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RESUMO

Mielorradiculopatiaesquistossomoética (MRE) é uma forma grave de
apresentacao da esquistossomose, em que a medula espinhal é acometida por
espécies de Schistosoma. Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de
modelo animal de MRE causada pelo S. mansoni, além de caracterizar as
alteracdes sensoriais e motoras ocasionadas pelo depdsito de ovos do S. mansoni
na medula espinhal e correlacionar os aspectos sensoriais, motores e histoldgicos
nos animais em fungdo do tempo. Realizou-se testes de sensibilidade mecanica,
comportamentais e posterior eutanasia em duas séries (infectada e controle) de
animais divididas em seis grupos com 5 ratos Wistar machos cada nos 5°, 10°, 20°
e 30° dias da pos-infeccdo. Os grupos experimentais foram anestesiados com
halotano e injetou-se uma suspensdo de ovos de S. mansoni no espaco
subaracnoideo. Os animais controle foram submetidos ao mesmo procedimento,
porém com administracdo de solucdo tampéao-fosfato (PBS). A medula espinhal foi
removida, submetida a andlise histologica entre T10 e L5. Constatou-se reducéo
na sensibilidade mecanica superficial, da sensibilidade térmica e da forca
muscular ocasionadas pelos ovos do S. mansoni na medula espinhal; Observou-
se alteracdes no tecido nervoso de 25% dos animais apos a infeccdo de S.
mansoni. O modelo desenvolvido mostrou-se satisfatério para avaliacdo das
alteracdes funcionais em ratos Wistar, podendo ser util para estudos da
etiopatogenia da MRE.

Palavras-chave: Neuroesquistossomose;Schistosoma  mansoni; Modelos
Animais;Hiperalgesia,
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ABSTRACT

Schistosomalmyeloradiculopathy (SMR) is a severe formofpresentationof
schistosomiasis, in whichthe spinal cord isaffectedby species ofSchistosoma.
Thisstudy aimed todevelopan animal modelof SRMcaused byS.mansoni, and
characterize the sensory and motorchanges causedby the depositionofeggsof S.
mansoniin the spinal cordand correlate thesensory aspects, engines and
histologicalanimalsinfunction of time.Heldmechanicalsensitivitytests, behavioral
and subsequenteuthanasiain two series(infected and control)animalsdividedinto six
groups offivemale Wistar ratseachin5, 10, 20 and 30dayspost-infection. The
experimental groupswere anaesthetizedwith halothane andinjected witha
suspension ofS. mansonieggs in thesubarachnoid space.Control
animalsunderwent the sameprocedure, but with phosphate buffersolution
administration(PBS). The spinal cordwas removed,subjected tohistologicalanalysis
ofT10and L5. It was observedreduction in surfacemechanical sensitivity, thermal
sensitivityand muscle strengthcaused by theeggsof S. mansoniin the spinal cord;
Changesobservedin nervous tissueof 25% of the animals following infectionof S.
mansoni. The modelproved to besuitable forevaluation offunctional changesin
ratsand may beuseful forpathogenesisstudiesofMRE.

Key-words: Neuroschistosomiasis; Schistosoma mansoni; Models,
Animal;Hyperalgesia.
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l.Introducéo

A esquistossomose é uma das doencas parasitarias mais prevalentes no mundo
(ZHANG, 2010). Embora o aparelho digestivo seja o habitat natural do nematédeo, as
formas ectopicas sdo comumente observadas, incluindo aquelas que acometem o
sistema nervoso central, sendo esta apontada como uma das principais causas entre
as mielopatias ndo traumaticas. A mielorradiculopatiaesquistossomotica (MRE) € uma
forma grave de apresentacdo da esquistossomose, em que O sistema nervoso €
acometido pelo parasito, particularmente peloSchistosoma mansonie S.
haematobium(STEINMANN, 2006).

A patogenia da MRE ainda permanece desconhecida. Os dados mais
conclusivos sugerem que a resposta inflamatéria é desencadeada pelo depdsito dos
ovos ho tecido nervoso que desencadeia a formacdo de granulomas ou massas
expansivas. O diagnostico da MRE por meio de andlise do liquido cefalorraquidiano é
uma ferramenta que estda em desenvolvimento e sua padronizacdo facilitard a

identificacdo precoce de casos de MRE (Ferrari, 2010).

O principal obstaculo ao desenvolvimento de um modelo animal para a MRE € o
desenvolvimento de um protocolo de infeccdo que retrate com fidedignidade a
etiopatogenia da doenca. Na revisdo de Fiore e Aloe (2001), os ratos com
neuroesquistossomose apresentaram hiperalgesia em decorréncia da formacéo de
granuloma (FIORE, 2001). Outro estudo do mesmo grupo indicou que o modelo murino
de infeccdo pode ser utilizado para estudar os mecanismos da neuroesquistossomose
em humanos (FIORE, 1996).Recentemente, em um estudo chinés foi apresentado um
modelo experimental de esquistossomose cerebral. Os pesquisadores infectaram
coelhos com ovos de S. japonicume associaram as manifestacdes clinicas a analise
morfolégica e patogenia da neuroesquistossomose. Os resultados foram satisfatérios
para a esquistossomose cerebral e cruciais para o desenvolvimento de novos estudos
(PENG WANG, 2011).
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2. Justificativa

