the study of the mechanisms involved in human neu-
roschistosomiasis (Fiore et al., 1996). More recently, the authors
of a study performed in China described an experimental model
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of cerebral schistosomiasis. After inoculating S. japonicum eggs
into the brain of rabbits, they described the progression of the
cerebral lesions and analyzed the relationship between the clin-
ical manifestations and the morphological characteristics of the
brain lesions and the pathogenesis of neuroschistosomiasis. Those
authors considered their model appropriate to reproduce cerebral
schistosomiasis and crucial for the development of new models
(Wanget al., 2011).

The main challenge for the development of an animal model of
SMR is to design a protocol of infection that represents the patho-
genesis of the disease in a reliable manner. Thus, we carried out
the present study whose aims were to develop an animal model of
SMR by inoculating S. mansoni eggs into the subarachnoid space;
to investigate changes in the superficial mechanical and thermal
sensitivity, and muscle strength in the infected animals; to ana-
lyze the relationship of both sensory and motor changes with the
progression of the infection over time; and to identify histological
abnormalities in the nervous system. To our knowledge, this is the
first experimental model of SMR.

2. Material and methods

The present investigation was an experimental, controlled and
blinded study. It was approved by the Committee of Ethics in Ani-
mal Research of Universidade Federal de Sergipe (UFS), Aracaju,
Brazil — CEPA/UFS, protocol no. 11/2013. After the Committee’s
approval, 50 Wistar male rats weighing 300-500 g were selected
from the Central Vivarium of UFS. All the study procedures
complied with the norms of the Brazilian Society of Science in
Laboratory Animals (SBCAL).

Two experimental series were performed. The “infected” and
“control” series were divided into six groups corresponding to the
days in which the behavioral tests were performed followed by
euthanasia; i.e., experimental days 5 (d5), 10 (d10), 20 (d20) and
30 (d30), which corresponded to groups G5, G10, G20 and G30,
respectively. The preceding groups comprised five animals each
(Fig. 1).

2.1. Procedure for infection with S. mansoni eggs

The infected group was anesthetized with thiopental sodium
via intraperitoneal injection (50 mg/kg). A total of 20 pL of a sus-
pension of S. mansoni eggs (concentration: 25,000 eggs/mL) was
injected into the subarachnoid space of each animal using a 1-mL
syringe (Hylden and Wilcox, 1980; Dalton et al., 1997). The control
animals were subjected to the same procedure but were injected
with sterile phosphate-buffered saline (PBS).

2.2. Behavioral tests

The animals injected with S. mansoni eggs and control animals
were subjected to mechanical and thermal sensitivity and mus-
cle strength tests on dO, d5, d10, d20 and d30. The investigator
who performed the tests was blinded to the animals’ experimental
series.

Mechanical sensitivity was assessed by means of a digital anes-
thesiometer (lnsight®. Ribeirdo Preto, SP, Brazil). A tip coupled to
the anesthesiometer was pressed five consecutive times on the
plantar surface of the hind paws and removed as soon as the ani-
mals withdrew the corresponding paw in response to the stimulus.
The arithmetical mean of the results of the five applications was
recorded as the secondary mechanical threshold, and the difference
among the values obtained at the various time-points was consid-
ered in the assessment of the threshold variation (Gopalkrishnan
and Sluka, 2000).

The thermal threshold was assessed using a Hot Plate (Insight®,
Ribeirdo Preto, SP, Brazil). The response latency was defined as the
time that the animals remained on a heated metal plate (50 + 0.5 °C)
until reacting to the thermal stimulus, which was manifested by
withdrawing or licking the paws (Tita et al., 2001). This assess-
ment provided information on latency because the tail withdrawal
reflex is characterized by medullary and supramedullary integra-
tion (Mitchell and Hellon, 1977).

The possible motor effects of the inoculation of S. mansoni eggs
were assessed using the Grip Strength Meter device (lnsight®, Sdo
Paulo, SP, Brazil). The grip strength test is a non-invasive and widely
used method to assess the paw strength of rats. It is based on the
natural tendency of the animals to grasp a bar or grid when hanging
by the tail. A force transducer measures the peak force (in grams).
The aim of the test is to assess the neuromuscular tonus and/or
muscle strength of the fore- and hind limbs simultaneously or sep-
arately. Changes in the grip strength are considered to represent an
increase or reduction in the muscle strength (Ishiyama et al., 2004;
Mahmood et al., 2010). The test was performed with one animal at
a time, and three measurements were recorded for each animal at
five-minute intervals; the highest value was selected for analysis.

2.3. Histological analysis

Animals from both the infected and control groups were eutha-
nized on d10, d20 or d30 by the administration of 150 mg/kg of
thiopental sodium via intraperitoneal injection according to the
norms established by CEPA/UFS. The spinal cord with its bone
sheath and paravertebral muscles was removed and stored in flasks
containing 10% formalin.

Spinal cord segments from T10 to L5 were cut in sections on the
sagittal plane at five-pm intervals using a cryostat; the sections
were fixed on glass slides and stained with hematoxylin-eosin.
They were assessed regarding the presence of eggs, granulomas
and aggregates of inflammatory cells.

