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RESUMO

A esquistossomose mansdnica ¢ uma doenca parasitaria grave, de veiculacao hidrica de
evolucdo crbnica, cujo agente etiologico € o Schistosoma mansoni. Trata-se de uma das
doencas parasitarias mais prevalentes no mundo. Ocorre em cerca de 70 paises, com 207
milhdes de pessoas infectadas e 700 milhdes em areas de risco e ha anos vem sendo
neglicenciada. Dentre as mais variadas formas de apresentagcdo clinica, o acometimento
medular ¢ um dos mais importantes devido a grande morbidade que gera. O desenvolvimento
de um modelo experimental para a mielorradiculopatia permite uma melhor observagao de
todos os eventos que ocorrem durante esse tipo de manifestagdo, ndo apenas nas alteragdes
histologicas, mas também nas alteragdes humorais, comportamentais, etc.

Palavras Chaves: Schistosoma mansoni; Mielorradiculopatia; Modelo experimental.
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I. REVISAO DE LITERATURA

1. INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma enfermidade parasitiria de veiculagdo hidrica
provocada por trematddeos do género Schistossomas. Sao seis as espécies que podem
causar a doenca no homem, entretanto no Brasil observa-se apenas a transmissao da S.

mansoni, presente significativamente também na Africa.

O trafico de escravos do continente africano e sua utilizagdo na lavoura
canavieira, atividade que exigia grande aporte hidrico, foram os responsaveis pela
instalagdo do parasita no Brasil. Inicialmente a doenga encontrava-se localizada apenas

na regido Nordeste, mais precisamente nas zonas rurais.

O deslocamento populacional durante os ciclos econdmicos ao longo da historia,
principalmente a partir da década de 80, presenca abundante do hospedeiro
intermedidrio, as caracteristicas hidricas nacionais, como o grande nimero de rios e
colegdes de dgua doce, além dos grandes volumes pluviométricos sdo alguns dos fatores

que justificam a disseminacao do trematddeo no pais (Barreto, 1982).

Outros fatores que podem ser considerados para justificar a propagacdo da
doenga, tanto em ambito nacional quanto internacional, sdo a longevidade dos vermes
adultos, a grande capacidade de postura das fémeas e o carater cronico da doenca que
acabam por resultar na existéncia de muitos doentes que eliminam ovos do helminto por

varios anos (Pordeus et al, 2008).

Por possuir um carater cronico e sintomatologia variavel, a esquistossomose gera
uma grande morbidade para os individuos infectados. Além disso, por se tratar de uma
doenga bastante prevalente, o custo para o tratamento em fases tardias da doenga acaba

se tornando muito oneroso para o servigo publico.

O presente trabalho visa a criagdo de um modelo animal para a
mielorradiculopatia esquistossomotica, uma das apresentacdes clinicas da doenca de
grande impacto para o paciente, sob o ponto de vista histologico e comportamental, este
ultimo avaliado em um outro momento do projeto. A produ¢cdo de um modelo podera
servir no futuro como uma ferramenta de pesquisa para novas formas de diagnostico e

tratamento, além de acrescentar o nosso entendimento sobre a doenca.



2. EPIDEMIOLOGIA

A esquistossomose ¢ uma doenca endémica em 52 paises da América do Sul,
Caribe, Africa e da regido oriental do Mediterraneo. Representa um grave problema de
saude publica pela grande morbidade que gera e por estar diretamente relacionada a
pobreza, pois falta de saneamento bésico e necessidade de acesso as dguas naturais para

atividades didrias estdo diretamente ligadas a infec¢do (Katz e Peixoto, 2000).

No Brasil, o primeiro inquérito nacional para estimar a prevaléncia da doenca
foi realizado pela Divisdo de Organiza¢do Sanitiria, publicada em 1950. Esse
levantamento foi realizado em 11 estados brasileiros, sendo feitos 440.786 exames,
obtendo-se prevaléncia média de 10,1% para o Brasil (Katz e Peixoto, 2000). Em
Sergipe, a transmissdo ¢ endémica em 51 dos 75 municipios existentes. A prevaléncia
média do estado em 2004 foi 10,5% em 10.262 pessoas examinadas. A doenga ¢ mais

prevalente em municipios das zonas da mata e do litoral.
3. ETIOLOGIA

A esquistossomose ¢ uma doenca parasitaria, de carateristicas distintas na fase
aguda e crdnica, causada pelo helminto da classe Trematoda e do género Schistossomas.
Como ja dito anteriormente, apenas a espécie Schistossoma mansoni possui relevancia

nacional.