A esquistossomose mansonica € endémica em diversas regides tropicais e
subtropicais do mundo, inclusive no estado de Sergipe. Ademais, no Brasil existe a
crescente descoberta de novos casos de MRE, entretanto, pouco se sabe sobre esta
forma medular. Considerando que a MRE € uma doenca de dificil diagnostico, que
muitas vezes € feito por exclusdo, e que existem lacunas em sua fisiopatologia, é
necessario o desenvolvimento de pesquisas em modelos animais para a MRE. Apesar
do desenvolvimento crescente de pesquisas sobre a MRE, sdo escassos estudos
envolvendo experimentacdo com modelo animal desta doenca. O desenvolvimento de
um modelo experimental para a doenca em questdo possibilitaria a realizacdo de
estudos sobre a fisiopatologia da doenca e suas consequéncias organicas, para
posterior contribuicdo no estabelecimento de diagndsticos, tratamentos farmacologico e
fisioterapéutico, melhorando a sobrevida de pacientes com MRE. Ha economia de
tempo, recursos humanos e recursos financeiros, além de aumentar a variedade de

pesquisas acerca da neuroesquistossomose.

3. Revisao de Literatura

3.1. Esquistossomose Mansonica

A esquistossomose mansonica representa um grave problema de saude publica,
acometendo cerca de 78 paises com uma estimativa populacional de 249 milhdes de
infectados e 745 milhdes de residentes em area endémica, principalmente em
comunidades rurais com expansao para 0s centros urbanos, relacionada com precarias
condi¢cBes de higiene e inadequados recursos sanitarios. No Brasil,ha condicdes ideais
para o desenvolvimento e crescente expansdo da doenca tais como, elevadas
temperaturas, precipitacées, presenca de hospedeiros intermediarios (WHO, 2014).Um
dos estados com a maior prevaléncia de esquistossomose no Brasil é o estado de
Sergipe, segundo dados do ministério da saude, a média de prevaléncia de
esquistossomose € acima de 15%(Ministério da Saude, 2009). Mais recentemente,
Rollemberg e colaboradores observaram que dos 75 municipios sergipanos, o

programa de controle de esquistossomose obteve dados relativos a 42 municipios em
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2005, 46 em 2006, 48 em 2007 e 37 em 2008. Em todos os anos, 100% dos municipios
analisados tiveram resultados positivos para o S.mansoni(Rollemberg, 2011).

A doenca é causada por um parasita trematdédeo do género Schistosoma, tendo
como principais agentes etioldgicos o S. mansoni, o0 S. haematobium e o S.
japonicum(PORDEUS, 2008). Dentre essas espécies, 0 S. mansoni tem sido
especialmente estudado devido a sua importancia na saude publica e sua ampla
distribuicdo geografica. No Brasil, os principais hospedeiros intermediarios sdo os
caramujos Biomphalariaglabrata, B. tenagophilae B. straminea. Esses moluscos
encontram-se em regides onde ha cole¢bes de dgua doce, tais como barragens, areas

de irrigacao, rios, lagos, lagoas e brejos (YOSHIOKA, 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 agua doce, os ovos de S. mansoni eclodem em algumas horas,
libertando suas larvas, os miracidios. Estas larvas adentram no caramujo do género
Biomphalaria para se multiplicar em centenas de cercérias, em cerca de quatro a seis
semanas. As cercarias sdo as formas infecciosas para o homem, e emergem dos
caramujos em condi¢des especiais de luz e temperatura, podendo sobreviver na agua
por até 72 horas (BENNET, 1997).

As cercarias em contato com a pele do hospedeiro através da agua se
transformam rapidamente em esquistossdmulo, atingindo a circulacdo sangliinea 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, 1992).
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Fonte: Centro de Controle de Doencgas e Prevencéo Esquistossomose

Figura 1.llustracéo do ciclo da esquistossomose.
3.2. MielorradiculopatiaEsquistossomética

Dentre as mielites ndo traumaticas ou ndo neoplasicas a incidéncia de mielites
decorrentes de esquistossomose permeia de cinco e seis por cento dos casos (SPINA-
FRANCA, 1980). Todavia, quando séo realizadas necropsias a prevaléncia é seis
vezes maior, estudos post-mortenidentificaram uma prevaléncia entre 20% e 30% dos
pacientes com esquistossomose tiveram comprometimento medular e a frequéncia de
pacientes assintomaticos é de 3 a 4 vezes maior que sintomaticos (ANDRADE,
1986).Das formas neuroldgicas da esquistossomose, a MRE é a mais frequente, com
aproximadamente 800 casos relatados desde sua descri¢cdo inicial em meados dos
anos 30 (FERRARI, 2008). Por ser uma doenca de diagndstico com carater presuntivo,
acredita-se na subnotificacdo dos casos (LAMBERTUCCI, 2007; FERRARI, 1997), em
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um estudo realizado em Pernambuco, foram identificados 139 casos de MRE, sendo

39,5% de areas endémicas e 60,5% de areas néo endémicas (ARAUJO, 2010).