2.4. Statistical analysis

The non-parametric Mann-Whitney test was used to compare
the results of the neurofunctional tests between the two groups.
When the control and infected groups exhibited statistically sig-
nificant values (p <0.05) in individual analysis, Friedman's analysis
of variance (ANOVA) followed by Dunn’s test was used to analyze
the intragroup differences.

3. Results

Some of the animals in infected groups G10 and G20 exhib-
ited spasmodic activity within the first two hours after intrathecal
injection. Infected group G20 exhibited statistically significant dif-
ferences in all the neurofunctional tests applied compared with the
control group. The tactile sensitivity test performed with the digital
anesthesiometer demonstrated a reduction in sensitivity evidenced
by increases in the sensitivity threshold from 37.2 g to 52.0 g in the
right paw and from 37.0g to 49.1¢g in the left paw (Table 1 and
Fig. 2A). Thermal hyposensitivity, characterized by latency values
varying from 4 to 9.8 s, was observed in infected group G20 (Table 2
and Fig. 2B). The average values exhibited by infected group G20
on the muscle strength test were 2,079.6 g to 1014 g, which means
that there was a reduction in muscle strength (Table 3 and Fig. 3).

Fig. 4 depicts a S. mansoni egg in the anterior white commissure
of the spinal cord at the level of the conus medullaris. Histological
analysis of the segments T10 to L5 detected the presence of eggs
in 25% of the animals, all of which belonged to the groups that
exhibited significant clinical manifestations (G20 and G30). Eggs
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Fig. 2. A: Mechanical sensitivity in the left hind paw in infected and control groups over time until day 20 of the experiment. B: Comparison of the variation in the thermal
sensitivity between infected and control groups over time. Data presented as median (*statistically significant result).

Table 1 2500 *
Variations of the tactile sensitivity in the infected and control groups over time.
Groups Tactile sensitivity (mean g) 2000
Infected Control p C]
G30 right paw 372 382 0.134 £ 1500
G30 left paw 37.0 39.2 0.066 H .
G20 right paw 520 458 0.066 £ #~ Experimental
G20 left paw 452 486 0012 £ 1000 Control
G10 right paw 479 39.5 0.522 a
G10 left paw 491 515 0.182 =
500
Dunn’s test indicated a significant difference in the G20 left paw between d20 and
do (p=0.019).
* Statistically significant result. 0
0 5 10 20
Table 2 Day

Variations in thermal sensitivity in the infected and control groups over time.

Fig. 3. Comparison of the variation in muscle strength between the infected and

Groups Thermal sensitivity (mean s) control groups over time. Data presented as median (*statistically significant result).
Infected Control p

G30 5.92 6.08 0.038’ surrounded by inflammatory aggregate were not observed in any

G20 73 6.6 0.004° group.

G10 6.4 6.4 0.991

Dunn’s test indicated significant differences in the infected group G20 between d5
and dO (p=0.029) and between d20 and dO (p=0.042).
" Statistically significant result.

4. Discussion

In this study, we developed an animal model of SMR by inject-

Table 3 ing a suspension of S. mansoni eggs into the subarachnoid space.
Variations in muscle strength in the infected and control groups over time. S. mansoni eggs were found in the spinal cord of 25% of the ani-
mals following the infection and the rats presented a reduction

Groups Muscle strength (meang) : s ek A
of the superficial mechanical sensitivity, thermal sensitivity and
Infected Control p muscle strength. To our knowledge, this is the first experimental
G30 1997.1 1892.4 0.291 model of SMR. Previous investigations are related to brain involve-
G20 1584.4 1373.0 0.023° ment; therefore, this is the first study that demonstrates spinal cord

G10 1752.4 1879.8 0.954

histological involvement and neurological deficits.

Dunn'’s test indicated a significant difference in group G20 between d20 and d10 One of the greatest challenges posed by the development of ani-

(p=0.042). mal models is to simulate all aspects of a given disease within a
" Statistically significant result. closed environment and to obtain reproducible results. In a review
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Fig. 4. Sagittal section of the spinal cord from an animal of the infected group G20
showing a S. mansoni egg (hematoxylin-eosin, x400).

article, the authors concluded that the application of functional
tests in animal models of spinal cord injury is liable to have many
flaws and that countless variables might interfere with the final
results. Some of such difficulties are the variability in the injury
model, the animal species used, and the variability influenced by
behavior, spontaneous activity and variation in the duration of the
tests (Fouad et al., 2013).

Not surprisingly, the grade of function loss is not always pro-
portional to the severity of the spinal cord injury. Therefore, the
relationship between the injury extension and the animals’ func-
tional recovery is not linear (Schucht et al., 2002; Hurd et al., 2013).
The motor function is not determined by a single pathway but by an
adaptive network that includes the reflex, proprioceptive, pattern-
generating, myelinated and non-myelinated pathways. All these
pathways together allow for a high grade of compensation follow-
ing CNS injury by means of neural circuits, thus contributing to the
non-linearity of recovery (Fouad et al., 2013).