O verme apresenta dimorfismo sexual, o macho possui cerca de 1cm enquanto a
fémea 1,5cm, aproximadamente. O macho possui um canal no qual a fémea se aloja
durante a reprodugdo, o chamado canal ginecofaro. Possui o homem como hospedeiro
definitivo e principal reservatorio, onde o encontramos na forma adulta e realiza
reproducao sexuada e caramujos do género Biomphalaria como hospedeiros

intermediarios.
4. CICLO BIOLOGICO

O ciclo biologico do helminto pode ser dividido de forma simplista em duas

fases, a primeira assexuada e uma segunda sexuada.



Inicialmente, os ovos do helminto sdo liberados junto com as fezes dos
individuos infectados. Esses ovos em contato com cole¢des hidricas, em condi¢des
ideais de salinidade e temperatura, eclodem e liberam uma larva ciliada, chamada
miracidio, capaz de mover-se ativamente, responsavel pela infec¢do do hospedeiro
intermediario, que sdo os caramujos do género Biomphalaria, das espécies: B. glabrata,
B. tenagophila e B. Straminea, encontrados em colecdes de dgua doce e com baixa

correnteza (Dias, 1994).

Ao menos uma das especies de caramujo pode ser encontrada em cada um dos
estados da federacdo, mas a B. glabrata ¢ considerado o mais importante nas Américas
devido a sua vasta distribuicdo geografica, além de caracteristicas proprias que resultam

numa grande capacidade de infec¢do e transmissdo da doenga. (Rey, 1993).

ApoOs um periodo de quatro a seis semanas as larvas abandonam o caramujo na
forma de cercarias, estas, em contato com a pele ou mucosas, podem penetrar
ativamente fazendo com que o individuo adquira a infec¢do, iniciando a segunda fase, a
fase sexuada, que ocorre principalmente no homem, seu hospedeiro definitivo e
principal reservatério. Outros mamiferos, como primatas, ruminantes € marsupiais
podem ser considerados como hospedeiros permissivos, apesar de ndo estar muito clara
a participacdo desses outros animais na transmissdo e epidemiologia da doenga. (Souza

e Lima, 1997).

Duas a seis semanas ap0os a penetracdo, as larvas se desenvolvem no organismo
do individuo e este passa a eliminar ovos junto com as fezes, possibilitando um novo

ciclo do agente e perpetuando assim a transmissao da doenga (Pordeus et al, 2008)

5. MANIFESTACOES CLINICAS

Na fase aguda, que ocorre logo apds a contaminagdo, podem surgir no local em
que a cercaria invade o tecido, geralmente pés e pernas, uma papula eritematosa com
prurido intenso, conhecido com coceira do nadador, resultado de um processo

inflamatorio local, com duragdo de aproximadamente uma semana.

Com relagdo a doenca na fase cronica, a formacao dos granulomas em diferentes
orgaos ¢ responsavel pelas manifestacdes clinicas, como o granuloma hepdatico na
hipertensdo portal, a forma pseudotumoral com granulomas no omento ou parede

intestinal, a neuroldgica acometendo principalmente a medula e a forma vasculo-



pulmonar, além disso, reacdes antigeno-anticorpo podem ocorrer de forma macica
levando a deposi¢do de imunocomplexos, com lesdo renal em varios graus. (Souza et al,

2011).

A mielorradiculopatia esquistossomdtica ¢ a forma ectdopica da doenga mais
comum, nem sempre sintomadtica, visto que estudos de bidpsia post-mortem em
individuos previamente sem queixas demonstraram algum grau de lesdo medular em

20% a 30% dos casos.

Uma série de fatores estd ligada a presen¢a ou ndo dos sintomas, como a
quantidade e localizagdo dos ovos, resposta do hospedeiro, etc. Quando os sintomas
surgem, mais frequentemente apresentam-se como um acometimento da medula
toracolombar, como lombalgia, perda ou diminui¢do da forca e/ou sensibilidade nos

membros inferiores além de distirbios urinarios (Souza et al, 2011).