O principal mecanismo de lesdo neuroldgica da-se com a deposi¢cao de ovos no
sistema nervoso. A circulacdo de ovos no sistema venoso pode ocasionar as formas
ectopicas da esquistossomose, dentre elas, a mais incapacitante é a MRE. A
intercomunicacdo do sistema mesentérico inferior ao sistema venoso espinhal que € a
porta de entrada dos ovos de S. mansoni no sistema nervoso central. Os ovos seguem
o trajeto venoso em diregcéo ao plexo avalvular de Batson, plexo com pressao em torno
de zero que facilita o fluxo retrégrado ao longo da medula espinhal (BRUIJNING,
1964;CAROD ARTAL, 2004; KATCHANOV, 2010). Esta regido faz comunicacdo das
veias intercostais com as veias iliacas internas, lombares e sacrais (VAN DER KUIP,
1999).

Relatos da literatura afirmam que esforcos fisicos, manobras de valsalva ou
gualquer outra forma de aumento de pressao intra-abdominal podem desencadear a
MRE (UEKI 1995; PAZ, 2002; SILVA 2004). Ha, também, a possibilidade de eliminacéo
direta dos ovos nos vasos medulares, devido a migracdo anormal dos vermes adultos.
Esta hipotese € reforcada, pois, ocasionalmente, encontraram-se vermes adultos
enfileirados dentro dos vasos vertebrais (PAZ 2002;CAROD ARTAL, 2004). Machado
afrma que havendo carga parasitaria adequada no sistema porta, acontece a
passagem de ovos e, até mesmo, de parasitas adultos para o0 sistema venoso
intrarraqueano (MACHADO, 1993).

Galvao considera quatro tipos de acometimento da medula espinhal e das raizes
nervosas lombares e sacrais: a) os granulomas intratecais; b) as mielites, do tipo
tranverso ou ndo; c) alteracbes do tipo meningomieloradiculares; d) alteracdes
predominantemente radiculares(GALVAO, 1994). De acordo com Ferrari, o0
comprometimento mielorradicular foi apresentado em 54% dos casos (FERRARI,
1997). Mais recentemente, Aradjo e colaboradores apresentaram que 90% dos casos
estudados possuiam forma mielorradicular(ARAUJO, 2006).As lesdes medulares na
esquistossomose se distribuem, preferencialmente, nos segmentos inferiores toracicos,

lombossacros, com caracteristicas de cone medular e cauda equina (PEREGRINO,
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2002). Apesar de raras,sao possiveis lesdes em niveis mais altos como T2-T3 (BRITO,
1992).

A patogenia da MRE ainda permanece desconhecida. Os dados mais
conclusivos sugerem que a resposta inflamatéria é desencadeada através da fixacdo
dos ovos no tecido nervoso que desencadeia a formacédo de granulomas ou massas
expansivas.O diagnodstico da MRE através do liquido cefalorraquidiano é uma
ferramenta que esta em desenvolvimento e sua padronizagéo facilitard a identificacao
precoce de casos de MRE (Ferrari, 2010). Um estudo de 2011 identificou a presenca
de imunocomplexos contendo antigenos de esquistossomose no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com MRE, indicando que estes imunocomplexos
circulantes foram produzidos dentro do sistema nervoso central dos pacientes (Ferrari,
2011).H& casos que encontraram ovos no tecido medular sem qualquer reacgéo
inflamatoria. O estudo de Silva (2004) sugere que a infec¢do esquistossomoticapode
desencadear um processo autoimune que gera vasculite e isquemia no SNC (SILVA,
2004).

Em se tratando de manifesta¢gfes clinicas, a MRE apresenta uma triade inicial
caracteristica: dor lombar, alteracdes de sensibilidade em membros inferiores (MMII) e
disfuncdo urinaria com percentuais acima de 95%(PEREGRINO, 2002). Estas
manifestacbes ocorrem na fase aguda ou subaguda da doenca, havendo a piora
progressiva dos sinais e sintomas em média de 15 dias, todavia, h4 casos em que a
evolucao do quadro é lenta e sua instalacédo se da ao longo de meses ou anos. A MRE
€ uma lesdo neurolégica parcial e ndo traumética e, a depender do nivel que os ovos
se instalam, diversos sintomas e incapacidades podem ocorrer, em sua grande maioria,
a triade inicial permanece e surgem sintomas como a disfun¢éo vesical, déficit de forca
em MMII e impoténcia sexual com percentuais de 12%, 7% e 0,7% (SILVA, 2004).
Eventualmente, h4 uma melhora clinica espontanea decorrente da diminuicdo do

processo inflamatdrio e modulacéo do granuloma.
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3.3. Modelos Experimentais