The clinical manifestations exhibited by the animals in the
present study were similar to those that occur in humans. Approx-
imately 97.5% of patients with SMR exhibit sensory impairment in
the lower limbs, with the additional development of weakness as
the disease progresses (Ferrari et al., 2008, 2004; Peregrino et al.,
2002). In some SMR cases it is impossible to clinically differen-
tiate between involvement of the spinal cord and nerve roots as
occurs in the cone and cauda equine syndrome, a clinical form
of human SMR (Ferrari et al., 2008, 2004; Peregrino et al., 2002).
Indeed, in most cases, SMR is a meningo myeloradiculopathy char-
acterized by the involvement of the lower spinal cord, surrounding
leptomeninge and adjacent nerve roots (Pittella, 1997). Similarly,
the clinical manifestations presented by the animals in this study
could be due to the spinal cord involvement and/or involvement
of nerve roots, which could be caused by arachnoiditis. The lack of
granulomatous inflammation around the eggs deposited into the
spinal cord, thus causing small lesions, favors the predominance of
nerve root involvement in the genesis of the neurologic symptoms.
However, it is not possible to completely rule out the possibil-
ity of the presence of numerous eggs grouped together in small
areas of the spinal cord (not included among the segments sampled
for histological examination) causing more extensive damage (and
symptoms) in some animals even without granulomas surrounding
them. Cerebrospinal fluid analysis and imaging methods, especially
magnetic resonance imaging (MRI) of the spinal cord, could help in
characterizing the extent of involvement of the different structures.

Comparison of the results of the sensitivity and muscle strength
tests on dO between the infected and control animal groups did not
detect any statistically significant differences, which confirmed the
homogeneity of the sample.

Asignificant reduction in thermal sensitivity was detected in the
left hind paws of the animals in infected group G20 compared with
the controls. As Fig. 2A shows, the sensitivity threshold exhibited
a progressive increase, which suggests that the tactile sensitivity
decreased in parallel with the progression of disease. Asymmetric
distribution of sensory and motor disorders is a common finding
in human cases of SMR and is attributed mostly to root involve-
ment (Ferrari, 1999). Fig. 2B shows that the latency of the response
to heat increased from dO to d5 and then decreased until d10,
when it increased again until reaching its maximum peak 20 days
after infection. These findings point to a reduction in the animals’
thermal perception. This reduction, combined with the decrease in
tactile sensitivity, corresponds to the sensory loss commonly asso-
ciated with SMR. The infected group G20 also exhibited a significant
reduction in muscle strength.

Fig. 3 shows that the grip strength increased on d0, d5 and d10.
This increase is not explained by an increase in the muscle force but
rather by acute inflammation, which elevates the animals’ levels of
stress and consequently the grip strength response. With the pro-
gression of the disease, however, the muscle strength decreased,
which was noted from d10 to d20, and this period corresponds to
the subacute and chronic stages in Wistar rats. These findings agree
withother published reportsin humans (Ferrari etal., 2008; Pittella,
2003, 1997).

The Grip Strength Meter device provides a measurement of mus-
cle strength (Sala-Roca et al., 2002). The changes found in the tests
are indicative of a reduction in the muscles’ contractile compo-
nent and proprioceptive signals, which interferes with the animals’
strength and skills. The Hot Plate, in turn, is used to assess the central
antinociceptive activity (Arslan et al., 2010), while the digital anes-
thesiometer detects local and systemic nociceptive effects (Cunha
et al., 2004). Such reductions in the ability to perceive painful
stimuli interfere with the protective system, which is a signifi-
cant component of the body's defense mechanism (Cailliet, 1999).
The injury induced by S. mansoni eggs interfered with the animals’
sensory and motor responses, thus impairing proprioception and
the performance of motor activities. In human beings, such deficits
affect walking, static and dynamic balance in addition to functional
activities, thus reducing the quality of life of the patients, with con-
sequences not only for them but also for their relatives (van Tuijl
et al,, 2002; Wessels et al., 2010).

Generally, the neurologic manifestations of SMR appear in
humans in the early stages of the infection, and the signs and symp-
toms worsen in a progressive and cumulative manner until the
establishment of the full neurological clinical picture in approxi-
mately 15 days. Occasionally, the progression of the disease can be
slow and may evolve over months or years (Ferrari et al., 2004;
Haribhai et al., 1991; Joubert et al., 1990). While the pathogenesis
of SMRis still largely unknown, evidence suggests that the inflam-
matory response is triggered mostly by the deposition of eggs into
the nervous tissue (Pittella, 1997). Most of the clinical manifes-
tations are caused by the presence of expansive mass lesions or
granulomas; however, some known cases lack clinical expression
(Luyendijk and Lindeman, 1975; Polam et al., 1999).

Histological analysis demonstrated the presence of eggs in 25%
of the animals, all of which belonged to the groups that exhib-
ited significant clinical manifestations (G20 and G30). However,
asymptomatic egg deposition in the spinal cord can not be ruled
out. According to some authors, the asymptomatic deposition of
S. mansoni eggs in the brain is more common than in the spinal
cord (Ferrari and Moreira, 2011; Lambertucci and Cristina, 2007;
Pittella, 1997; Scrimgeour and Gajdusek, 1985). The early phase of
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the schistosomal infection is characterized by coagulative necro-
sis around the eggs associated with aggregates of macrophages,
epithelioid and giant cells as well as inflammatory infiltrate rich in
eosinophils and lymphocytes. In the chronic phase, there is infiltra-
tion by fibroblasts, and the eggs become encapsulated by fibrosis.
Although, in a post mortem study, eggs were found in the spinal
cord without any associated inflammatory reaction (Budzilovich
et al., 1964) as observed in our study, we had expected to find
granulomas around the eggs deposited in the spinal cord.

