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RESUMO

Neuroesquistossomose experimental em camundongos: estudo clinico,

anatomo-patoldgico e da ressonancia magnética do encéfalo

No Brasil, estimou-se que 8 milhdes de pessoas estavam infectadas pelo
Schistosoma mansoni no ano de 2000 e 30 milhGes expostas ao risco de
infeccdo. O “Global Burden of Disease Study 2010 indicou que a
esquistossomose é a 1002 causa de morte no Brasil, ou 3,6% do total estimado
no mundo. O sistema nervoso central pode ser acometido nas infeccbes pelo
S. mansoni. Ovos do helminto j& foram observados na leptomeninge, coértex
cerebral, nacleos da base, plexo corodide, cerebelo e medula espinal, sendo
essa Ultima, afetada com maior freqiéncia. No presente estudo, a infeccao
experimental em camundongos com cercarias de S. mansoni visa demonstrar a
presenca de granulomas formados no encéfalo e correlacionar os achados
clinicos, histolégicos e na ressonancia magnética. Vinte e cinco camundongos
Mus musculus — Swiss Webster, machos, pesando de 18 a 20 gramas, foram
infectados por via subcutanea, com 50 cercérias da cepa LE e 25 foram
mantidos como controles (ndo infectados). Planejou-se o acompanhamento dos
camundongos por até 160 dias pds-infec¢do. A eutanasia dos animais deu-se
nos dias 88, 97 e 146. Confirmada a morte do animal, seguiu-se o
procedimento de fixacdo do encéfalo pelo formol. Para recuperacdo dos
parasitos, seguiu-se a técnica descrita por Pellegrino & Siqueira (1956).
Realizadas as imagens por ressonancia magnética, obteve-se informacdes das
lesbes nos planos axial, coronal e sagital. Apos aquisicdo das imagens,
realizou-se o estudo histolégico para pesquisa de ovos de S. mansoni, de
granulomas e de outras lesGes inflamatérias. As alteracdes neuromotoras
apresentadas foram torcdo cervical, tor¢cdo de tronco, auséncia de reacao de
fuga, paresia, perda de equilibrio, ataxia e rotacao (spinning). As imagens por
ressonancia magnética acusaram alteragcbes na ponderacdo em T1 com
nacleos hiperdensos rodeados por linha hipodensa nos diferentes planos.
Encontraram-se ovos de S. mansoni disseminados nos hemisférios cerebrais

direito e esquerdo, em regides da leptomeninge e parénquimas cerebral,
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cerebelar e tronco cerebral. As amostras sugerem que 0s ovos alcangcaram o
encéfalo por via arteriolar. A reacdo granulomatosa epitelidide foi mais
frequente na leptomeninge e em areas de fissuras cerebrais e cerebelares.
Edema e espessamento leptomeningeo foram constatados. Os ovos
observados possuiam miracidio, comprovando recente deposi¢cado no encéfalo.
As células do exsudato inflamatério estdo formadas por macrofagos,
eosindofilos, linfocitos e células gigantes. Fibroblastos e areas com depdsitos de
coldgeno também estdo presentes nas andlises histoldgicas. Neste estudo
descreve-se, pela primeira vez, modelo experimental da neuroesquistossomose
mansoni sintomatica em camundongos infectados por cercarias no subcutaneo.
Houve correspondéncia entre as les6es encefalicas encontradas pela histologia

e ressonancia magnética do encéfalo.

PALAVRAS-CHAVE: Esquistossomose. Esquistossomose mansoni. Modelo

murino. Neuroesquistossomose. Encefalite. Neuroinfeccao.
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ABSTRACT

Murine model of neuroschistosomiasis mansoni: clinical, histological and

magnetic resonance imagin studies

In the year 2000, an estimated 8 million people were infected with Schistosoma
mansoni and 30 million were at risk of infection in Brazil. The ‘Global Burden of
Disease Study 2010’ indicated that schistosomiasis is the one hundredth cause
of death in Brazil, and is responsible for 3.6% of the estimated total of deaths in
the world. The central nervous system can also be affected by S. mansoni
infection. Previous authors have observed helminth eggs in the leptomeninges,
cerebral cortex, basal ganglia, choroid plexus, cerebellum and spinal cord, the
latter of these with the highest frequency. In the present study, experimental
infection of S. mansoni cercariae in mice aims to demonstrate the presence of
granulomas formed in the brain and correlate the clinical, histologic, and
magnetic resonance findings. We infected 25 male mice (Mus musculus-Swiss
Webster), weighing between 18 and 20 grams, with 50 LE strain larvae
subcutaneously, and maintained 25 as controls, without infection. We followed
them for 160 days post-infection. Euthanasia was carried out on days 88, 97
and 146. After confirmation of death, brain samples were fixed in formalin.
Parasites were recovered using the technique developed by Pellegrino and
Siqueira (1956). Images were obtained in the axial, coronal and sagittal planes
by magnetic resonance. Following imaging studies, we performed histological
studies in order to examine S. mansoni eggs, granulomas and inflammatory
lesions. The characteristic neuromotor behaviors observed was head and chest
tilt, paresis, loss of balance reflex, altered muscle tone, ataxia and rotational
motion (spinning). Histological findings included the presence of S. mansoni
eggs disseminated in both hemispheres, in the cerebral, cerebellar and
brainstem regions. Magnetic resonance imaging showed in T1 weighting
hyperdense nuclei surrounded by a hypodense line in the different planes.
Samples suggest eggs reached the brain through the arterial system. The
granulomatous reaction was more frequent in the leptomeninge and in areas of

ventricular fissures. Edema and leptomeningeal thickening were found. Eggs
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presented miracidia. Additionally, histological examination demonstrated
macrophages, eosinophils, lymphocytes, fibroblasts and collagen in the
samples. In conclusion, the experimental model of brain schistosomiasis
mansoni was developed by injecting cercariae into the subcutaneous tissue.
There was a correspondence between the encephalic lesions and the magnetic

resonance findings.

KEY-WORDS: Schistosomiasis mansoni. Schistosomiasis.

Neuroeschistosomiasis murin model. Encephalitis. Neuroinfection.
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CONSIDERACOES INICIAIS

Esta tese de doutorado teve como objetivo geral estabelecer modelo de
neuroesquistossomose encefalica em camundongos com proposta de avaliar
as alteracdes clinicas neuromotoras apresentadas pelos animais infectados,
topografar as lesBes encefalicas correlacionando com as manifestacdes
neurolégicas identificadas e confrontar os achados apresentados pela
ressonancia magnética do encéfalo com a histologia e localizacdo das lesdes

neurolégicas.

A escolha do tema surgiu porque a esquistossomose mansoni ocorre em 54
paises da Africa, Asia, América do Sul e Caribe. No Brasil, de acordo com o
manual de vigilancia da esquistossomose do Ministério da Saude, entre os
anos de 2010 e 2012 ocorreram 1.464 Obitos por esquistossomose e em 2015
h& cerca de 1,5 milhdo de infectados. Também a escolha da tese baseou-se
pela escassez de estudos sobre a neuroesquistossomose mansoni
experimental, tendo em vista a resposta imunoldgica do hospedeiro e métodos
diagnésticos da doenca para propor o estabelecimento de terapéuticas

apropriadas.

Deste modo, apresentamos um modelo experimental sobre 0 assunto para que
sejam desvendados os mecanismos da neuropatogénese e que pesquisas

mais aprofundadas sejam desenvolvidas.

Outro ponto relevante na escolha do tema baseia-se no fato do orientador
desse trabalho ser consultor da Organizacdo Mundial de Salude sobre pesquisa
e desenvolvimento em doencas parasitarias na linha de pesquisa em
esquistossomose mansoni. Seus projetos de pesquisa tém énfase na
imunopatologia, diagnostico clinico e laboratorial das formas graves da

esquistossomose mansoni desde 1981.

Durante meu mestrado no Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias da
Saude: Epidemiologia e Doencas Infecciosas da Universidade Federal de

Alagoas, cujo tema foi a mielorradiculopatia esquistossomatica, recebi o convite
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do meu atual orientador para que, no ambulatério Orestes Diniz e nas
enfermarias do Hospital das Clinicas da UFMG, eu pudesse estudar
detalhadamente o0s aspectos clinicos, imaginolégicos e laboratoriais da

neuroesquistossomose mansoni.

Tal fato possibilitou, em uma das reunibes do grupo de pesquisa do meu
orientador, a discussao sobre a possibilidade de desenvolver um projeto sobre
esquistossomose neuroldgica em camundongos. Diante do ineditismo do tema,
comecamos a investigar tanto a abordagem da literatura sobre o assunto
quanto o comportamento de camundongos infectados rotineiramente no
biotério de experimentacdo animal da FIOCRUZ de Minas Gerais e da Bahia.
Com colaboracdo dos pesquisadores e colegas de doutorado, identificamos
alteracdes neuromotoras sugestivas de neurolesdes. A histologia do cérebro de

dois animais infectados via subcutanea comprovou a neuroinfeccéo.

Tal fato possibilitou a publicagdo de um artigo no periédico da “Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical” intitulado “Brain schistosomiasis in

mice experimentally infected with Schistosoma mansoni”.

A partir disso, me foi dada a oportunidade de iniciar em 2014 esse projeto de
doutorado com a proposta de concretizar estudos sobre a
neuroesquistossomose encefélica experimental em camundongos. Nossa
pesquisa identificou outras formas ectdpicas da esquistossomose mansoni
como a mielopatia, a oftalmopatia e miopatias disseminadas na musculatura
esquelética dos camundongos infectados, com ovos e granulomas

caracteristicos da esquistossomose mansoni.