O principal obstaculo no desenvolvimento de um modelo animal para a MRE é o
desenvolvimento de um protocolo de infeccdo que retrate com fidedignidade a
fisiopatologia da doenga. O primeiro achado de deposi¢éo de ovos no sistema nervoso
central (SNC) ocorreu por volta de 1970 quando Cheever e Duvall identificaram a
formacédo de granulomas associada aencefalite e convulsbes em macacos do género
Cercopithecus(CHEEVER, 1974). JA& o desenvolvimento de modelos em murinos
permeia a década de 90, mais especificamente em 1996 quando Aloe e colaboradores
encontraram ovos de S. mansoni com agregacdo granulomatosa em cérebros de
camundongos. Os espécimes estudados apresentaram reducéo da expressao do fator
de crescimento nervoso (ALOE, 1996). Em decorréncia desse achado, Fiore identificou
distlrbios comportamentais em camundongos infectados com ovos de S. mansoni, este
fato esta associado com as alteracbes no fator de crescimento neural e citocinas
induzidas pelos granulomas(FIORE, 1996). Umas das possiveis falhas entre estes dois
estudos, € que ambos ndo indicam a frequéncia que os ovos atingiram o SNC.
Posteriormente, Silva e colaboradores (2002) infectaram 39 camundongos com
diferentes cargas parasitarias de cercérias e ndo encontraram nenhum sinal clinico ou
histol6gico de acometimento do SNC. Eles concluiram que o modelo murino simulando

a infeccdo por S. mansoni em humanos é inadequado para estudos experimentais

sobre a neuroesquistossomose.

Em 2011, Wang e colaboradores estabeleceram um modelo de
neuroesquistossomosecomo ferramenta de andlise morfologica, observacdo clinica
além de investigacdo sobre a imunologia e patogénese da reacdo inflamatoria.
Infectou-se o cérebro de coelhoscom ovos de S. japonicum e baseados nas
manifestacdes clinicas realizaram a eutanasia 3, 5, 7, 10, 20 e 30 dias apdés a cirurgia
de estereotaxia. A andlise histologica apresentou todas as fases da fisiopatologia: inicio
do processo inflamatdrio com aumento progressivo ao longo dos dias, agregacéao de
neutrofilos, granuldcitos e eosindfilos, formagédo de granuloma ao redor dos ovos e

modulacdo do granuloma. A técnica simulou 0os mesmos sinais e sintomas da
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doencaem menor prazo e com maior padronizacdo do grupo experimental, ideal para
estudos em ambiente controlado(PENG WANG, 2011).

4. Hipotese

O modelo experimental de mielorradiculopatiaesquistossomaética através da

inoculacao intratecal de ovos de S. mansoni é viavel em ratos Wistar.

5. Objetivos
5.1 Geral:

Desenvolver modelo animal para a mielorradiculopatiaesquistossomatica.
5.2 Especificos:

Identificar alteracdes na sensibilidade mecénica superficial e a sensibilidade

térmicaocasionada pelos ovos do S. mansoni na medula espinhal;

Identificar alteracBes na for¢a ocasionada pelos ovos do S. mansoni na medula

espinhal.

Correlacionar os aspectos sensoriais e motores dos animais em funcdo do

tempo.

Identificar alteracGes histoldgicas no tecido nervoso produzidas pela inoculacao

de ovos de S. mansonino espaco subaracnéideo.
6. Métodos

6.1 Delineamento do estudo

O estudo foi do tipo experimental, controlado e cego. A viabilidade do experimento
foi assegurada.

6.2Animais

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal desta
Universidade (CEPA/UFS) com o protocolo 11/2013. Apos a aprovagao do comité foi
solicitado ao Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe 50ratos



21

Wistarmachos pesando entre 300 e 500 gramas. 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 em rack ventilada com mini-
isoladorese tiveram livre acesso a agua e racdo padrdo para roedores. As salas de
manutencdo dos animais e experimentacao, localizadas no Laboratério de Pesquisa
em Neurociéncias (LAPENE, Hospital Universitario/lUFS) possuem luminosidade
controlada com ciclo claro-escuro de 12/12 h (luz das 6 as 18 horas) e temperatura de
23 +2°C. Ap6s o termino dos procedimentos experimentais o0s animais
forameutanasiados por meio de uma injecéo intraperitoneal na dose de 150 mg/kg de
tiopental sodico (Cristalia, SP, Brasil). As carcacas foram acondicionadas em sacos
para residuo infectante e coletadas pelo setor responsavel por esses residuos no
Hospital Universitario (HU).

Os critérios de inclusdo e exclusdo foram adotados com base no protocolo de
Rodrigues e Galvao (Rodrigues NR, 1999, Galvao PEC, 2003).

6.3Critérios de inclusao:

» Ratos da espécieWistar;
» machos adultos jovens (de 8 a 12 semanas de vida);
* peso entre 300 e 500 gramas;

« condicéo geral e motricidade normais.
6.4Critérios de excluséo:

« Obito imediatamente apés les3o;
» anomalias da medula espinhal na area lesada observada macroscopicamente;
* autofagia ou mutilacdo entre os animais;

* lesdo da dura-mater na experimentagao.
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6.5Grupos

Realizaram-se duas séries experimentais. As séries “infectado” e “controle” foram
divididas em seis grupos de acordo com os dias em que se aplicaram os testes
comportamentais e posterior eutanasia: 5° (D5), 10° (D10), 20° (D20) e 30° (D30) dias
experimentais, que correspondem, respectivamente, aos grupos G10, G20 e G30.

Cada um dos seguintes grupos foi composto por cinco animais (Figura 2).

Legenda
p Injecdo intratecal de ovos de
d-2/-1 I— do ds d10) S. mansoni
"4 [ ] "M
Testes de sensibilidade
mecénica e térmicae forga
.2/ do ds d20 »
= gt de preensio
I'4 - ] [ 3
x Eutanasia
d-2/-1 f={ d0 I d2 ao | d: Dia |
¥ - ] [ ] L F 1

Figura 2. Linha do tempo do procedimento experimental.