Only segments T10 to L5 were analyzed because the lower spinal
cord levels are the preferential site for egg deposition in human
disease (Aragjo et al., 2010; Braga et al., 2003; Silva et al., 2002).
However, the eventual presence of eggs at higher levels, in the
spinal nerve roots or in the meninges — which were not subjected
to histological analysis in the present study - can not be ruled out
(Galvao, 1994). This possibility is reinforced by the fact that we
inoculated the eggs into the subarachnoid space. In contrast, in
SMR naturally occurring in humans, evidence suggests that the eggs
reach the CNS mostly through retrograde blood flow into the verte-
bral venous Batson'’s plexus, which is located in the epidural space
and connects abdominal and pelvic veins with intra-medullary and
intra-cerebral veins. The preferred location of the eggs in the lower
spinal segments has been ascribed especially to the large size of the
eggs and presence of a spike in their shell preventing their progres-
sion along the Batson's plexus to higher spinal cord levels (Ferrari,
1999; Ferrari and Moreira, 2011; Pittella, 1997).

The clinical signs became evident starting on d10, and most of
the signs and symptoms appeared between d20 and d30. Had the
timeline been longer and reinfection occurred, perhaps the clinical
signs would have been more severe. Additional studies are needed
to improve the animal model as by using a larger number of instru-
ments of assessment and standardized spinal cord injury scales;
examining the cerebrospinal fluid; performing imaging methods
especially MRI of the spinal cord; inducing reinfection; and analyz-
ing the levels of cytokines and other immune markers.

The developed model was satisfactory for the assessment of
functional disorders in Wistar rats following injection of S. man-
soni eggs into the subarachnoid space. Histological examination
demonstrated eggs in the nervous tissue. Alterations in the superfi-
cial mechanical sensitivity, thermal sensitivity and muscle strength
caused by SMR could be detected.
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1. OBJETIVO

E objetivo deste procedimento é estabelecer critérios seguros de utilizagdo do
Aparato de Isometria

CAMPO DE APLICACAO: Este POP aplica-se a todos os estudos realizados segundo
as Boas Praticas de Laboratério (BPL) no Laboratério e Servico de Referéncia de
Esquistossomose do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes.
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2.2 Funcionamento

Trata-se de uma estrutura retangular de madeira com férmica e duas grades em
ambos os lados de 8x5 cm. Com o instrumento na posi¢do vertical, o animal sera colocado
na grade com as patas dianteiras e traseiras. Este modelo de isometria simula o
comportamento natural do animal em escalar e agarrar-se, possui baixo nivel de estresse
quando comparado aos testes de for¢a usuais e o pesquisador possui maior controle das
variaveis a serem analisadas.

Devem ser realizadas trés séries de trés minutos com intervalo de um minuto entre cada, na
frequéncia de trés vezes semanais.
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MESENTERIC ISCHEMIA AS A CAUSE OF EARLY
DEATH AMONG MICE INFECTED BY
Schistosoma mansoni
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ABSTRACT

Laboratory maintenance of the Schistosoma mansoni cycle is necessary for developing studies
regarding the diagnosis, treatment and control of schistosomiasis. Within this perspective, it
is paramount that mice infected by the parasite should present a minimum survival of six
months. However, between October 2016 and May 2017, early deaths were observed among
infected animals kept in the vivarium of the Schistosomiasis Reference Service of 1TAM-
FIOCRUZ. Therefore, the purpose of the present study was to present the results obtained
after investigating the main cause of death among these animals. To achieve this, animals
that died or that needed to be euthanized due to clinical distress caused by parasite infection
were necropsied to investigate the cause of death and clinical condition. Fragments from the
intestines, mesenteric vessels and livers were removed and were subjected to histopathological
studies. In addition, mouse feces were collected and analyzed using the hydrogen peroxide
reaction to detect occult blood. Over an eight-month period, 70 deaths were noted. Forty
two animals presented mesenteric ischemia., a vascular insufficiency syndrome that causes a
reduction in the nutrient supply to the intestinal viscera. There is, therefore, a need to reduce the
infective parasite load in mice to increase their survival, reduce distress caused by the infection
and ensure maintenance of the S. mansoni cycle, thus enabling continuity of scientific studies
on this parasitosis.
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INTRODUCTION

Schistosomiasis is a parasitic disease in which the parasite., S.
mansoni, initially inhabits the hepatic portal system, where it develops until
the adult stage. It then mates and migrates to mesenteric vessels and venules
that irrigate intestinal walls. This is where females deposit their eggs, which
block and disarrange the local blood flow, along with the extrusion of eggs
into the surrounding tissue (Rey, 2011). The physiopathology of this disease
is associated with tissue lesions caused by penetration of eggs into tissues,
which especially affects the intestine, liver and spleen. This causes congestion
of veins in the intrahepatic portal system that can be worsened by the presence
of adult worms in the vessels (Knobel, 1994).