Essa tese apresenta uma introducdo e revisdo da literatura com
fundamentacdo tedrica da esquistossomose mansoni, esquistossomose
mansoni experimental, neuroesquistossomose e neuroesquistossomose
mansoni experimental. Em sequéncia, observam-se 0s objetivos da tese,
metodologia adotada, resultados e discusséo. Na ultima parte estdo inseridos
todo o fechamento da tese com conclusdo geral, perspectivas propostas,

referéncias bibliograficas e anexos importantes.
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A apresentacao deste trabalho foi realizada de acordo com a Resolugdo n°
02/2013, de 18 de setembro de 2013; que regulamenta o formato dos trabalhos
finais e estabelece condicbes para a marcacdo da defesa de teses e
dissertacbes do Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias da Saude:
Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG.

O estudo esta inserido na linha de pesquisa sobre “Esquistossomose mansoni -
patogénese geral, imunopatogénese, clinica, morbidade, tratamento e

prognostico”.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose mansoni (EM) € considerada importante problema de
saude publica principalmente em paises em desenvolvimento. A Organizacdo
Mundial de Saude estima que entre 200 a 300 milh6es de pessoas estdo
infectadas pelo Schistosoma mansoni e que cerca de 800 milhdes vivem sob
risco de infeccdo (LAMBERTUCCI, 2012, 2014). No Brasil, aproximadamente
2,5 milhdes de pessoas estavam infectadas e 30 milhGes expostas ao risco de
infeccdo (WHO, 2009).

Registros de transmissdo mostram que ha esquistossomose em 18 estados da
federacado e o Distrito Federal. Os estados de maior endemicidade sdo Minas
Gerais, Alagoas, Bahia, Espirito Santo e Pernambuco e as areas focais sao
registradas no Distrito Federal, Maranhdo, Ceard, Para, Rio Grande do Sul,
Sao Paulo e Rio de Janeiro (BRASIL, 2014). Minas Gerais € o0 estado com
maior area endémica no pais, onde a doenca ocorre em 533 municipios (61%
do Estado) (DRUMMOND et al., 2006). O indice de positividade em 2012 foi de
4,5% em 589.906 pessoas examinadas. Trata-se, portanto, de doenca comum

e potencialmente grave (BRASIL, 2014).

A principal causa de morbimortalidade da esquistossomose sao as
complicacBes da hipertenséo portal nos individuos com forma hepatoesplénica,
tais como, esplenomegalia e circulacdo colateral (varizes esofagianas e
hemorroidarias), resultando em hemorragia digestiva alta. Cerca de 5% a 10%
dos individuos infectados em area de alta prevaléncia desenvolvem a forma
hepatoesplénica (LAMBERTUCCI et al., 1993, 2001).

O sistema nervoso central (SNC) pode ser acometido nas infec¢des pelo S.
mansoni, S. haematobium e S. japonicum, havendo sido observado ovos de S.
mansoni em varios locais do sistema nervoso como cérebro, cerebelo e
meninges. A medula espinal seria o sitio mais acometido (PEREIRA, 2006c¢).
Em ambas as formas, a gravidade dos sintomas dependera da quantidade de
ovos na regido comprometida e a intensidade da reacado inflamatoria ao seu

redor. Os exames do liquido cefalorraquiano e de imagem por ressonancia
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magnética (RM) sdo importantes ferramentas diagnosticas. Corticosterdides e
drogas esquistossomicidas sdo usadas no tratamento desta doenca, e seu
prognoéstico dependera diretamente do rapido uso destas drogas (CARVALHO,
2013).

Estima-se que a incidéncia da complicacdo neuroldgica oscila entre 0,3% e 4%
dos portadores de esquistossomose mansoni. No Brasil, existe uma média de
1,5 milh&o de portadores de esquistossomose, havendo possibilidade de existir
cerca de 4.200 a 56.000 pessoas portando a forma neuroldgica (MATAS, 2001;
BRASIL, 20122, NOYA et al., 2015). Yamagiwa (1889) chamou a atencdo dos
pesquisadores por relatar a primeira descricdo da esquistossomose cerebral,
causada pelo S. japonicum. Autdpsias realizadas em 46 pacientes provenientes
de Minas Gerais, acusaram prevaléncia em 26% dos casos (12 cérebros)
causadas por S. mansoni (PITTELLA, 1981, 1997; LAMBERTUCCI, 2014).

O numero limitado de experimentos em modelos experimentais relacionados a
infeccdo no SNC causados por ovos do S. mansoni precisa ser ampliado, com
maior detalhamento na abordagem. Os primeiros resultados de pesquisas in
Vivo sugerem que a infeccdo em camundongos pode ser um bom modelo para
elucidar o processo histopatogénico em humanos, através das respostas
inflamatérias do SNC nos roedores estudados (ALOE et al, 1996;
LAMBERTUCCI et al., 2014).

No presente estudo a infeccao experimental de camundongos com cercarias de
S. mansoni pela via subcutanea visa demonstrar a presenca de granulomas
formados no encéfalo e correlacionar os achados com resultados clinicos,

histoldgicos e da ressonancia magnética.

27



REVISAO DE LITERATURA



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Esquistossomose mansoni

No Brasil, estimou-se que aproximadamente 8 milhdes de pessoas estariam
infectadas no ano de 2000 e 30 milhdes expostas ao risco de infec¢do (KATZ e
PEIXOTO, 2000). Cerca de 280.000 mortes por ano sdo atribuidas a
esquistossomose e as complicacdes decorrentes principalmente de sua fase
cronica (VAN DER WERF et al., 2003).

O “Global Burden of Disease Study 2010” (GBD, 2010) indicou que a
esquistossomose é a 100% causa de morte no Brasil, ou 3,6% do total estimado
no mundo. O Schistosoma mansoni, a Unica espécie com transmissao
estabelecida nas Américas, constitui-se a principal causa de morbimortalidade
da esquistossomose. As complicacbes da hipertensdo portal incluem a
esplenomegalia e a circulacdo colateral. As varizes esofagianas, quando se
rompem, resultam em hemorragia digestiva alta de gravidade variada
(LAMBERTUCCI et al., 2001), muitas vezes letal.

O inicio da esquistossomose ocorre pela penetracdo das cercarias nas
mucosas e na pele, geralmente pelos pés e pernas por serem areas que estao
sempre em contato com aguas infestadas. A infec¢cdo ocorre em rios, acudes,
hortas irrigadas, reservatérios de agua e pequenos corregos habitados pelo
hospedeiro intermediario, o planorbideo do género Biomphalaria que também é
parasitado pelo helminto (COUTO, 2010).

O ciclo bioldgico da esquistossomose inicia-se quando os ovos do parasito sao
eliminados junto com as fezes do individuo infectado, disseminando-se no
ambiente aquético. Na agua doce os ovos de S. mansoni eclodem, libertando
0s miracidios. Esses se movem, por movimento ciliar, até penetrarem no
caramujo do género Biomphalaria, e passam por transformacdes sucessivas
até atingir a forma de cercaria (MAHMOUD, 1997; ROUQUAYROL et al.,
2003). Ao penetrarem no homem, por acdo de substancias histoliticas, as

cercérias perdem sua cauda bifurcada, tornando-se esquistossémulos.
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Esses, migram por vias linfaticas ou sanguineas, atingem a circulagdo venosa
gue as conduz ao coracao, e deste aos pulmdes, pelas artérias pulmonares.
Dos pulmdes, ganham o0s vasos venosos, e pelas veias pulmonares alcancam
0 coracao esquerdo, de onde sao langcadas na circulagcdo geral pelo sistema
arterial, fixando-se no figado. Nos vasos hepaticos, os parasitos diferenciam-se
sexualmente, onde completam seu ciclo. Pela veia porta e suas tributarias,

atingem as vénulas das paredes do intestino (MORAES, 2008) (Figura 1).

Figura 1 - Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni

1. Casal de parasitos adultos. 2. ovo de S. mansoni com sua espicula
lateral. 3. miracidio ciliado. 4. hospedeiro intermediario caramujo do
género Biomphalaria. 5. cercaria.

Fonte: Lambertucci, 2012.

As manifestacdes clinicas da doenca se dividem em fase aguda e fase cronica.
Durante a fase de invasao e migracao de esquistossémulos e vermes adultos
pelos tecidos do hospedeiro humano, sintomas e sinais podem se manifestar:
dermatite cercariana, pneumonite eosinofilica, eosinofilia e
hepatoesplenomegalia. Na fase de migracdo ha dominio imune da resposta
Thl. Com a postura de ovos a resposta imune passa a ser Th2 dominante. A
fase aguda é dada pela formacdo de granulomas gigantes do tipo necroético-
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exsudativos. Com o tempo h& modulagéo da resposta imune com producado de
granulomas pequenos e envolvidos por colageno (VALE et al., 2012;
BARSOUM, 2013).

Na fase aguda pode ocorrer febre alta (38°- 39°C), sudorese intensa, cefaléia,
dores musculares generalizadas, linfadenopatia, tosse produtiva e alteracdes
urticariformes na pele (LOPES, 2006). Na cronica, as formas clinicas
caracterizam-se como: intestinal, que pode ser assintomatica ou caracterizada
por diarréia muco-sanguinolenta, com oito a dez dejecbes diarias, dor e
desconforto abdominal; hepatointestinal, com diarréia, epigastralgia e
hepatomegalia (HUGGINS et al, 1998); hepatoesplénica com
hepatoesplenomegalia, hipertensdo portal, com formagdo de varizes de
esOfago ou hemorroidarias e ascite (Figura 2).

Os ovos do S. mansoni podem ser encontrados em Varios Orgados, como
pulmdes, pancreas, rins, sistema geniturinario, linfonodos, tiredide, coragéo e
sistema nervoso central (SANTOS, 2006).