6.6Acompanhamento dos animais

Desde o momento da aquisi¢cdo no Biotério Central da Universidade Federal de

Sergipe (UFS) até o término do experimento, os ratos foram pesados diariamente.

6.70btencéo de ovos de S. mansoni

Os ovos de S. mansoniforamretirados a partir de figados de camundongos
seguindo o protocolo de obtencéo de ovos de S. mansoni do Laboratério do Servico de
Referéncia em Esquistossomose da Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife. O protocolo
consiste em diversas etapas de centrifugacdo e utilizacdo de enzimas para separar o
tecido hepatico dos ovos de S. mansoni. E importante que o material esteja em
temperatura préxima dos 4°C e recebendo a minima quantidade de luz para que os
ovos nao eclodam, além de utilizar material siliconizado para reduzir a fixagdo dos ovos
nas vidrarias (anexo 1).0O Servico de Referéncia em Esquistossomose da Fundacao

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) de Recife forneceu todo o material.



23

6.8 Processo de infecgdo com ovos de S. mansoni.

O grupoexperimental foi anestesiado com tiopental sédico via intraperitoneal,
injetou-se uma suspensao de ovos de S. mansonide 20uL (concentragédo de 25.000
ovos/mL) no espaco subaracnoideo de cada rato, utilizando uma seringa de 1mL. Os
animais controlesforam submetidos ao mesmo procedimento com a administracdo de

solucéo estéril tampao-fosfato (PBS).

A injecao intratecal é uma técnica de inoculacdo de substancias na coluna
vertebral. Caracteriza-se por ser de rapida execucdo, com alta reprodutibilidade, facil
aplicabilidade e que exige pequenas doses de anestésicos para sua utilizacdo
(HYLDEN ,1980). E uma técnica segura que ndo causa efeitos colaterais ao animal,
diferentemente da canulacaointratecal. Comprovou-se que a canulacdo aumenta a
resposta nociceptiva de ratos por aumentar a reacdo inflamatéria crénica da medula
espinhal (ALMEIDA, 2000).

O procedimento de injecao intratecal consiste em anestesiar o animal e inocular
uma agulha entre as vértebras L4 e L5 ou L5 e L6, ao final da medula espinhal e inicio
da cauda equina. Usualmente ha um reflexo de retirada de cauda que indica a correta
inoculacdo. De acordo com Hylden e Wilcox ndo ha nenhuma evidéncia de
comprometimento motor no procedimento de injecéo intratecal. Ap6s a administracao
de morfina via intratecal, a funcdo medular foi restituida em 98,8% nos primeiros cinco
minutos pos experimento, seguido por 0,8% da funcdo cerebelar, 0,4% da funcéo
cerebral. Apos 20 minutos todas as funcdes se apresentaram bem estruturadas
(HYLDEN,1980).

6.9 Testes comportamentais

Os animais que receberam os ovos de S. mansoni e 0 grupo controle foram
submetidos aos testes de sensibilidade mecéanica e térmica e de forca muscular no DO,
D5, D10, D20 e D30.

6.9.1 Sensibilidade mecanica
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A sensibilidade mecanica foi avaliada através do aparelho Analgesimetro Digital
(Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Uma ponteira acoplada ao cabecote do
Analgesimetro Digital foi pressionada por cinco vezes seguidas na superficie plantar
das patas traseiras e retirado assim que o animal retirasse a pata diante do estimulo. A
meédia aritmética das cinco aplica¢des foi registrada como limiar mecanico secundario e
a diferenca de valores em diferentes momentos do experimento foi considerada para
avaliagcéo das oscilagdes do limiar (GOPALKRISHNAN, 2000).

6.9.2 Sensibilidade térmica

Para avaliacdo do limiar térmico foi utilizado o Hot Plate(Insight®, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil). Nesse teste,foi considerado como laténcia de resposta, o periodo que os
animais permaneceram sobre uma chapa metalica aquecida (50+0,5°C) até reagirem
ao estimulo térmico, caracterizado pelo comportamento de levantar ou lamber as patas
(TITA, 2001).Esta avaliacdo da informacdes sobre a laténcia, uma vez que o reflexo de
retirada da cauda é caracterizado pela integracdo medular e supra medular(MITCHELL,
1977).

6.9.3 Forca de preenséo

Os possiveis efeitos motores promovidos pela inoculacdo de ovos de S.
mansoniforamavaliados através do GripStrength Meter(Insight®, S0 Paulo, SP, Brasil).
O teste de forca de preensao constitui um método ndo invasivo amplamente utilizado e
projetado para avaliar a forca dos membros dos ratos. Este baseia-se na tendéncia
natural do animal para agarrar uma barra ou grade quando suspenso pela cauda. Um
transdutor de forca mede o pico de for¢ca de tensédo (em gramas). O objetivo do teste é
avaliar o tébnus neuromuscular e/ou forca muscular dos membros anteriores e
posteriores ao mesmo tempo ou separadamente. Alteracdes na forca de preenséo tem
sido interpretadas como evidéncias de aumento ou reducdo da forca
muscular(ISHIYAMA, 2004, MAHMOOD, 2010).
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O teste foi realizado em um animal de cada vez, sendo obtidas para cada animal
trés medidas com intervalo de 5 minutos entre as mensuracfes. Foiescolhido o maior

valor entre as trés medidas de cada animal.