In human infections, this vein congestion causes a clinical manifestation
that is common in chronic forms of the disease: portal hypertension. However,
a severe occlusion characteristic of mesenteric ischemia is rare. This form of
ischemia is a syndrome caused by vascular insufficiency of the celiac trunk
and/or superior and inferior mesenteric artery that obstructs blood flow and
causes reductions in the nutrient supply to the corresponding organs. However,
when mesenteric ischemic syndromes occur, these can be either occlusive or
non-occlusive and may present both acute and chronic forms, of either arterial
or venous vascular origin (Pinotti, 1994).

The low occurrence rate of mesenteric ischemia can be explained by
the intense network of anastomoses of the intestinal circulatory system. which
ends up irrigating and fulfilling tissue needs. One clear example of this is
the low number of cases of gastrointestinal occlusive processes observed in
individuals in England, which are approximately 50 times less frequent than
cases of acute myocardial infarction (Hohenwalter, 2009; Ward et al., 1995).
However, when this clinical condition occurs, it is characterized by abdominal
pain, distension of bowel loops and wall thickening, generalized peritonitis,
leukocytosis and melena, which can evolve into intestinal necrosis, reaching
mortality rates higher than 80% (Chiu et al., 1970).

Although obstructive processes of mesenteric veins may occur in cases
of schistosomiasis, considering that this vascular network is the habitat of the
parasite, these processes seem not to have an impact on the pathogenesis of the
disease. However, this may not occur in the animal model of the disease, in which
mice are used as definitive parasite hosts in laboratory infections.

This suspicion arose owing to the death, due to mesenteric ischemia,
of a mouse infected by S. mansoni in the vivarium of the Aggeu Magalhaes
Institute IAM-FIOCRUZ). In addition to this, records of high mortality rates
among the infected animals triggered the need to investigate and identify what
the main cause of death among these animals was.
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MATERIAL AND METHODS

The present study was approved by the Animal Ethics Committee of the
Aggeu Magalhaes Institute (CEUA/IAM), under approval certificate no. 48/2013.
To maintain the biological cycle of S. mansoni, the Schistosomiasis Laboratory
and Reference Service (RSS) of IAM-FIOCRUZ percutancously infects male
and female outbred Swiss Webster mice every month, with 120 cercariae of the
BH and LE lineages in the proportions of 20 animals per strain. These animals
are used for the obtention of miracidia from their faeces to infect Biomphalaria
glabrata snails and obtain more cercariae to infect other animals and maintain the
parasite cycle. In addition, adult worms are obtained to extract DNA to develop
a positive control molecular diagnoses by conducting polymerase chain reaction
(PCR) analysis. Finally, soluble egg antigen (SEA) and soluble adult worm
antigen preparation (SWAP) are produced.

A total of 220 infected animals were studied between October 2016 and
May 2017 (110 BH lineage cercariae and 110 LE lineage cercariae). According
to the rules established in the standard operational procedure (SOP), of the RSS,
six months after the animals are infected or if, at any time during this period,
they present any indication of distress as a result of the infection, they should
be euthanized. Every animal that died or required euthanasia was necropsied.
in addition, adult worms were collected and counted. The necropsy procedure
consisted of making a sagital incision in the animals’ abdomen to expose
abdominal viscera.

Fragments from their intestines, mesenteric vessels and livers were
removed immediately after death and were subjected to histopathological and
morphometric analyses. Three fragments of liver tissue in transverse sections were
collected from each animal. Horizontal histological sections (5 pun) were cut using
a microtome Leica RM2235 and the slides were stained with hematoxylin-eosin
and Masson trichrome for morphometric study. The study was performed using
ImagelJ Software (National Institutes of Health, USA) for measuring the average
diameter (micrometer - um) of granulomas, with subsequent calculation of the
arca (um?) and intensity of the blue stain (specific for collagen) in histograms.
The number of inflammatory cells in the granulomas was analyzed using a
Nikon Eclipse E200 microscope which was used at 10x and 40x magnifications
on images randomly obtained in 10 fields/animal. The samples were evaluated
according to the degree of the lesions in the mucous tunic, in accordance with the
modified classification proposed by Chiu et al. (1970); Longo et al. (1992).

Samples were also analyzed according to the acute intestinal ischemia
scale, whichis characterized by three stages. Stage I is pathologically characterized
by necrosis, erosion, ulcerations, edema and hemorrhage located in the mucosa;
this stage is still reversible. Stage II comprises necrosis that extends to layers of
the submucosa and muscularis propria. Finally, Stage III presents high mortality
rates and affects all three layers (Jatoba et al., 2008).
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Table. Classification of intestinal morphology of mesenteric ischemia.

Classification modified from Chiu et al., 1970

Grade 0 Mucosa without alteration.

Grade 1 Well-constituted villi without cell lysis or inflammatory
process, but with formation of Gruenhagen subepithelial
space.

Grade 2 Presence of cell lysis, formation of Gruenhagen subepithelial

space and thickening between villi.

Grade 3 Destruction of free portion of villi and presence of dilated
capillaries and inflammatory cells.