Figura 2 - Classificacao clinica da esquistossomose mansoni.

CLASSIFICAGAO DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

Fase aguda (aparente e/ou inaparente):
Dermatite cercariana, febre, eosinofilia, granulomas.
Fase crénica:
Hepatointestinal
Hepatica
Hepatoesplénica
Pneumopatias
Complicagdes neuroldgicas
Complicacdes urogenitais
Nefropatias
Oftalmopatias

Dermatites

Fonte: autor, 2018.
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2.2 Esquistossomose mansoni experimental

Diversos experimentos sdo realizados com modelos animais para estudar os
processos patogénicos, anatomo-histolégicos e comportamentais que
envolvem a esquistossomose mansoni. A escolha dos animais é resultado de

tentativas de reproduzir os achados encontrados no homem.

Estudo realizado por Warren & Peters (1967) em roedores de laboratorio sobre
a penetracdo de cercarias e o desenvolvimento do S. mansoni até a fase
adulta, constatou que o camundongo Swiss albino apresentou 36,9% de
susceptibilidade a infeccdo em relacdo ao hamster (60%), a cobaia (10,6%), ao
coelho (6,4%) e ao rato (0%).

Azevedo (1976) testou a eficiéncia de diferentes vias de infeccdo na
esquistossomose experimental no camundongo albino por cercarias de S.
mansoni. As formas de penetragédo analisadas foram: via oral, via transcutanea
(por imersédo parcial do camundongo, por imersdo apenas da cauda e por
colocacao de cercarias em area depilada do abdémen) e via intraperitoneal.
Cada camundongo foi infectado com 100 cercérias. Os resultados
demonstraram que o maior nimero de vermes recuperados foi obtido pelo
método de imersdo parcial do corpo do animal. A via intraperitoneal provocou
maior mortalidade do hospedeiro, talvez pelo fato de decorrerem frequentes
hemorragias intestinais, ou por assegurar infeccdes mais graves, ou mesmo

por eventuais acidentes de técnica.

Outra maneira de infeccdo utilizada em laboratérios € por inoculacdo dos ovos
maduros de S. mansoni, via intravenosa (IV), em areas proximas a
determinados o6rgdos-alvo. Eltoum et al. (1995) compararam a dimensao do
granuloma em resposta ao ovo de S. mansoni, em pulmdes e figados de
camundongos fémeas C3H/HeN, entre ovos inoculados IV e ovos eliminados
pelo casal de vermes infectados por via subcutanea. Como resultado, o
granuloma ao redor dos ovos inoculados por 1V foi menor que as formadas ao

redor de ovos liberados pelos vermes. Os autores sugerem que a
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imunomodulacdo em resposta aos ovos injetados € menor pela perda de

antigenos durante o processo de isolamento do ovo.

Outra via comum para infeccdo do parasito é a via subcutanea, preferida em
laboratorios do mundo inteiro por facilidades técnicas e bons resultados na
recuperacdo dos vermes. Camundongos de 20 g de peso séo infectados por
injecdo no dorso, abaixo da cabec¢a, com 100-120 cercarias, sem necessidade
de anestesia. Praticamente todos os animais infectam-se, e a taxa de
recuperagdo gira em torno de 20-30 vermes adultos, 45 dias apos a infeccéo
(KATZ, 2005).

Dentre os modelos experimentais utilizados, particularmente no que se refere a
reproducdo da fibrose hepatica esquistossomdética, destacam-se macacos
chimpanzés e babuinos (SADUM et al., 1970; LICHTEMBERG et al., 1971;
DAMIAN et al., 1976; FARAH et al., 2000), coelhos (CHEEVER et al., 1980),
porcos (HURST et al., 2000) e camundongos (DE WITT& WARREN, 1959;
ANDRADE & WARREN, 1964; CHEEVER, 1965; WARREN, 1966; ANDRADE,
1987; ANDRADE & CHEEVER, 1993; HENDERSON et al., 1993; COUTINHO
etal.,, 1997,2002).

Camundongos albinos Swiss Webster eutréficos infectados pelo S. mansoni
apresentam granulomas periovulares esparsamente distribuidos no
parénquima hepético e lesdes porto-venosas obstrutivas semelhantes as que
sdo encontradas no homem (CHEEVER, 1965), com formacédo de fibrose
homologa a fibrose de Symmers. Ocorre em cerca de 30-50% dos animais
“outbred”, em infeccdes prolongadas e de pequena intensidade (ANDRADE &
WARREN, 1964; ANDRADE & CHEEVER, 1993). COUTO et al. (2007)
observaram que em camundongos albinos Swiss houve formacdo de
granulomas nas camadas muscular e serosa da porcao central do intestino

delgado.

Pneumopatias associadas a esquistossomose s&o rotineiramente observados
em camundongos experimentalmente infectados por S. mansoni, cujos ovos e

granulomas atingem as areas pulmonares via derivagdes portopulmonares. A

33



patologia é resultado de arterites causadas pelos ovos e granulomas que
produzem hipertensdo pulmonar e cor pulmonale assemelhando-se a
observada em seres humanos (WARREN, 1964; CHEEVER et al., 2002).

Rodrigues e colaboradores registraram prevaléncia de 12,7% de acometimento
renal em 63 pacientes portadores de esquistossomose hepatoesplénica
atendidos em ambulatério em Belo Horizonte (MG) (OTONI, 2011).

Lesdes e depdsitos de imunocomplexos em glomérulos foram identificados em
camundongos infectados por S. mansoni, porém, sem alteracdes no
parénquima renal (CHEEVER & ANDRADE, 2002). Fugiwara et al. (1988)
relataram que camundongos fémeas BXSB infectadas com dez cercarias de S.
mansoni, desenvolveram quadros graves de glomerulonefrite atribuidos a
infeccdo. Andrade et al. (2002) relatam sobre acometimento renal em

chimpanzés e coelhos de laboratério infectados por S. japonicum.

Os trabalhos de Sher et al. (1977), Cheever et al. (1994) e Wahl et al. (1997),
realizados em camundongos, definiram aspectos relevantes da imunopatogenia
da doenca. A transformacdo do esquistossomulo em verme adulto sinaliza o
inicio da oviposicao. O ovo viavel é capaz de liberar sinais quimiotaticos que
recrutam e ativam leucdcitos, particularmente macréfagos (WINN, 1995;
CHEEVER, 1995). Lukacs et al. (1994) sugeriram que a amplificacdo da
resposta inflamatéria pode ser mediada a partir da fixacdo de macrofagos na
superficie do endotélio vascular. Produtos macrofagicos da reacao inflamatéria
inicial, particularmente fator de necrose tumoral alfa (TNFa), ativam as células
endoteliais que passam a expressar, de forma exuberante, moléculas de
adesdo intercelular (ICAM-1). Fixadas, estas células passam a liberar grande
quantidade de citocinas quimiotaticas e pro-inflamatorias, as interleucinas IL-
12, IL-1B e IL-6, capazes de atrair um numero crescente de células que se
comprometem com a resposta inflamatéria. A IL-10, importante marcador de
fibrose hepatica, identificada tanto em fase aguda quanto na cronica, induz e
controla a resposta Th2 na formacgéo do granuloma. Linfécitos CD4 precursores
(ThO) sdo quimioatraidos, acumulam-se no sitio inflamado e também ativados

pelo SEA, liberam proteina quimioatraente de mondcito 1 (MCP-1/CCL2),
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proteina inflamatéria do macréfago 1 alfa (MIP-1a/CCL3) e interferon alfa
(IFNa). Assim atraidos e fixados, os macrofagos e as células dendriticas
apresentadoras de antigenos ativados, disparam uma sequéncia de fendbmenos
imunolégicos especificos, culminando com a ativagdo e diferenciacdo de
células T CD4+ (células T efetoras). Dessa forma, a imunidade adaptativa se
soma a imunidade inata para a erradicacdo do patdogeno (FERRARI, 2010;
OTONI, 2011).

No estudo da esquistossomose mansoni experimental, o0s animais
classicamente utilizados tém sido os camundongos (CAPRON et al., 1982), por
serem animais de baixo custo, facil reproducdo e manutencédo em laboratério.
Por outro lado, atendem ao pré-requisito de um bom modelo, por permitirem a
reproducdo da infeccdo de forma regular e caracteristica (CRAM &
BOZICEVICH, 1914; CRAM & FILES, 1947; MACHADO E SILVA et al., 1991;
KATZ, 2005).

2.3 Neuroesquistossomose

A presenca dos helmintos, ovos ou granulomas no tecido nervoso € pouco
relatada, e pode ser observada em qualquer area do cérebro, cerebelo ou
medula espinal, provocando desde lesdes inexpressivas, com poucas
manifestacdes clinicas, até casos graves de mielite transversa, tumor cerebral,
cerebelar ou medular, hemorragia cerebral macica com correspondentes
distarbios neuroldgicos, que podem causar a morte (LOPES, 2006;
LAMBERTUCCI, 2014).

Neuroesquistossomose refere-se a esquistossomose que afeta o SNC, quando
sintomético, apresenta-se como a forma mais grave atribuida a doenca e
progndstico relacionado ao diagnostico precoce. E considerada doenca
subestimada principalmente no referente a encefalopatia em regides tropicais.
O envolvimento do encéfalo e medula espinal devem ser relacionados nao
apenas ao surgimento dos sintomas caracteristicos da afec¢cdo, mas também a

todos os casos de pessoas que foram expostas aos riscos de infecgéo.
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Em humanos, o SNC pode ser acometido nas infec¢des pelo S. japonicum, S.
haematobium e S. mansoni. O S. japonicum tem maior propensao para as
encefalopatias, enquanto que o S. haematobium e o S. mansoni acometem
principalmente a medula espinal, raizes nervosas e cauda equina
(LAMBERTUCCI et al., 2004, 2006; FERRARI et al., 2011; VALE et al., 2012).