6.9.4Anélise histologica

Os animais dos grupos infectado e controle foram eutanasiados no D5,
D10,D20,D30administrando-se thiopental sodico via intraperitoneal na dose de
150mg/kg, conforme as regras e regulamentagdes do Comité de Etica em Pesquisas
Animais da Universidade Federal de Sergipe. A medula espinhal, contendo todo o
estojo 0sseo e 0os musculos paravertebrais foi removida e armazenada em frascos

contendo formol a 10%.

O segmento medular de T10 a L5 foi submetido a cortes histolégicos em criostato
no plano sagital com intervalo de 5um, fixado em laminas de vidro e corado por meio
da técnica de hematoxilina-eosina. As alteracdes histolégicas foram avaliadas quanto a

presenca de ovos e/ou granulomas além de agregados de células inflamatorias.

6.9.5. Andlise estatistica

Para avaliar a variacdo dos resultados dos testes neurofuncionais ao longo do
tempo empregou-se o teste ndo paramétrico de Mann Whitney. Quando os grupos
controle e experimental apresentaram valores estatisticamente significativos (p< 0,05)
na mesma analise, realizou-se o teste de Anova de Friedman para se avaliar a

diferenca intragrupos,seguido do teste de Dunn.

7. Resultados

Alguns animais dos grupos G20 e G10 experimentais apresentaram atividade
espasmodica nas duas primeiras horas apos a injecdo intratecal. Houve alteracdes
estatisticamente significativas no G20experimental em todos os testes realizados
guando comparados ao grupo controle. O teste de sensibilidade tatil feito com o
analgesimetro digital evidenciou reducdo da sensibilidade com valores oscilando de
31,1g/f a 60,1g/f na pata direita e de 28,9g/f a 64,4g/f (p<0,05) na pata esquerda

(Figura 4). Observou-se hiposensibilidade térmica, com valores de 4 a 9,8 segundos no
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G20experimental (p<0,05) (Figura 4). Quanto a forca, o G20 experimental apresentou

valores médios de 2079,6g a 1014,4g (p<0,05) o que implica afirmar que houve

reducédo de forgca muscular (Figura 5).

Tabela 1.Variacdo da sensibilidade tatil ao longo do tempo nos grupos experimental e controle.

Sensibilidade tatil (média, g/f)

Grupos Experimental p Controle p
G30 pata direita 37,2 0.1338 38,2 0.2178
G30 pata esquerda 37,0 0.0663 39,2 0.4060
G20 pata direita 52,0 0.0663 45,8 0.2000
G20 pata esquerda 45,2 0.0120* 48,6 0.3545
G10 pata direita 47,9 0.5216 39,5 0.9537
G10 pata esquerda 49,1 0.1821 51,5 0.1242

*Resultado estatisticamente significante

De acordo com o teste de Dunn houve diferenca significativa no G20 pata
esquerda entre os dias 20 e O (p = 0.0197).
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Figura 3.Comparac¢do das medidas da sensibilidade tatilda pata esquerda ao longo do tempo
nos grupos G20 experimental e controle.



Tabela 2.Variagao da sensibilidade térmica ao longo do tempo nos grupos experimental e
controle.

Sensibilidade térmica (média, seg)

Grupos Experimental p Controle p
G30 5,92 0.0377* 6,08 0.0731
G20 7,3 0.0036* 6,6 0.0816
G10 6,4 0.9907 6,4 0.1296

*Resultado estatisticamente significante

De acordo com o teste de Dunn houvediferenca significativa no G20
experimental: entre os dias 5 e 0 (p =0.0291); entre os dias 20 e 0 (p = 0.0423).
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Figura 4. Comparacédo da variacao de sensibilidade térmica nos grupos G20 experimental e
controle ao longo do tempo.

Tabela 3.Variacdo da forca muscular ao longo do tempo nos grupos experimental e controle.

Forca muscular (média, g)

Grupos Experimental p Controle p
G30 1997,1 0.2914 1892,4 0.4281
G20 1584,4 0.0226* 1373,0 0.0944

G10 1752,4 0.9537 1879,8 0.3673
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*Resultado estatisticamente significante

De acordo com o teste de Dunn houvediferencga significativa no G20 nos dias 20
e 10 (p = 0.0423).
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Figura 6. Corte sagital da medula espinhal evidenciando ovo de S. mansoni em animal do G20
experimental (hematoxilina-eosina, 400x).
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8. Discussao

Um dos grandes desafios no desenvolvimento de modelos animais é simular
todos os aspectos da doenca em um ambiente fechado e tornar os resultados
reprodutiveis. Em artigo de revisdo,Fouad e colaboradores comentam que a realizacdo
de testes funcionaisem modelos animais delesdo medular € passivel de muitas falhas e
h& indmeras variaveis que podem interferir no resultado final. Dentre elas cita-se a
variabilidade do modelo de lesdo, os tipos de animais utilizados, variabilidades
influenciadas pelo comportamento, atividade espontanea e variedade dos dias de teste
(FOUAD, 2013).