Grade 4 Structural destruction of villi, with the presence of only the
framework of some of them, formed by inflammatory cells
and necrotic material, with hemorrhage and basal glandular
ulceration.

Grade 5 Destruction of the entire mucous tunic, where glandular
structures are no longer observed and only amorphous material
1s deposited over the submucosal screen.

Deaths were divided into two classes: due to mesenteric ischemia, when
macroscopic signs of necrosis in parts of the intestine were identified; and due
to unknown cause, when no clinical and/or macroscopic signs of the cause of
death were present or when the state of the tissues did not allow identification of
the cause of death. Feces were collected and analyzed by reaction to hydrogen
peroxide, based on the protocol used by Jatoba et al. (2008) in order to investigate
occult blood in fecal matter (Lins et al., 2008).

The date of death and infection, S. mansoni strain lineage, and cause
of death were recorded for all animals that died. The Kaplan-Meier estimator
was used to analyze the deaths in the present study and to compare them to the
deaths of inbred BALB/c mice with high parasitic loads (80 cercariae) and low
parasitic loads (30 cercariae). Microsofi Excel 2013 software was used for data
tabulation and GraphPad Prism V6 (San Diego, CA, USA) for subsequent
analyses.

148 Rev Patol Trop Vol. 47 (3): 145-158. jul.-sep. 2018

78



RESULTS

Over an eight-month period, 70 deaths were recorded and the recovery
of worms revealed that the average number of adult couples was 36.6, the highest
number was 47 couples and the lowest was 25 couples. There was no statistically
significant difference between the various types of death. Three animals presenting
altered clinical conditions, were ecuthanized and the tissues were removed
immediately. The remaining 67 animals were found dead. Out of the total number
of deaths, 42 animals presented mesenteric ischemia with anatomopathological
alterations similar to those shown in Figure 1. macroscopic signs of necrosis in
parts of the intestine and feces with positive reaction to hydrogen peroxide.

Figure 1. A. Obstructed mesenteric vessel with intestinal ischemic area. B. View of
worms obstructing a mesenteric vessel. C. Intestine with irrigated and ischemic area.

A Kaplan-Meier estimate is illustrated in Figure 2. The present data
regarding animal survival analysis indicated that the percentage of deaths due to
mesenteric ischemia was 35.9%. Compared with the percentage of deaths from
unknown causes in Figure 2A, an increase of approximately 10% was noted
for mesenteric ischemia. Deaths began to occur between 31 and 60 days after
infection and most of the episodes occurred from 91 to 120 days after infection
for mesenteric ischemia, and from 121 to 150 days after infection for unknown
causes. Figure 2B shows that the death of animals with a high parasite load begins
at about 55 days after infection, an early date when compared to the deaths in
animals with low parasite loads which started after 230 days.

The difference between the livers of infected and uninfected animals
was easily noted. Figures 3A, C and E show liver tissue integrity and the
presence of only a few inflammatory cells. Figures 3B, D and F show the liver
damage caused by S. mansoni eggs, with a large lesion in hepatocytes. An egg
is located at the center of the granuloma, and lymphocytes, macrophages and
polymorphonuclear cells (neutrophils and eosinophils) have accumulated around
it. It is an exudative-productive granuloma characterized by a rich structure of
collagen fibers and inflammatory cells concentrated in the margins, thus showing
a more organized and circumferential appearance (as described by Wiesner et
al., 2001).
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Figure 2. Survival curve of S. mansoni infection. A: Comparison of deaths due
to mesenteric ischemia and unknown causes (120 cercarie) of outbred Swiss

Webster mice. B: Comparison of deaths with high parasitic load (80 cercariae)

and low parasitic load (30 cercariae) of inbred BALB/c.
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Figure 3. Photomicrographs of mouse livers. A, C and E: Liver of an uninfected
animal (A: hematoxylin and eosin, scale bar = 50 pm / C: Masson trichrome
Scale bar = 50 pm / E: Masson trichrome Scale bar = 200 pm). B, D and F:
Liver granuloma presenting a thick band of fibrosis between an egg and the
liver tissue of an infected animal that died due to mesenteric ischemia (B:
hematoxylin and eosin, scale bar = 50 pum / D: Masson trichrome Scale bar =
50 pm / F: Masson trichrome Scale bar = 200 pm).
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Figure 4A shows the presence of an exuberant chronic inflammatory
infiltrate and full destruction of the mucosa in the ascending colon of the large
intestine. In the submucosal region, multiple malformed granulomas with
incipient fibroplasia around S. mansoni necrotic eggs and an accumulation of
eosinophils can be observed. Occasional hemorrhagic foci and preservation of
the muscle layer can be identified.

Figure 4B shows the presence of S. mansoni necrotic eggs (star) in the
submucosal region of the large intestine surrounded by chronic inflammatory
infiltrate with predominance of mononuclear cells and eosinophils (arrow
tip). According to Table (page 4). the analysis on Figure 4 indicated a grade
4 mesenteric ischemia lesion characterized by structural destruction of villi,
presenting only the framework of a few of these, formed by inflammatory
cells and necrotic material, and presenting hemorrhage and basal glandular
ulceration. Considering the early deaths of these animals, the samples could
also be analyzed using the intestinal acute ischemia scale. The tissue lesions
presenting that ischemia were evolutionary stage 111, whose main characteristic
is to affect all three tissue layers (mucosa, submucosa and muscle).