Geograficamente, a esquistossomose japbnica € endémica nas regides da
China e ilhas Filipinas de Leyet, Samar, Mindoro e Mindanao (MOST et al.,
1948).

A primeira descricdo da esquistossomose cerebral foi feita por Yamagiwa
(1889), quinze anos antes da descoberta do agente etiolégico S. japonicum. O
paciente apresentou quadros de epilepsia jacksoniana. Autopsia cerebral
identificou granulomas no lobo occipital direito, em todo lobo parietal direito e
sulco central do cérebro (FAUST, 1948).

Em 1905, Tsunoda e Shimamura encontraram ovos de S. japonicum no cortex
cerebral e nicleos da base no hemisfério esquerdo de um homem de 37 anos
de idade com manifestacdes neuroldgicas, do tipo epilepsia jacksoniana, e
hemiplegia a direita (MOST et al., 1948).

Em 1913, Ferguson relatou que dentre 600 pessoas infectadas pelo S.
haematobium, em um paciente, cujo cérebro e medula foram dissecados e
digeridos em solucdo de hidroxido de potassio (5%), encontrou-se vasta
guantidade de ovos do helminto. Pela técnica utilizada, ndo foi possivel

identificar em qual 6rgao os ovos estavam depositados (FAUST, 1948).

Chu (1931) relatou que dentre 39 pacientes chineses com esquistossomose
japbnica, em um caso houve epilepsia jacksoniana e um outro paciente
apresentou hemiparesia a direita. Para esses casos, 0 pesquisador nao

mencionou estudo histolégico no cérebro dos pacientes (FAUST, 1948).

Em 1935, Shimidzu descreveu o caso de um rapaz de 18 anos de idade com
papiledema e diminuicéo da visédo bilateralmente, dor de cabeca e hiperestesia.

Depois de um ano do inicio dos sintomas, foi realizada craniotomia e remogéo
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de cerca de 40 gramas de massa tumoral em regido occipital do cérebro. O
pesquisador relatou que a superficie do tumor, ao toque, “assemelhava-se a
graos de areia”. A microscopia identificou ovos de S. japonicum envoltos por
células gliais em degeneracdo. Todas as artérias examinadas possuiam
aspecto normal, porém as veias apresentaram aspecto flebitico. Nove meses
apos a cirurgia, 0 paciente estava sem queixas e apto ao trabalho (FAUST,
1948).

Em 1936, foi publicado o caso de um oficial da marinha inglesa que havia
trabalhado na China por 4 anos. O exame neurologico revelou hiperreflexia
patelar a direita e hemiparesia facial a direita. Realizou-se resseccdo de um
tumor com 2,5 cm de didmetro da regido temporoparietal do hemisfério cerebral
esquerdo. Relatou-se que o material possuia “aspecto amarelado e nitidamente
demarcado”. A histologia revelou ovos de S. japonicum envoltos por agregado
de eosindfilos (MOST et al., 1948).

Day e Kenawy, em 1936, apresentaram o caso de uma crianca de 10 anos de
idade com paraplegia flacida. A autépsia, encontrou-se na regido lombar da
medula espinal ovos de S. haematobium com necrose periovular. N&o foram

encontradas altera¢cdes da morfologia cerebral (FAUST, 1948).

Grenfield e Pritchard, em 1937, descreveram o caso de um oficial da marinha
inglesa de 25 anos de idade, que havia trabalhado na China. Tal paciente
apresentou manifestacdes clinicas como dor de cabeca, vomitos, hemiparesia
a direita e hemianopsia a direita. Foi realizada craniotomia e removida massa
tumoral do quadrante superior esquerdo da regido parieto-occipital do cérebro.
A histologia apresentou ovos de S. japonicum circundados por fibroblastos,
células epiteliais e células gigantes (FAUST, 1948).

Em 1941, Vitug et al. descreveram 2 casos de esquistossomose cerebral em
cidadaos filipinos. O primeiro caso apresentou convulsdes do tipo jacksoniana
e disartria. A histologia revelou ovos de S. japonicum situado no plexo coroide.
O segundo caso foi sobre um homem de 49 anos de idade hemiparesia e

hemianestesia a direita, espasmos na hemiface direita e movimentos atetoides
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da méo direita. Nesse segundo caso, apesar do exame coproldgico ser positivo
para ovos de S. japonicum, ndo houve bidpsia do tecido cerebral, levando os
autores a supor afeccdo neurologica pelo S. japonicum. Em ambos os casos
foram realizados exames de LCR para deteccdo de anticorpos anti-

schistosoma, porém os resultados foram negativos.

Em 1944 relatou-se 27 casos de esquistossomose cerebral em soldados
americanos que, durante a Segunda Guerra Mundial, ocuparam a regido de
Leyte (Filipinas). Esse numero constitui cerca de 2,3% de 1,200 pessoas
infectadas pelo S. japonicum. Nesse mesmo ano (1944), em 800 pessoas
provindas da Asia e atendidas no Hospital Geral Moore (Carolina do Norte -
Estados Unidos da América) aproximadamente 2% (160 pessoas) dos
atendidos desenvolveram complicagbes cerebrais atribuidas a
esquistossomose japbnica. Os autores nado relatam histologia do parénquima
cerebral (FAUST, 1948; GARCIA, 1976).

Estudos realizados por Gelfand (1950), apdés examinar o cérebro de 50
pacientes portadores de infeccdo urinaria pelo S. haematobium, identificou
ovos do verme em 56% (28 pessoas) desses pacientes. As regides de
depdsitos de ovos foram parietal, occipital, temporal, frontal e limbica do cértex
cerebral. Em 1958, Alves examinou 150 cadaveres de portadores de
esquistossomose haematdbica e identificou ovos de S. haematobium em 28%
(42 6rgaos) dos cérebros autopsiados. Nessas duas pesquisas, hdo houve

descricdo da clinica neurolégica dos pacientes.

Pesquisa realizada por Junaid et al. (1975), selecionou 34 cadaveres femininos
para estudo sistémico da distribuicio e de ovos e/lou vermes do S.
haematobium no organismo humano. Em apenas um caso, encontrou ovos de

S. haematobium no cérebro.

Em 1994, Parenti et al. descreveram o caso de um homem com 30 anos de
idade portador de infeccdo cerebral por S. haematobium. O paciente
apresentou quadro clinico de dor de cabeca, diminuicdo da visdo do olho

esquerdo e um episddio de perda de consciéncia. A ressonancia magnética
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evidenciou lesdo em regido parietal do cérebro com acentuado edema. A
histologia identificou linfécitos, histidcitos, células gigantes e eosinofilos

periovulares.

Segundo Ferrari et al. (2011), em 1948 a encefalopatia causada pelo S.
japonicum foi principal causa de internacdes, com cerca de 1 a 5% dos casos
de encefalites agudas, diagnosticados nos servicos de saude na China. Os
autores destacam que cerca de 3 a 5% dos pacientes desenvolveram o
pseudotumor atribuido a doenca. Sobre a encefalite atribuidas ao S.

haematobium e S. mansoni, ndo ha relato na literatura sobre tal prevaléncia.

A tendéncia dos ovos de S. japonicum alcancarem o encéfalo é mais frequente
se comparado aos do S. haematobium e de S. mansoni. Embora relativamente
pouco abordado, o envolvimento cerebral por Schistosoma spp. possa ser mais
comum do que se acredita. A reacdo granulomatosa € a leséo tipica atribuida a
neuroesquistossomose, com formacdo de massa tumoral, edema e possivel

efeito de massa no parénquima nervoso (CAROD-ARTAL, 2007).

Atribui-se que a forma assintomatica da esquistossomose encefalica associa-
se com a fase cronica da doenga, mais comum nas infecgbes pelo S.
haematobium e S. mansoni. Em pesquisa desenvolvida por Pittella et al.
(1981), no Brasil, realizaram-se autopsia em 46 pacientes com
esquistossomose mansoni hepatoesplénica. Encontrou-se ovos e granulomas
de S. mansoni em 26% (12 casos) dos cérebros estudados. Nenhum desses

casos apresentou sintomatologia neuroldgica.

Na forma sintomatica, a clinica varia de acordo com a regido cerebral lesada,
da resposta imune do hospedeiro e da fase da infeccao. O cerebelo é o local
mais comum de depdsito dos ovos, seguido da leptomeninge e cortex cerebral.
(PITTELLA, 1981,1997; FERRARI et al, 2011; VALE et al, 2012;
LAMBERTUCCI et al., 2014).

As manifestacfes neurologicas na fase aguda da neuroesquistossomose

envolvem febre, dermatite, delirio e confusdo mental, perda de consciéncia, dor
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de cabeca, convulsbes, disfasia, alteracdo da visdo, déficit motor (paresias e
plegias), sindrome cerebelar, sindrome meningea, retencéo urinaria e/ou fecal
(CAROD-ARTAL, 2007; FERRARI et al., 2011; VALE et al, 2012
LAMBERTUCCI et al., 2014).

Estudo elaborado com 21 pacientes diagnosticados com esquistossomose
encefalica pseudotumoral (EEP), constatou que a forma clinica da
neuroesquistossomose japoOnica caracteriza-se por dor de cabeca intensa a
persistente (100%), déficit motor (71%), alteracdes visuais (62%), convulsdes
(57%), distarbios mentais (57%), vertigem (43%), alteracbes sensoriais (38%),
alteracbes de fala (29%), vomito (29%) e ataxia (24%). Apurou-se que ha
maioria dos casos o inicio das manifestacdes clinicas podem surgir entre 1
semana e 2 anos poés-infec¢do. Alguns autores relacionam a fase e formacgéao
do granuloma com a duracdo e gravidade dos sintomas (FERRARI et al.,
2011). Nao ha relatos na literatura sobre prevaléncia das manifestacdes

neurolégicas relativas a encefalite por esquistossomose mansoni.