Na esquistossomose, ha exposicdo do sistema imune do individuo infectado a
uma série de antigenos do parasita e do ovo que geram respostas celulares ¢ humorais.
Na tentativa de se identificar os mecanismos patogénicos e protetores desencadeados
pela infec¢do, varios estudos tém sido desenvolvidos em modelos experimentais,

inclusive modelos animais.
6. MODELO ANIMAL

Hoje, o modelo animal ¢ utilizado em praticamente todos os campos de pesquisa
biologica (Russel, 2001). O cbédigo de Nuremberg determina que qualquer
experimentacdo em humanos seja precedida pela experimentagdo em animais, dessa
forma, o uso de animais em pesquisas cientificas tém se mostrado de grande valia para o
estudo de fendmenos bioldgicos diversos (Da Matta, 2010). E inadequado o uso de seres
humanos na investigagdo de processos fisiopatologicos, assim como de tratamentos e

procedimentos médicos por razdes éticas.
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A esquistossomose mansonica ¢ uma doenga parasitaria grave, de veiculacdo hidrica de evolugdo cronica,
cujo agente etioldgico € o Schistosoma mansoni. Trata-se de uma das doengas parasitarias mais prevalentes
no mundo. Ocorre em cerca de 70 paises, com 207 milhdes de pessoas infectadas e 700 milhdes em areas
de risco e ha anos vem sendo neglicenciada. Dentre as mais variadas formas de apresentagdo clinica, o
acometimento medular ¢ um dos mais importantes devido a grande morbidade que gera. O
desenvolvimento de um modelo experimental para a mielorradiculopatia permite uma melhor observagéo
de todos os eventos que ocorrem durante esse tipo de manifestagdo, ndo apenas nas alteragdes histologicas,
mas também nas alteragdes humorais, comportamentais entre outros.

Palavras-chave: esquistossomose, mielorradiculopatia, histologicas.

Schistosomiasis mansoni is a serious parasitic chronic disease, waterborne, whose etiologic agent is
Schistosoma mansoni. It is one of the most prevalent parasitic disease in the world. It occurs in about 70
countries, with 207 million people infected and 700 million in risk areas and for years has been neglected.
Among the various forms of clinical presentation, spinal cord involvement is one of the most important due
to high morbidity it generates. The development of an experimental model for myeloradiculopathy allows
better observation of all events that occur during this type of event, not only in the histological changes, but
also in humoral, behavioral and others.

Keywords: Schistosomiasis, myeloradiculopathy, histological.

1. INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doenga endémica em 52 paises da América do Sul, Caribe, Africa e
da regido oriental do Mediterraneo. Representa um grave problema de satde publica pela grande
morbidade que gera e por estar diretamente relacionada a pobreza, pois falta de saneamento
basico e necessidade de acesso a 4guas naturais para atividades diarias estdo diretamente ligadas a
infeccdo (Katz e Peixoto 2000).

No Brasil, o primeiro inquérito nacional para estimar a prevaléncia da doenga foi realizado
pela Divisdo de Organizacao Sanitéria, publicada em 1950. Esse levantamento foi realizado em
11 estados brasileiros, sendo feitos 440.786 exames, obtendo-se prevaléncia média de 10,1% para
o Brasil (Katz e Peixoto 2000). Em Sergipe, a transmissdo ¢ endémica em 51 dos 75 municipios
existentes. A prevaléncia média do estado em 2004 foi 10,5% em 10.262 pessoas examinadas. A
doenga ¢ mais prevalente em municipios das zonas da mata e do litoral.

O ciclo bioldgico do helminto pode ser resumido da seguinte maneira: ovos da S. mansoni sdo
liberados junto com as fezes de individuos portadores, esses ovos em contato com colecdes
hidricas em condig¢oes ideais de salinidade e temperatura eclodem e liberam uma larva, chamada
miracidio, responsavel pela infec¢do do hospedeiro intermediario, nesse caso espécies de
caramujos do género Biomphalaria como a B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea. Ap6s um
periodo de quatro a seis semanas as larvas abandonam o caramujo na forma de cercéarias, estas ao
contato com a pele ou mucosas podem penetrar ativamente fazendo com que o individuo adquira
a infeccdo. Duas a seis semanas apoOs a penetracdo, as larvas se desenvolvem no organismo do
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individuo e este passa a eliminar ovos junto com as fezes, possibilitando um novo ciclo do agente
e perpetuando a transmissdo da doenca (Pordeus et al, 2007) . Com relagdo a doenca, formagao
dos granulomas em diferentes orgdos € responsavel pelas manifestagdes clinicas, como o
granuloma hepatico na hipertensdo portal , a forma pseudotumoral com granulomas no omento ou
parede intestinal, a neuroldgica acometendo principalmente a medula ¢ forma vasculo-pulmonar,
além disso, reacdes antigeno-anticorpo podem ocorrer de forma macica levando a deposicao de
imunocomplexos lesando os rins (Souza et al 2011).