Figures 4C and D show the intestine of an animal with unknown causes
of death, where intestinal damage is due only to the presence of S. mansoni
eggs. Lastly, figures 4E and F show the intact tissue of a noninfected animal
presenting grade O according to Table (page 4).

Figure 5 shows photomicrograph of the parasite inside the superior
mesenteric vein, with reduction of blood flow and production of an ischemic
process. Macroscopically, continuous lesions widely distributed along the
ileum, cecum and colon were observed. The affected arcas of the intestine
were dark red or purple due to luminal hemorrhage. Furthermore, mucosa
thickening was noted, caused by hemorrhage and edema. These animals’ feces
were dark and reacted positively to hydrogen peroxide, thus confirming the
presence of blood. Figure 5 highlights an area where the presence of two pairs
of S\ mansoni were observed, blocking the superior mesenteric vein, thereby
obstructing blood flow to the intestine.

The morphometric analysis results revealed that livers from animals
with mesenteric ischemia presented a higher percentage of collagen, with
larger granulomas and, consequently, larger areas than livers from animals that
died from unknown causes (p < 0.05). However, the number of inflammatory
cells in these animals was lower.
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Figure 4. Photomicrographs of the region of the ascending colon in the
large intestine in an animal with mesenteric ischemia. A. Presence of an
inflammatory infiltrate can be observed (hematoxylin and eosin, Scale bar =
200 pm) B. Animal with mesenteric ischemia, S. mansoni eggs (*) and chronic
inflammatory infiltrate (arrow) (hematoxylin and eosin, Scale bar = 50 pm). C
and D: Animal with unknown cause of death, presence of eggs and granuloma
(hematoxylin and eosin, C Scale bar = 200 pum and D Scale bar = 50 um E and
F: Noninfected animal (hematoxylin and eosin, E Scale bar = 200 um, and F
Scale bar = 50 pm.

Rev Patol Trop Vol. 47 (3): 145-158. jul.-sep. 2018 158

83



84

Figure 5. Photomicrograph of superior mesenteric vein with an adult S.
mansoni worm pair inside, stained with hematoxylin and eosin; Scale bar =
200 pm.

DISCUSSION

In humans, the mechanical occlusion of mesenteric vessels by parasites
is rare (Rha et al., 2000);: however, in the present study, this was the most
common type of impairment, occurring in over 30% of the cases. Figure 2B
illustrates this typical presentation of mesenteric ischemia. When the occlusion
occurs, the low-pressure venous output is compressed and, consequently, there
is loss of arterial input. Strangled intestine segments are usually filled and
distended and present edema with ascites (Rosenblum et al., 1997).

The intestinal mucosa has a high metabolism, therefore, requiring high
blood perfusion. The ischemia causes rupture of the mucosal barrier, allowing
the release of bacteria, toxins and vasoactive mediators, which in turn cause
myocardial depression, systemic inflammatory response (sepsis and septic
shock). even multiple organ failure and death. The release of mediators may
occur even before the complete infarct, and necrosis may occur 10 to 12 hours
after symptomatology (Nuzzo et al., 2017; Studer et al., 2015).
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The superior mesenteric vessel network provides blood supply for the
third and fourth portions of the duodenum through the superior and inferior
pancreaticoduodenal arteries, and irrigates the jejunum, ileum and colon at the
level of the splenic flexure (Herbert et al.. 2004; Lenzi et al., 1998). Figure 2
shows the ileum, cecum and ascending colon darkened due to vessel occlusion
and luminal hemorrhage. In humans, approximately 15% of all cases of
mesenteric ischemia are due to mesenteric venous thrombosis. The diagnosis is
complex, because the abdominal symptoms are nonspecific besides presenting
general symptoms such as pain., nausea and vomiting (Bergqvist & Svensson,
2010:; Rhee & Gloviczki, 1997).

To what extent do worms disrupt blood flow and lead to an ischemic
process? In Figure 5 the worm is observed occluding a large part of the lumen of
the vessel with a large thrombus around it, this obstruction induces turbulence
in the vein and increases the shear stress along the vessel wall (Stein & Sabbah,
1974). Allied to this, the worm presence in the blood vessel may possibly cause
damages to the vascular endothelium. It is known that there is a decrease in
nitric oxide (NO) production and expression of endothelial NO synthase that
are essential for vessel wall smooth muscle relaxation. increase in blood flow
and decrease in blood pressure (Da’dara & Skelly, 2011; Oliveira et al., 2011;
Silva et al.,1998). However, the parasite is highly adapted and has developed
mechanisms of blood hypo-coagulation, hyper-fibrinolysis mechanisms and
manipulation of vascular tone, which enable its survival in the bloodstream of
the host (Mebius et al.. 2013). This is successfully applied in human infection,
where the caliber of the vessels is superior to mice vessels; however, even
though the parasite synthesizes substances that avoid the Virchow Triad, the
dimensions of the parasite when compared to those of the mesenteric vessels
decrease the blood flow partially or totally and lead to ischemic processes.