Em pesquisa realizada por Hayashi (1979) em um grupo de 71 pacientes com a
neuroesquistossomose japbnica observou-se que diferentes tipos de
convulsdes podem ocorrer, sendo a mais frequente a forma jacksoniana

(epilepsia focal) seguida da psicomotora, grande mal e neurovegetativa.

E crescente a ocorréncia e descri¢cdo das afeccdes encefalicas atribuidas ao S.
mansoni. Sinais e sintomas clinicos de encefalites agudas, vasculites cerebrais,
ventriculites e sindrome meningea sdo caracteristicos principalmente na fase
aguda (segunda a sexta semana poés-infeccdo). LesbBes como infartos
isquémicos, hemorragias cerebrais e cerebelares, arterites necrética fibrindide
e hipereosinofilia tém sido associadas na encefalite por esquistossomose
mansoni (PITTELLA et al., 1981).

A reacdo do hospedeiro ao ovo do S. mansoni no tecido nervoso inclui sinais
prodrébmicos de encefalites ou tumores cerebrais. Atualmente adota-se a
classificacdo em 3 formas: (1) aguda, associada a febre, dor de cabeca e

alteragbes comportamentais; (2) convulsiva, com crises focais ou
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generalizadas; (3) pseudotumoral, apresenta-se com hipertenséo intracraniana
e déficits neuromotores. Pesquisas sugerem que a duracdo dos sintomas
clinicos é variavel, correlacionando-se com a fase em que o granuloma se
encontra: fase necrotico-exudativo (sintomas de curta duracdo), fase produtiva
e fase “cura-por-fibrose” (PITTELLA et al, 1996; FERRARI, 2011;
LAMBERTUCCI et al., 2014).

O granuloma caracteristico na neuroesquistossomose mansoni € do tipo
epitelidide composto em sua periferia por linfécitos, macrofagos, células
gigantes e eosindfilos. Mastdcitos e fibroblastos existem em namero variavel,
desempenhando papel importante na fibrose. A necrose tem aspecto granular e
acidéfilo na fase aguda e parece estar relacionada com acdo de fatores
eliminados dos granulos de eosindfilos e macrofagos, fase essa classificada
como necrotico-exudativa. Os granulomas epitelidides evoluem para a fase
cura-por-fiborose, com producdo de citocinas que induzem a sintese de
proteinas da matriz extracelular, deposicdo de colageno, fibras elasticas e
componentes amorfos da matriz extracelular. A fibrose avanga
progressivamente para o centro do granuloma por causa do desaparecimento,
por apoptose, das células epitelidides. Se o agente inflamatério e a necrose
ndo sdo completamente reabsorvidos, ha o encapsulamento por fibrose dessas
estruturas. Presenca de astrocitose no infiltrado periovular tém sido relatados
(PITTELLA et al., 1981, 1985, 1989; CAROD-ARTAL, 2007; FERRARI et al.,
2011; VALE et al., 2012; BOGLIOLO, 2013).

Manifestacfes neuroldgicas na fase aguda, relacionada ao estagio necroético-
exudativo do granuloma, inicia-se com febre, quadros de meningoencefalite,
cefaleia transitoria ou intermitente, confusdo mental, parestesia, anestesia,
convulsdes (focal ou generalizada), nistagmo, fraqueza em extremidades,
paralisia de nervos cranianos, distarbios cerebelares diversos, alteracdes
visuais e de fala. A forma crénica (convulsivo e/ou “cicatrizagao-por-fibrose”)
pode apresentar 0s mesmos sinais e sintomas da fase aguda, porém, o
paciente pode desenvolver a clinica tipica de tumor com aumento da pressao

intracraniana e lesdes por efeito de massa, papiledema e hidrocefalia
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(PITTELLA et al., 1981; LAMBERTUCCI et al., 2009; ROSS et al., 2012; VALE
et al., 2012).

Ovos do S. mansoni ja foram observados na leptomeninge, cortex cerebral,
ndcleos da base, plexo coroide, cerebelo e medula espinal, sendo essa ultima,
afetada com maior frequéncia do que as outras regides (PITTELLA et al., 1996;
SOUSA-PEREIRA, 2006).

Pittella et al. (1996) destaca que os ovos do S. mansoni alcancem o tecido
encefalico ou por embolizacdo sistémica ou por deposito in situ, uma vez que
0s vermes adultos possam migrar para areas préoximas ao tecido nervoso. O
autor destaca que os ovos agrupados, a medida que desenvolvem-se em
granulomas, surjam sinais neurologicos de lesGes por efeito de massa. Tais
sintomas geralmente associam-se ao aumento da pressdo intracraniana. O
pseudotumor na neuroesquistossomose mansoni € subdiagnosticado e

raramente associado ao envolvimento visceral.

O ingresso do S. mansoni e/ou seus ovos no encéfalo ndo sdo definidos.
Sugere-se que 0s ovos sao embolizados por via arterial apés formacao de
shunts ou anastomoses arteriovenosas portopulmonares com o sistema de
veias azygus, criados em consequéncia do aumento de pressdo no sistema
venoso hepatico. Outra hipétese da embolizacdo para o encéfalo seria por
alteracdes do fluxo arterial na pneumopatia esquitossomaotica o que explicaria a
formacdo de fistulas arteriovenosas também resultado da hipertensao
pulmonar por granulomas da esquistossomose (PITTELLA et al.,, 1981;
LAMBERTUCCI, 2004; FERRARI et al., 2011).

O comprometimento intracraniano também pode ser alcancado pela ampla
comunicacdo do sistema venoso intra-abdominal com o plexo venoso vertebral
e subaracnodideo. Como é avalvular, o sangue abdominal pode alcancar os
seios venosos intracranianos. Esse plexo foi estudado por Batson, em 1940,
ao analisar as vias para as metastases do cancer de prostata. Batson observou
gue esse plexo é totalmente desprovido de valvulas e comunica o sistema

venoso intra-abdominal com o vertebral. Assim, com o0 aumento da pressao
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venosa intra-abdominal, o sangue pode fluir livremente para o plexo venoso
vertebral, carreando 0s ovos e/ou vermes para 0S vasos ai localizados
(MATAS, 2001).

Faust (1948) considera a migracdo anbmala do casal de parasitos para locais
proximos do encéfalo, via anastomoses entre veias cerebrais, ou medulares, e
0 plexo venoso de Batson. Tal comunicacdo vascular explica presenca de
vermes em veias leptomeningeas e justifica deposito de ovos in situ e formacao

local de massa granulomatosa (Figura 3).

Figura 3 - Injecdo de contraste iodado na veia dorsal do

pénis de macaco Rhesus.

A direita, apés compressdo abdominal, o contraste passa para
as veias medulares (Batson, 1940).

Fonte: Lambertucci, 2004.

Sanelli et al. (2001), apos o estudo de dois pacientes com esquistossomose
cerebral e outro com doenga medular, confirmados cirurgicamente, sugeriram
padrdo de imagem a RM que, apesar de ndo estar presente em todos 0s
casos, quando observado, deve indicar o diagndstico de esquistossomose do
SNC. Ele se caracteriza pela captacao central linear de contraste, cercada por

multiplos nédulos puntiformes, chamado de aspecto “arborizado”. Em 1998,

43



Bennett e Provenzale ja haviam descrito captacdo periférica de contraste com
aspecto nodular da medula (citado por LAMBERTUCCI, 2004).

Silva (2007) afirma que a RM €& o método mais acurado para revelar
anormalidades na medula espinal em praticamente todos os casos da MRE,
incluindo casos em que a mielografia e/ou mielotomografia ndo revelam
alteragbes. As principais alteragfes descritas na ressonancia magnética sao:
aumento do didmetro da medula espinhal e/ou de raizes da cauda equina nas
imagens ponderadas em T1; hiperintensidade do sinal em T2 na regido
acometida, representando aumento do contetdo de agua (edema); e captacéo
heterogénea de contraste (eventualmente homogénea) devido a quebra da
barreira hematoencefalica, com pequenas areas focais de acentuacdo mais

intensa formando frequentemente padréo granular.

Em estudo prospectivo, entre os anos de 2000 a 2005, realizado por Liu et al.
(2008) em 2 hospitais de Anhui, provincia de Shanghai, China, estudaram 33
casos de neuroesquistossomose cerebral japonica cujo diagnostico foi
ressaltado pela analise da RM. Em onze casos, além da RM, a infeccdo foi
confirmada pela histologia do tecido cerebral e em 9 casos, realizou-se
sorologia e exame parasitologico de fezes (EPF). Estudo das imagens de RM
acusaram lesdes focais em 20 pacientes e lesées mdltiplas disseminadas pelo
encéfalo em 13 pacientes. As lesdes cerebrais foram exibidas nas ponderacdes
T1 e T2, associados a edema vasogénico periovular e efeito de massa. Apos
administracdo de contraste, as lesdes apresentaram padréo nodular agrupados

em uma grande massa.

Na esquistossomose mansoni encefalica a RM acusa lesGes por tumor nédo
especifico com borda irregular e pouco definido, envolto por edema e
associado a efeito de massa (PITTELLA et al., 1996; FERRARI et al., 2011,
VALE et al., 2012).