Nao é surpreendente, mas a perda da fungdo nem sempre € proporcional a
gravidade da leséo espinhal. Consequentemente, ndo ha linearidade entre extensao da
lesdo e recuperacao funcional do animal (SCHUCHT, 2002; HURD, 2013). A funcao
motora ndo é determinada por uma Unica via, mas por uma rede adaptativa, incluindo
vias reflexas, proprioceptivas, de geracdo de padrdao, mielinizadas e amielinicas que
juntas permitem alto grau de compensacao por meio de circuitos neurais apos a lesao

no SNC, colaborando para a néo linearidade da recuperacédo (FOUAD, 2013).

No presente estudo, as manifestacdes clinicas foram semelhantes aquelas
observadas no homem. Cerca de 97,5% dos pacientes com MRE apresentam
alteracbes de sensibilidade de membros inferiores e com a evolugdo da doenga
manifestam fraqueza nesses membros (PEREGRINO, 2002; FERRARI, 2004). A
comparacao dos resultados dos testes de sensibilidade e de forca muscular no DO do
experimento ndo evidenciou diferencas estatisticamente significativas, comprovando a

homogeneidade da amostra.

Houve reducdo significativa da sensibilidade térmica na pata esquerda dos
animais do G20 experimental em relacdo aos controles. Conforme ilustrado na Figura
3, observa-se aumento progressivo do limiar sensitivo nos animais, sugerindo que com
a progressao da doenca houve decréscimo da sensibilidade tatil. A distribuicdo
assimétrica das alteracbes sensitivas e motoras € comum na MRE em humanos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
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Na Figura 4 observa-se aumento no tempo de resposta ao calor entre DO e D5
com posterior reducéo até D10, quando se observa nova progressao deste tempo até
atingir seu pico maximo aos 20 dias pOs-infeccdo. Este achado sugere reducdo na
percepcao térmica do animal que agregada a reducdo de sensibilidade téatil conferem a
reducédo sensorial comumente observada na MRE. O mesmo grupo (G20 experimental)
apresentou reducao significativa da forca muscular. De acordo com a Figura 5, nos dias
0, 5 e 10 pos-infeccéo, foi evidenciado aumento da forca de preensdo que é justificado
ndo pelo incremento de forca, mas, pelo quadro agudo inflamatério que eleva o
estresse do animal e sua resposta de preensédo. Todavia, com a progressado da doenca
observa-se diminuicdo da forca muscular, percebido entre os dias 10 e
20,compreendendo as fases subaguda e crénica em ratos Wistare corroborando com
os achados literarios(PITTELLA, 1997; PITTELLA, 2003; MINISTERIO DA SAUDE,
2006).

O GripStreght Meterfornece uma medida de forga muscular (SALA-ROCA,
2002)e a alteracdo observada nos testes indica reducdo no componente contratil
muscular e sinais proprioceptivos interferindo na forca do animal e em suas
habilidades, jA o Hot Plate é utilizado para avaliar a atividade antinociceptiva central
(ARSLAN, 2010) e o analgesimetro digital detecta efeitos nociceptivos locais e
sistémicos (CUNHA, 2004). Esta reducéo na capacidade de perceber estimulo doloroso
interfere no sistema de protecdo, importante componente para o mecanismo de defesa
do organismo, quando este estd envolvido em situacbes de emergéncia (CALLIET,
1999). A leséao gerada pelos ovos de S. mansoni interferiu nas respostas sensitivas e
motoras dos animais, prejudicando a propriocep¢do e o desempenho de atividades
motoras. Em humanos, estes déficits afetam a marcha, equilibrio estatico e dinamico,
além das atividades funcionais, reduzindo a qualidade de vida do individuo e trazendo
consequéncias ndo so para o paciente, quanto ao seu nicho familiar (VAN TUIJL, 2002;
WESSELS, 2010).

As manifesta¢bes neuroldgicas da MRE surgem nas fases inicias (forma aguda
ou subaguda), com piora progressiva e acumulativa de sinais e sintomas, instalando-se

0 quadro clinico neurolégico completo geralmente em 15 dias. Ocasionalmente, essa
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evolucdo pode ser lenta e ocorrer ao longo de meses e anos (JOUBERT,
1990;HARIBHAI, 1991). Sua patogenia ainda permanece desconhecida, entretanto, a
principal resposta inflamatoria é apresentada em resposta a deposi¢cdo dos ovos no
tecido nervoso (LIVRAMENTO, 1985; PITTELLA, 1991; PITTELLA, 1997; SUCHET,
1987). A maioria das reacdes é desencadeada pela presenca de massas expansivas
ou granulomas, todavia, ha diversos casos em que ndo houve expressao clinica
(QUEIRQOS, 1974; LUYENDIJK, 1975; POLAN, 1999).