O acometimento do sistema nervoso central ao longo do curso da esquistossomose vem
ganhando destaque na literatura e um dos problemas que podem ser citados ¢ a dificuldade no seu
reconhecimento, dificultando o diagnostico e dessa forma subestimando o real ntimero de
acometidos (Santos et al 2001).

A mielorradiculopatia esquistossomoética ¢ a forma ectopica da doenga mais comum, nem
sempre sintomatica, visto que estudos de bidpsia post-mortem em individuos previamente sem
queixas demonstraram algum grau de lesdo medular em 20% a 30% dos casos. Uma série de
fatores esta ligada a presenca ou ndo dos sintomas como a quantidade e localizagdo dos ovos,
resposta do hospedeiro, etc. Quando os sintomas surgem, mais frequentemente apresentam-se
como um acometimento da medula toracolombar, como lombalgia, perda ou diminui¢do da forga
e/ou sensibilidade nos membros inferiores além de disturbios urinarios (Souza et al 2011). Na
esquistossomose, a exposicao do sistema imune do individuo infectado a uma serie de antigenos
do parasita ¢ do ovo que geram respostas celulares ¢ humorais. Na tentativa de se identificar os
mecanismos patogénicos e protetores desencadeados pela infecgdo, varios estudos tém sido
desenvolvidos em modelos experimentais, inclusive modelos animais.

E inadequado o uso de seres humanos na investigagio de processos fisiopatologicos, assim
como de tratamentos e procedimentos médicos por razdes éticas. O cddigo de Nuremberg
determina que qualquer experimentacdo em humanos seja precedida pela experimentacdo em
animais, dessa forma, o uso de animais em pesquisas cientificas tém se mostrado imprescindivel e
de grande valia para o estudo de fendmenos biologicos diversos (Da Matta 2010). Hoje, o modelo
animal € utilizado em praticamente todos os campos de pesquisa biologica (Russel 2001).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal desta Universidade
(CEPA/UFS) com o protocolo 11/2013. Apds a aprovagdo do comité foi solicitado ao Biotério
Central da Universidade Federal de Sergipe 50 ratos Wistar machos, adultos jovens com 8 a 12
semanas de vida, pesando entre 300 e 500 gramas e com condi¢des gerais e de motricidade
normais. Todos os procedimentos seguiram as normas estabelecidas pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL).

Durante todo o periodo, os animais foram mantidos no Laboratério de Pesquisa em
Neurociéncias (LAPENE, Hospital Universitario/UFS), em rack ventilada com mini-isoladores,
separados por grupo experimental e tiveram livre acesso a agua e ragdo propria para roedores. A
luminosidade foi mantida com ciclo claro-escuro de 12/12 h (luz das 6 as 18 horas) e temperatura
de 23 + 2°C. Apo6s o termino dos procedimentos experimentais os animais foram eutanasiados por
meio de uma inje¢do intraperitoneal na dose de 150 mg/kg de tiopental sodico (Cristalia, SP,
Brasil), submetidos a perfusdo com formol a 10% com posterior retirada da medula espinal e
conservagao da mesma em frascos com a mesma solugdo. As carcagas foram acondicionadas em
sacos para residuo infectante e coletadas pelo setor responsavel por esses residuos no Hospital
Universitario (HU).

Os animais foram divididos em dois grandes grupos experimentais, o grupo “infectado” e o
grupo “controle” e cada um destes subdivididos em quatro outros grupos de acordo com o dia em
que seriam eutanasiados. Assim tivemos D5, D10, D20 e D30, compostos por cinco animais cada,
que foram eutanasiados com 5, 10, 20 e 30 dias respectivamente.

XXXXXX =2


http://www.scientiaplena.org.br/

Scientia PLeENna VOL.X, NUM. X 2016
www.scientiaplena.org.br doi: 10.14808/sci.plena.2016. XXXXXX

2.2 INFECCAO

Durante o procedimento de infecc¢do, tanto o grupo experimental como o controle foram
anestesiados com tiopental sddico via intraperitoneal. No grupo experimental injetou-se uma
suspensdo de ovos de S. mansoni de 20ulL (concentragdo de 25.000 ovos/mL) no espago
subaracnoideo de cada rato, utilizando uma seringa de Iml. Os animais do grupo controle foram
submetidos a0 mesmo procedimento, mas com administracdo de solucdo estéril tampao-fosfato
(PBS) no espaco subaracnoéideo.