Estudos experimentais sobre neuroesquistossomose Ssao escassos. Ha

necessidade de investigar os mecanismos das alteracdes morfoldgicas,
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manifestacbes neurolégicas observadas e definir a reacdo imunolégica e

patogénese da inflamacéo.

A descoberta do casal de S. haematobium em um ramo da veia oftalmica
superior e de um macho adulto na veia média cerebral em um macaco
experimentalmente infectado, comprova a evidencia de migracdo de vermes

adultos para areas anémalas (FAUST, 1948).

Den Noort et al. (1970) realizaram estudo experimental em 20 primatas
Cercopithecus aethiop para investigar infeccdo cerebral pelo S. japonicum.
Trés animais, cuja inoculacéo de solucéo salina com cerca de 100 mil ovos de
S. japonicum foi pela artéria carétida esquerda, apresentaram sinais
neurolégicos como descerebracdo, hemiparesia e hemianopsia. A histologia do
tecido cerebral confirmou ovos e granulomas, porém em um caso, ndo houve

reagao granulomatosa.

Experimento realizado por Wang et al. (2011) em 60 coelhos New zealand,
inoculacdo de 1mL de solucdo salina com ovos mortos de S. japonicum (1
mg/mL) no seio sagital superior de cada animal. Resultados obtidos revelaram
astrocitose, eosindfilos, neutrofilos e processo de cicatrizagdo por fibrose. As
manifestacdes neuroldgicas ocorreram em 12 animais e incluiram convulsées
parciais e generalizadas e paralisia. Apesar do resultado satisfatorio, o
processo de injecdo, via tecal ou por vasos sanguineos, de solu¢cées com ovos
de Schistosoma spp. exige habilidade cirdrgica de alta complexidade do
pesquisador, afim de evitar erros de procedimento como lesdo do tecido
nervoso e morte do animal. Eltoum (1995) relata que a resposta antigénica do
organismo aos ovos de Schistosoma spp. injetados artificialmente produz
discreta reacao inflamatoria, pois ha perda de antigenos durante o processo de

isolamento dos ovos.
2.4 Neuroesquistossomose mansoni experimental

O desenvolvimento de modelo experimental da neuroesquistossomose

mansoni constitui avango singular, em ampla esfera, como estudos dos
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granulomas em vérias fases da doenca, identificacdo de mediadores da
inflamacé&o (quimiocinas e citocinas) e estudo de marcadores diagnésticos no

liquor.

Aloe et al. (1996) utilizaram 15 camundongos albinos fémeas CD-1 infectados
via percutanea com 60 cercarias (cepas de Porto Rico) de S. mansoni para
encontrar ovos e granulomas no SNC. Quinze e vinte semanas poés-infeccao,
identificaram ovos vidveis de S. mansoni e granulomas (constituidos por
eosindfilos, mastocitos e basdfilos) no hipocampo, cerebelo, tronco cerebral e
cortex cerebral em 10 camundongos. Testes de sensibilidade térmica (hot plate
test) acusaram hiperalgesia dolorosa nas patas dos animais infectados (ALOE
et al., 1994, 1996,1997,1998; FIORE et al., 1996, 2001, 2002). No estudo, néo
mencionaram quantos animais apresentaram sensibilidade alterada e também

a correlacao entre sinais clinicos e locais das lesGes encefalicas.

Experimento realizado por Fiori et al. (1997) investigou sensibilidade a dor e
comportamento exploratério de camundongos fémeas CD-1 desprovidos da
glandula salivar, infectados com 60 cercarias de S. mansoni, via percuntanea.
Os animais foram estudados até a 15° semana pds-infeccdo. A histologia
comprovou granulomas no encéfalo dos camundongos infectados.
Adicionalmente, os animais infectados-sialectomizados apresentaram reducao
da atividade locomotora enquanto seu grupo controle, camundongos
infectados, exibiram reducdo da atividade locomotora e hiperalgesia dolorosa
nas patas. A topografia das lesdes, nUmero de animais com granulomas e

descricéo dos granulomas néo foram mencionados.

Carvalho et al. (2017) inocularam suspenséo de 20 pL com ovos de S. mansoni
(concentragao: 25.000 ovos/mL) no espaco subaracnoideo da medula espinal
em 25 ratos Wistar machos. Aos 20 dias pos-infeccdo observaram-se
alteracdes de forca muscular, sensibilidade térmica e reflexo mecéanico
bilateralmente das patas nos animais (n=5). A histologia, encontraram ovos na
comissura anterior da medula espinal nos segmentos T10-L5, porém sem
reacao granulomatosa. No estudo da esquistossomose mansoni, 0S animais

classicamente utilizados tém sido os camundongos por permitirem a
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reproducdo da infeccdo de forma regular e caracteristica como ocorre no
homem, particularmente no que se refere a reproducdo da fibrose hepatica
esquistossomotica (CRAM & BOZICEVICH, 1914; CRAM & FILES, 1947,
MACHADO E SILVA et al., 1991; KATZ, 2005) (DE WITT& WARREN, 1959;
ANDRADE & WARREN, 1964; CHEEVER, 1965; WARREN, 1966; ANDRADE,
1987; MACHADO E SILVA et al.,, 1991; ANDRADE & CHEEVER, 1993;
HENDERSON et al., 1993; COUTINHO et al., 1997, 2002; KATZ, 2005).

Silva et al. (2002) escolheram 3 diferentes linhagens de camundongos para
pesquisar ovos de S. mansoni, por digestdo do encéfalo com hidréxido de
potassio (KOH) a 4%. Todos os animais foram infectados via transcutanea.
Vinte camundongos Swiss, de ambos os sexos, foram infectados com 30 ou 50
cercarias e apenas 1 animal apresentou ovos no encéfalo. Vinte e quatro
camundongos Balb/C, de ambos os sexos, foram infectados com cerca de 105
cercarias e em 4 casos encontraram ovos do parasito. Doze camundongos
C57, também de ambos os sexos, foram infectados com total de 30 cercérias e
em 2 casos foram encontrados ovos de S. mansoni. Os autores consideraram
gue o0 numero de ovos encontrados em cada encéfalo foi inexpressivo para
causar danos no tecido nervoso e concluiram que o modelo murino é

inapropriado para o estudo da neuroesquistossomose.

Essa pesquisa visa estabelecer a topografia das lesdes encefalicas e suas
relacbes com sinais neurologicos atribuidas a neuroinfeccdo por S. mansoni

apresentadas pelos camundongos infectados via subcutanea.

Tal modelo possibilitara identificar as vias de ingresso no SNC dos ovos ou
casal de parasitos, o tempo pés-infeccdo para surgimento das alteracfes
neuromotoras, a lesdo histologica envolvida e localizar os granulomas

formados.

Desse modo, alteragbes neuromotoras apresentadas pelos animais infectados
podem caracterizar danos neurologicos causados pelos ovos de S. mansoni, e
0 modelo murino pode contribuir no desenvolvimento e prolongamento de

pesquisas relacionadas a neuroesquistossomose mansoni em humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Descrever modelo de neuroesquistossomose experimental em camundongos:
avaliar as manifestacbes neurolégicas, o0s aspectos histolégicos e a

ressonancia magnética do encéfalo.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Caracterizar as manifestacdes neuroldgicas e sua relacdo com o loci das

lesdes;

3.2.2 Identificar a topografia e a lesdo granulomatosa;

3.2.3 Descrever as alteracdes histolégicas da lesao;

3.2.4 Descrever as alteracdes na ressonancia magnética do encéfalo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de estudo experimental descritivo para investigar os aspectos
morfologicos, sinais neurologicos, histologicos e alteracdes de imagem de
ressonancia magnética no encéfalo de camundongos infectados pelo

Schistosoma mansoni.
4.2 Animais e parasitos

Camundongos Mus musculus da linhagem Swiss Webster, machos, com mais
ou menos quatro semanas de idade, pesando de 18 a 20 gramas, nascidos e
mantidos no biotério do Instituto René Rachou (BIOTEXIRR) foram utilizados
nos experimentos. O Instituto possui certificado de qualidade em
biosseguranga nivel 2 (CQB n° 2), isento de ruidos, com controle de
temperatura entre 18 e 22°C, ciclo de luz 12 horas claro/12 horas escuro,

alimentados com racéo e agua ad libitum.

Cinquenta camundongos utilizados foram divididos em dois grupos. Vinte e
cinco (Grupo 1) foram infectados, por via subcutanea, com 50 cercarias da

cepa LE e 25 (Grupo 2) foram mantidos como controles (ndo infectados).

A cepa LE de S. mansoni € mantida rotineiramente no Moluscario Lobato
Paraense do CPgRR por mais de 40 anos usando o ciclo B. glabrata —

camundongo — B. glabrata (Pelegrino & Katz 1968).

Para que a infec¢do dos camundongos fosse homogénea e balanceada, alguns
aspectos foram seguidos: inocularam-se as cercarias nos animais, no maximo
3 horas apo6s a liberagdo pelos caramujos. O volume final da suspensédo de
cercarias, em agua desclorada, se deu entre 50 e 100 ml e o volume injetado
situou-se em 0,3 ml. Cada camundongo sofreu inoculagdo no dorso, por via
subcuténea, segundo a técnica descrita por Pellegrino & Katz (1968) com 50
(x10) cercérias da cepa LE (POP-MOL 06, infecgdo de animais com cercarias

de S. mansoni). A infecgéo foi realizada utilizando uma seringa de ago-inox de
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10mL (B-D CORNWALL; Becton.Dickson&Co) com volume ajustavel. A agulha
para injecao foi do tipo hipodérmica SOLIDOR 25X8 (21GX1"). A
homogeinizacdo deu-se em frasco de Becker (100 ml) por placa de silicone

fenestrada (4,2 cm de diametro).