In the present study, this anatomopathological presentation was more
common than expected and. during the study period. mesenteric ischemia was
detected as the main cause of death. This cause of death was confirmed to be
higher than the unknown causes differently from that noted in humans (Sise,
2014), the hypothesis is that this high number was due to the animal’s anatomy
itself, which favors the pathological process. Due to the small caliber of the
mesenteric vessels in mice, the worms are more likely to block blood vessels
and begin an ischemic process. Consequently. the higher the parasitic load. the
higher the likelihood of incidents such as these.

The death of animals with mesenteric ischemia and the approximately
10% lower survival number in the group that died from unknown causes
hamper maintenance of the artificial cycle of S. mansoni, preventing the regular
supply of miracidia for infecting mice. This consequently hinders release of
cercariae to infect new animals and affects laboratory studies on the disease.
More deaths mean less raw material for producing SEA and SWAP antigens
and positive controls for PCR. Although The Kaplan-Meier estimate of Figure
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2B is with another mouse species, it is clear when comparing the death rate of
different parasitic loads. Longer animal survival enables better organization
of laboratory routines and schedules. In addition. it also reduces the use of
material, financial and human resources. There was no statistically significant
difference between the S. mansoni BH and LE lineages, thus corroborating the
fact that the high death rates occurred due to mechanical obstructive factors,
rather than the virulence of the strain.

According to Herbert et al. (2004) and Lenzi et al. (1998).
approximately 60% of the eggs produced by S. mansoni reach the intestinal
lumen and go to the feces: the remaining 40% remain adhered to intestinal
mucosa capillaries and liver sinusoids. These eggs release soluble antigens that
mobilize macrophages., eosinophils, lymphocytes and plasma cells mediated
by TNF, Thl and Th2 cells and CD8 T lymphocytes. There is an accumulation
of cells around eggs. an increase in the number of fibroblasts. production of
collagen and, consequently, formation of schistosomal granulomas (Cerqueira
et al.. 2005). Although eggs can be observed in the intestinal tissue in
Figure 4, they are not the cause of the chronic inflammatory infiltrate or the
destruction of the organ’s tissue structure, nor the cause of death. Animals with
histopathological characteristics similar to those seen in Figure 4 died due to
the ischemic process, which caused release of lactate and metabolic acidosis
and led to a shock condition (Lee & Lee, 2005; Lins et al., 2008).

The analysis of morphometric data showed that animals with
mesenteric ischemia apparently presented a more robust collagen structure of
granulomas than did the animals with unknown causes of death. However, the
small number of animals analyzed did not allow any inference for hypotheses.
This difference could have been due to the evolutionary level of the granuloma.
which progressively increases its collagen network, or to the immunological
situation (Amaral et al., 2017), in which the animals were found. since the
species studied (Swiss Webster) is not isogenic.

According to Da Silva (1992). a higher increase in the number of
inflammatory cells was noted between 45 and 55 days after infection, and
this number significantly decreased after the 55" day (Da Silva, 1992). The
histomorphometric findings are not sufficient to allow inferences, and further
studies with higher percentages of slides analyzed are expected to be conducted
in order to investigate the relationship between early death due to mesenteric
ischemia and the evolutionary stage of granulomas.

The present study identified the need to reduce the parasitic infection
load from both strains analyzed. in order to increase animal survival and
aid the maintenance of the artificial cycle of S. mansoni. The importance of
intercommunication between vivaria, laboratories and reference services for
schistosomiasis is also highlighted. Effective solutions should be studied for
reducing the death rates among the animals that maintain the cycle.
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISAS ANIMAIS

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de Aprovacado

Certificamos que o projeto Intitulado “ESTUDO EXPERIMENTAL DAS
FORMAS ECTOPICAS DA ESQUISTOSSOMOSE: AVALIACAO DAS
RESPOSTAS MORFOFISIOPATOLOGICA E GENOTOXICA" protocolado sob
n° 89/2015 pelo (a) pesquisador (@) Dr* Constanga Clara Gayose Simdes
Barbosa esta de acordo com a Lei 11.794/2008 e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes / Fundagdc Oswaldo Cruz (CEUA/ICPQAM) em 11/04/2018. Na
presente versao, este projeto esta licenciado e tem validade até dezembro de
PUNE-

Quantitativo de Animais Aprovados

Especie N° de Animais

W : | 128 (machos)
' Camundongo isogénico BALB/c macho

TOTAL | 128

We cerlify that project “ESTUDO EXPERIMENTAL DAS FORMAS
ECTOPICAS DA ESQUISTOSSOMOSE: AVALIACAO DAS RESPOSTAS
MORFOFISIOPATOLOGICA E GENOTOXICA® (CEUA Protocal n® 89/2015)
coordinated by CONSTANCA CLARA GAYOSO SIMOES is according fo the
ethical principles in animal research adopted by the Braziian law 11 794/2008
and so was approved by the Ethical Committes for Animal Research of the
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes / Fundacao Oswaldo Cruz on April, 11,
2016. In present verson this project is licensed and valid until december 2018

Recife (PE. BRAZIL) 11 april 2016
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