2.3 PREPARACAO HISTOLOGICA

Os animais dos grupos infectados e controles foram eutanasiados no 5° dia experimental (D5),
10° dia experimental (D10), 20° dia experimental (D20), 30° dia experimental (D30), através da
administragdo de tiopental sddico via intraperitoneal na dose de 150mg/kg, conforme as regras e
regulamentag¢des do Comité de Etica em Pesquisas animais da Universidade Federal de Sergipe.
Apos a administragdo e efeito anestésico, os animais foram submetidos a perfusdo com solugdo
formol a 10% com bomba infusora, em seguida a medula espinhal foi cuidadosamente retirada do
canal vertebral e armazenada em frascos contendo formol a 10% por mais duas horas quando
entdo foi transferida para frascos contendo solug¢do crioprotetora contendo sacarose por no
minimo 2 dias.

Para o procedimento de montagem das ldminas, o segmento medular de T10 a L5 foi
submetido a cortes histoldgicos em criostato no plano transversal com intervalo de 20um, fixado
em laminas de vidro e corado por meio da técnica de hematoxilina-eosina. As alteragdes
histoldgicas foram avaliadas quanto a presenca de ovos e/ou granulomas além de agregados de
células inflamatorias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s a preparag@o das ldminas e posterior coloragdo com a técnica de hematoxilina-eosina os
cortes foram observados no microscépio para busca dos ovos de S. mansoni, granulomas ou
infiltrado inflamatorio. Durante a observagdo pode-se constatar a presenga de ovos em alguns
cortes, com predile¢do para se inserir na comissura anterior da medula, porém ndo se sabe se
decorrente do fluxo liqudrico ou retirada dos ovos localizados em outros locais durante o
processo de preparacdo das laminas.

Nas figuras 1 e 2 pode-se observar a deposicdo de ovos na comissura anterior da

medula dos animais do grupo experimental D20, sem entretanto haver um infiltrado
inflamatorio ou granulomas, formacdes que ndo foram observadas durante o estudo em

nenhum dos animais. Na figura 3 vé-se fragmento de um ovo localizado em regido proxima
ao canal medular.
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Figura 1: Cortes histologicos de animais do grupo experimental D20 evidenciando a presenga de ovos na
comissura anterior.

Figura 2: Corte histologico de animal do grupo experimental D20.

Figura 3: Fragmento de um ovo proximo ao canal central da medula.

O inicio da deposi¢do dos ovos pelos vermes adultos de S. mansoni ocorre por volta do 40° dia
apos a infeccdo através de cercarias e baseados nas observagdes feitas no perfil de citocinas
presentes, alguns autores sugerem que os ovos, € ndo outro estagio de vida do parasita sdo os
principais responsaveis pela formagdo do granuloma (Valenga 2000). E dificil fazer uma
comparacdo com estudos anteriores de infeccdo por S. mansoni visto que a infecgdo realizada
nesses estudos se da através das cercarias via tegumento enquanto que no presente estudo a
infeccdo se da através da injecdo intratecal de solugdo contendo ovos.

Apbs a infecgdo, o hospedeiro fica exposto a uma série de antigenos do parasita e inicia, em
diferentes momentos, respostas humorais e celulares, especificas e inespecificas. Novas respostas
ocorrem quando o verme passa a depositar ovos, apresentando nova gama de antigenos, e estes a
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se fixar em diferentes orgdos. Encontrar ovos na medula é um evento independente do tempo,
visto que a infeccdo ocorre através da inje¢do direta de ovos via intratecal. Diferentemente, a
presenca de infiltrado inflamatoério e de granulomas sdo dependentes do tempo. Alternativas para
contornar esse problema seria a criagdo de mais grupos, com tempos maiores de infecg@o,
sensibilizagdo prévia dos animais aos antigenos ou monitorizagdo do padrdo de citocinas ou
eosinofilia, avaliando dessa forma ndo apenas o fator histologico, mas também humoral e celular.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos através da metodologia aplicada conclui-se que o modelo
desenvolvido mostrou-se satisfatorio e reprodutivel para avaliagdo do acometimento medular da
esquistossomose, com identificagdo de ovos de S. mansoni nos cortes histologicos dos animais no
grupo experimental.
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