Nesse projeto, conforme Procedimento Operacional Padrao-Moluscario (POP-
MOL 06, infeccao de animais com cercérias de S. mansoni), a via utilizada foi a
subcutanea, por ser método de facil realizagdo, seguindo-se o delineamento

experimental, evitando que varias repeticées tenham sido realizadas.

Planejou-se o acompanhamento dos camundongos por até 160 dias apos a
infeccdo. A eutanasia dos animais dos Grupos 1 e 2 se deram nos dias 87, 96
e 145.

4.3 Recuperacao de helmintos

A perfusdo foi realizada seguindo-se a técnica descrita por Pellegrino &
Siqueira (1956), resumidamente: o conteudo visceral foi exposto; figado e
mesentério separados pela ligadura da veia renal e a veia porta foi seccionada.
Com o auxilio de uma agulha, acoplada a um pipetador automéatico (Brewer),
solucdo salina 0,85% heparinizada foi injetada na aorta descendente,
permitindo, assim, a perfusdo do sistema porta e das veias mesentéricas,
recuperando-se 0s vermes presentes. Adicionalmente foi realizada a
perfusdodo figado através da injecdo de salina 0,85%, heparinizada, no hilo
hepatico. Os vermes foram coletados em placas de Petri, contados e

separados em macho, fémea e acasalados com auxilio de lupa.
4.4 Monitoramento clinico

Para o monitoramento dos sinais neuroldgicos foi utilizado o protocolo SHIRPA
(SmithKline Beecham Pharmaceuticals; Harwell, MRC Mouse Genome Center
and Mammalian Genetics Unit; Imperial College School of Medicine at St
Mary’s; Royal London Hospital, St Bartholomew’s and the Royal London School
of Medicine; Phenotype Assessment/2014) modificado, para avaliar o0s

seguintes parametros: torcdo cervical, torcdo do tronco, reacdo de fuga,
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paresia, reflexo de endireitamento (equilibrio), ténus muscular, for¢ca de agarrar,
ataxia, atividade locomotora, rotacdo do animal erguido pela cauda (tail

suspension/spinning), isolamento do grupo e piloerecao (Anexo ).

Os animais foram observados 8 horas/dia (9 h as 17 h), a cada 60 min., seis

dias por semana.
4.5 Preparo do encéfalo pararessonancia magnética

A eutandasia dos animais deu-se com uso de camara de gas, conectada a uma
fonte de CO2. ApGs confirmada a morte do animal, seguiu-se o procedimento
de fixacdo em formol do encéfalo do animal, seguindo as recomendacdes do
Centro Nacional de Biologia Estrutural e de Bioimagem — Universidade Federal

do Rio de Janeiro (CENABIO-UFRJ), cuja conduta obedece a seguinte ordem:

1. Eutanasia do animal,

2. Dissecagem da aorta descendente;

3. Clampeamento da aorta descendente;

4. Incisd@o do ventriculo esquerdo;

5. Injecdo de formol a 10 %, via ventriculo direito com uso de seringa de

insulina (agulha de 13x 0,45 mm e volume de 1 ml);

6. Decaptacdo e retirada dos tecidos moles;

7. Armazenamento da cabeca do camundongo em tubo Falcon a 15 ml
com formol a 10%.

4.6 Ressbnancia magnética

As aquisicbes de imagens dos camundongos ex-vivo foram realizadas no
CENABIO-UFRJ) em um sistema de ressonancia magnética 7.0 Tesla (Varian
7T scanner, 210 mm horizontal bore/Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA).

No protocolo foi realizada a sequéncia multi echo (mems) no plano coronal
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(TR= 3000 ms; TE = 9 ms; 3 ecos; matriz = 128 x 128; FOV= 15 mm?;
espessura de corte = 0.5 mm; NEX = 30; 30 cortes sem intervalos e tempo de
aquisicao= 3h 12’) e a sequéncia gradiente eco 3D com ponderagdo em T1
(TR= 370 ms; TE= 5 ms; FA = 35°; matriz= 128 x 96 x 96; FOV= 20 x 15 x 15
mm; espessura de corte = 0,15 mm; NEX = 13 e tempo de aquisicdo= 12h18’).

Foram estabelecidos protocolos de aquisicdo de imagens anatbmicas de alta
resolucdo, multiplanares e volumétricos em ponderacao T1 para a obtencdo de
informagdes anatomicas detalhadas nos planos axial, coronal e sagital.

O software versdao MRIcron 2MAY2016 64bit BSD License utilizado para

visualizagao das imagens.

Nos trés animais infectados que apresentaram sinais neuroldgicos e seus

respectivos controles (sem sinais), foram realizadas as imagens de RM.
4.7 Estudo histolégico

ApOs aquisicdo das imagens de RM, utilizou-se tinta nanquim verde-bandeira
Acrilex® para colorir o lado direito do cranio e identificar o hemisfério cerebral
direito nos cortes histolégicos. A fixacdo da tinta deu-se com imersdo da

cabeca em solucédo de acido acético a 4,2% durante cinco minutos.

As pecas anatdbmicas (cabecas dos camundongos) foram colocadas em

solucéo de acido nitrico a 7% para descalcificacdo dos ossos do cranio.

O processo de descalcificagdo iniciou-se com a imersao da peca inteira em
solucdo de acido nitrico a 7% por 24 horas. Apds esse tempo, a peca foi
cortada com navalha em fragmentos coronais, no sentido fronto-occipital, com
intervalos de 2 mm de espessura. Em seguida, os fragmentos foram inseridos
em cassetes com a identificacdo sequencial dos cortes, e recolocados na
solucdo de &cido nitrico a 7% por mais 24 horas, para completa

descalcificacao.
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ApOs descalcificagdo, todos os fragmentos obtidos foram emblocados em
parafina utilizando-se o processador automatico de tecidos da marca LUPE,
modelo PT MONO 2000. Realizou-se cortes semi-seriados de 4um de
espessura, separados a cada 50um por toda extensdo do encéfalo, em
micrétomo (modelo Spencer 820). Os cortes foram corados com hematoxilina e
eosina (HE). Em cada lamina, reuniram-se seis cortes escalonados do encéfalo
para analise, totalizando média de 70 laminas (420 cortes) por animal (Figura
4). Nos trés animais infectados que apresentaram sinais neuroldgicos e seus

respectivos controles (sem sinais), foram realizadas as analises histolégicas.
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Figura 4 — Sequénciamento histoldgico: 1. Coloracdo do hemisfério direito; 2. Cortes coronais semi-seriados do cranio, separados a cada
2mm de espessura; 3. Cortes com 2 mm de espessura para emblocamento; 4. Cortes de 4u de espessura corados com HE.
Fonte: autor, 2018.
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Ao microscoépio de luz, examinaram-se as laminas para pesquisa de ovos de S.
mansoni, de granulomas e de outras lesdes inflamatorias. Descreveram-se 0s

principais achados histolégicos e sua topografia no encéfalo.
4.8 Topografia cerebral

No atlas eletrbnico identificaram-se o0s locais de deposicdo dos ovos e
granulomas no encéfalo (http://mouse.brain-map.org/static/atlas).

4.9 Andlise estatistica

Para avaliar associacao entre o grupo Caso e Controle foi utilizado o teste
exato de Fisher. Analises foram realizadas no software STATA (Stata
Corporation, College Station, Texas) versdo 12.0 considerando um nivel de 5%

de significancia.
4.10 Consideracdes éticas

O projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ/MG e da Universidade Federal
de Minas Gerais, sendo aprovada sua execucdo de acordo ao disposto na lei
11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos
principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL). Protocolo CEUA/FIOCRUZ: LW-54/14. Protocolo CEUA/UFMG:
377/2014.
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5 RESULTADOS

Vinte e cinco camundongos Mus musculos — Swiss Webster machos, com mais
ou menos quatro semanas de idade, pesando entre 18 a 20 gramas, foram
infectados com 50 cercarias da cepa LE de S. mansoni, por via subcutanea, e
vinte e cinco camundongos controles ndo foram infectados. Dos infectados, 3
animais (12%) apresentaram sinais neuromotores sugestivos de lesdo
neurolégica. As manifestagbes neuroldégicas foram  atribuidas a

neuroesquistossomose.

5.1 Avaliacdo do comportamento animal: manifestacdes neuroldgicas

Os animais foram observados a partir de 45 dias pos-infec¢do pelo periodo de
160 dias. Nesse tempo, 3 camundongos (12%) apresentaram manifestacfes
neurologicas. O primeiro animal sintomatico foi sacrificado aos 88 dias pos-
infecgdo, o segundo aos 97 dias e o terceiro aos 146 dias. Os animais controle,

nao infectados, ndo apresentaram alteracées motoras.

Os sinais neurologicos catalogados incluiram spinning, hemiparesia (a direita e
esquerda), torsdo de cabeca (a direita e esquerda), torsdo de tronco a direita,

ataxia e desequilibrio (Tabela 1) (Figura 6).

Tabela 1 - Avaliagdo das manifestacdes neuroldégicas de trés camundongos
infectados com 50 cercérias pela via subcutanea e 25 néo infectados, realizados no

laboratdrio de esquistossomose/FIOCRUZ/MG, no periodo de julho/2016 a
janeiro/2017

Caso Controle
n % n %

MANIFESTACOES NEUROLOGICAS

Spinning 3 120 O 0,0 0,235
Torgdo de cabeca a direita 2 80 0 00 0490
Torcdo de cabeca a esquerda 1 4,0 0 0,0 0,999
Torgédo de tronco a direita 2 8,0 0 0,0 0,490
Hemiparesia a direita 1 4,0 0 0,0 0,999
Hemiparesia a esquerda 2 80 0 00 0490
Ataxia 3 120 0 0,0 0,235
Desequilibrio 3 12,0% O 0,0 0,235

Fonte: autor, 2018.
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5.2 Avaliacédo do encéfalo pelo uso da RM

As imagens de RM mostraram alteracdes no encéfalo em 3 animais
sintométicos. As lesBes apresentaram-se como nucleos hiperdensos rodeados
por sinal hipodenso nas imagens ponderadas em T1. As lesdes nos encéfalos
acusadas pela RM dos animais sintomaticos corroboraram com sua histologia
(Figura 8).