Na figura 6 observa-se a presenca de ovo de S. mansoni na regido da comissura
anterior da medula espinhale ao nivel do cone medular, todavia, ndo ha um agregado
inflamatorio ao redor desses ovos. A andlise histologica revelou ovos em
aproximadamente 25% dos animais, nos quais eram dos grupos que apresentaram
manifestacdes clinicas significativas (G20 e G30). Ha a possibilidade das formas
assintomaticas, alguns autores afirmam que a deposicéo assintomatica de ovos do S.
mansoni no encéfalo revelou-se mais comum do que a forma sintomatica da doenca
(SCRIMGEOUR, 1985;PITTELLA, 1991; PITTELLA, 1997; LAMBERTUCCI,
2007).Durante a fase inicial, h4 um processo de necrose de coagulacdo ao redor do
ovo, regido onde se observa agregados de macrofagos, células epitelidides e células
gigantes com infiltrado inflamatério rico em eosindfilos e linfécitos. Ao longo da
cronicidade da doenca ha a infiltracao de fibroblastos com encapsulamento do ovo por
processo fibrético, porém, em alguns casos necropsiados encontram-se ovos no tecido

medular sem qualquer reacéao inflamatoria (BUDZILOVICH, 1964).

Apenas os segmentos da medula espinhal entre T10 e L5 foram estudados,
respeitando-se a predilecdo dos ovos por atingirem niveis mais inferiores (SILVA,
2002b; BRAGA, 2003;ARAUJO, 2010). No entanto, ndo se pode descartar a
possibilidade da presenca de ovos em niveis mais superiores e/ou em raizes
medulares, meninges ou formando granulomas intratecais (GALVAO, 1994), estruturas
nas quais ndo se realizou andlise histologica. Todavia, faz-se necessario dar

continuidade a pesquisa de ovos em outras areas do sistema nervoso central.
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Os sinais clinicos s6 foram evidentes a partir do D10 e a maioria dos sinais e
sintomas surgiram a partir dos dias 20 e 30. Talvez, se a linha do tempo fosse
estendida e ocorressem reinfecgdes, os sinais clinicos fossem mais exuberantes. Sao
necessarios estudos posteriores para aprimorar o modelo animal, quer seja
sensibilizando o sistema imune dos ratos e fazendo reinfecc¢des, quer seja utilizando-se
mais instrumentos de avaliacdo e escalas padronizadas de lesdo medular, além da

insercdo de ferramentas de analises de citocinas e marcadores imunologicos.

9. Concluséao

Com base nas observacgdes do presente experimento, conclui-se que:

O modelo desenvolvido mostrou-se satisfatorio para avaliacdo das alteracdes
funcionais em ratos Wistarapds a infec¢cdo com ovos de S. mansoni.

Foi possivel identificar alteraces na sensibilidade mecanica superficial, na
sensibilidade térmica e forca muscular ocasionadas pela presenca de ovos de S.

mansoni na medula espinhal;

Identificaram-se alteracdes histolégicas no tecido nervoso apés a infec¢cdo com

ovos de S. mansoni.
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Anexo 1

Protocolo de obtencao de SEA a partir de figados
a. Escolher somente figados com muitos granulomas

b. Separar 20 figados por vez. Retirar, com bisturi ou equivalente, todo o tecido
vascular,vesicula e colédoco.Reservar somente os l6bulos limpos.

c. Picar em pequenos pedacos e adicionar 300 mL de NaCl 1,7%

d. Triturar no liquidificador por 5 minutos. Em velocidade média

e. Peneirar em peneira de 16 mesh. Lavar a peneira com salina

f. Centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos para diminuir o volume para 50 mL
g. Adicionar 300 mL de fosfato bisédico 0,06N + tripsina 0,1%

h. BM 37° durante 3 horas sob agitacéo constante

I. Filtrar em peneira de 16 mesh.

J. Centrifugar 3000 rpm durante 5 minutos. Desprezar o sobrenadante.

k. Lavar o sedimento com NaCl e centrifugar.

I. Lavar o sedimento com PBS 0,05 M.Centrifugar.

m.Ressuspender o sedimento em solucéo de PBS + glicose 0,1% +colagenase 0,05%
over night a 4°C

n. No dia seguinte, leva-se o erlenmayer para incubacao por 3 horas no Banho Maria
37 ° sob agitacao.

0. Centrifugar por 5 minutos 3000 rpm para retirar a colagenase
p. Lavar com PBS + EDTA 0,1 M por 2 vezes(centrifugando).

g. Peneirar em peneira de 150 mesh. Empurrar o material com jatos de PBS EDTA.
Usar um bequer grande com a peneira por cima.

r. Centrifugar a 3000 rpm para concentrar o filtrado.
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s.Ressuspender o sedimento em PBS EDTA e comecar um ciclo de centrifugacdes a
baixa rotacdo(800 rpm X 5 minutos ) para favorecer a descida dos ovos.

t. Até ficar com o sobrenadante limpido e um sedimento preto cheio de ovos.
u. Como ainda nao estéo totalmente limpos, pode guarda-los na geladeira.

v. No outro dia, separar os ovos (pretos)através de precipitacdo em placas de petri. Isto
€: Colocar 2mL do sedimento rico em ovos em placas de petri e rotar suavemente esta.
Os ovos se separam dos restos de tecidos .Coletar os ovos com pipeta Pasteur de
plastico

w. Uma vez limpos, concentrar e guardar até uso

OBSERVACOES
e USAR MATERIAL de laboratério SILICONIZADO. Os ovos se aderem facilmente ao
plastico e vidro
e De preferéncia, o material rico em ovos deve ser mantido no gelo para evitar a
ecloséo dos miracidios .Estes sdo os que formam o SEA