Tais imagens acusaram depositos de ferro (Fe), sugerindo focos hemorragicos,

cujas analises histologicas confirmaram presenca de hemacias.

Os achados supracitados foram categorizados como alteracbes que

eventualmente poderiam estar relacionados a esquistossomose (Tabela 2).
Nos animais controle, ndo houveram alteragdes nas imagens.

Tabela 2 - Topografia das lesGes encefélicas, pela ressonancia magnética de trés
camundongos infectados com 50 cercérias pela via subcutanea, atribuidas aos ovos
do S. mansoni, realizada no CENABIO/UFRJ, 2016 — 2017.

TOPOGRAFIA Caso Controle p
n % n %
Lobo limbico 2 8,0 0 0,0 0,490
Area sensério-motora do cortex cerebral 3 120 0 00 0,235
Area visual do cértex cerebral 2 8,0 0 0,0 0,490
Area auditiva do cortex cerebral 1 4,0 0 0,0 0,999
Fissuras do cortex cerebelar 2 8,0 0 0,0 0,490
Tronco encefélico 2 8,0 0 0,0 0,490
Il Ventriculo 1 4,0 0 0,0 0,999
IV Ventriculo 1 4,0 0 0,0 0,999

Fonte: autor,2018.
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Figura 6 - A. Camundongo Swiss Webster infectado com cercérias de S. mansoni, animal mostra tor¢cao cervical e do tronco a esquerda. B.
animal ndo-infectado (controle), mostrando postura habitual.
Fonte: autor, 2018.
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Figura 7 — Representacdes
dos cortes coronais:

A. Segmento in totum; B.
Imagem de RM; C. Corte
histol6gico com HE; D. Atlas
anatémico.

Fonte: autor, 2018.
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Figura 8 — Reconstrucdo multiplanar de RM do encéfalo de camundongo imageado com 97 dias de infeccdo. Destaca-se nos trés planos a

interseccdo das retas azuis, uma regiao de hiposinal em T1 condizente com lesédo hemorragica confirmada pela histologia desse tecido. 64

Fonte: autor, 2018.



Figura 9 - A. Granuloma
esquistossomotico na
leptomeninge do lobo limbico
(area do cortex do piriforme),
com moderada fibrose. A seta
acusa espessamento
meningeo do parénquima
cerebral.

B. mesma regido do animal
controle  (sem  alteracdes
morfologicas).

Fonte: autor, 2018.
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5.3 Topografia das lesdes encefalicas

Foram identificados ovos e granulomas nos hemisférios cerebrais direito e esquerdo,
em &reas da leptomeninge e parénquima cerebral, especificamente regides sensorio-
motoras, visuais e auditivas do coOrtex cerebral, nas fissuras dos lobos anterior e
posterior do cerebelo, no trato olfatorio, no Ill e IV ventriculos, no lobo limbico e no
tronco cerebral dos animais com manifestacdes neuroldgicas (Tabela 3) (Figura 9).

Seus respectivos controles, ndo apresentaram lesdes.

Tabela 3 - Topografia das lesdes encefalicas atribuidas aos ovos do S. mansoni, de
trés camundongos infectados com 50 cercarias pela via subcutanea realizada na
Faculdade de Medicina/lUFMG, 2016 — 2017.

TOPOGRAFIA Caso Controle
n % n %
Trato olfatério 2 80 0 0,0 0,490
Lobo limbico 3 120 0 00 0,235
Area sensério-motora do cértex cerebral 3 120 0 00 0,235
Area visual do cértex cerebral 2 80 0 00 0,490
Area auditiva do cortex cerebral 1 40 0 0,0 0,999
Fissuras do cortex cerebelar 2 80 0 00 0,490
Tronco encefélico 2 80 0 00 0,490
Il Ventriculo 1 40 0 00 0,999
IV Ventriculo 2 80 0 00 0,490

Fonte: autor, 2018.
5.4. Avaliacéo histolégica

Foram encontrados ovos de S. mansoni disseminados nos hemisférios cerebrais
direito e esquerdo, em regides da leptomeninge e parénquimas cerebral e cerebelares
e tronco cerebral. Nas amostras, frequentemente encontraram-se ovos subsequentes

a arteriolas.

Ovos envolvidos por infiltrado granulomatoso epitelidide foram mais frequentes na
leptomeninge, em fissuras e em ventriculo, tanto no cérebro quanto no cerebelo. Ovos
de S. mansoni com pouca reagdo inflamatoria, foram mais comuns nos parénquimas
cerebral e cerebelar. Edema e areas de necrose periovular foram constatados. Nos
ovos observaram-se o0 miracidio, comprovando recente deposicdo no encéfalo

(Figuras 8 e 9).

As células do exsudato inflamatério estdo formadas por macrofagos, células gigantes,
eosindfilos e linfocitos. Fibroblastos e areas com depdésitos de colageno também estéo

presentes nas analises dos animais (Figura 9).
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6 DISCUSSAO

Os camundongos Swiss Webster infectados via subcutanea com 50 cercarias da cepa
LE de S. mansoni apresentaram as seguintes manifestacées neurologicas: spinning,
hemiparesia (& direita ou esquerda), torsdo cervical e de tronco (a direita ou
esquerda), ataxia e perda de equilibrio. As imagens de RM acusaram alteracfes na
morfologia do encéfalo com nucleo hiperdenso rodeado por sinal hipodenso bilateral
nao simétrico na ponderacdo em T1. Tais resultados corroboram com os locais de
lesbes confirmados pela histologia. Foram encontrados ovos de S. mansoni
disseminados nos hemisférios cerebrais direito e esquerdo, em regibes do trato
olfatério, lobo limbico, areas sensoério-motora, visual e auditiva do cortex cerebral,
fissuras do cértex anterior e posterior do cerebelo, tronco encefalico, Il e IV
ventriculos. Nas amostras estudadas encontraram-se ovos viaveis de S. mansoni em
areas adjacentes as arteriolas e hemacias. Os ovos estdo circundados por eosindfilos,

macrofagos, células gigantes e linfocitos, o que caracteriza o granuloma.

Essa € a primeira descricdo sobre a relacdo entre lesbes encefalicas e sinais
neurolégicos no modelo murino Swiss Webster infectado via subcutdnea com

cercarias de S. mansoni.

Estudo desenvolvido por Andrade et al. (2002) concluiu que o0 modelo experimental
em camundongos Swiss Webster ndo € adequado para o estudo da
neuroesquistossomose mansoni, embora o modelo murino seria muito bom para o

estudo sistémico da esquistossomose mansoni.

No presente estudo os animais foram observados a partir do 45° dia pés-infeccéo pelo
periodo de 160 dias. Nesse tempo, 3 camundongos (12%) apresentaram
manifestagcbes neuroldgicas sugestivas de lesdo encefalica. O primeiro animal
sintomatico foi sacrificado aos 88 dias pos-infeccdo, o segundo aos 97 dias e o
terceiro aos 146 dias. Os animais controles dos respectivos sintomaticos, nao

apresentaram alteracées motoras.

Em nosso estudo, identificamos nos animais infectados manifestacdes neurolégicas
como spinning, hemiparesia (a direita ou esquerda), torsao cervical e/ou de tronco (a

direita ou esquerda), ataxia e perda de equilibrio.
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As avaliacbes das funcdes neuromotoras sdo elementos comuns ao exame
neuroldgico veterinario de animais de pequeno porte. Os testes aplicados em nosso
estudo direcionaram avaliar o desempenho neuromotor, a funcao espinocerebelar, as
fungbes do musculo estriado e das éareas do neur6nio motor. Deste modo, as
observagbes do comportamento animal caracterizaram a integridade funcional do
encéfalo como também as vias neuromusculares dos neurénios motores. Dessa forma
a aplicabilidade dos testes ressaltou as fun¢des, advindas de simples observacoes de
sinais para as correspondentes agcdes das integridades neuromotoras (PINTO et al.,
2013).

O protocolo SHIRPA é ferramenta qualitativa e baseada em gradacfes por escores
para rastreamento de fung¢des neurologicas basicas, com diferentes graus de
complexidade e especializacdo, de forma a padronizar o comportamento do animal
(PINTO et al., 2013). Tal protocolo integra as fun¢des relacionadas ao musculo
estriado esquelético, aos sistemas sensoriais, ao neurdnio motor, ao sistema
autondmico e as vias espinocerebelares. Em nosso estudo as manifestacfes
neuroldgicas observadas condizem com alteragBes caracteristicas de danos
funcionais no SNC. N&o ha registro na literatura que correlacionem o0s sinais
neuroldgicos com lesGes causadas pela neuroesquistossomose mansoni em modelos

murinos.

Nossa pesquisa histo-topografica do encéfalo identificou ovos e granulomas de S.
mansoni disseminados nos hemisférios cerebrais direito e esquerdo, em éareas da
leptomeninge e parénquima cerebral, especificamente regies sensoério-motoras,
visuais e auditivas do cortex cerebral, nas fissuras dos lobos anterior e posterior do

cerebelo, no trato olfatério, no Il e IV ventriculos, no lobo limbico e no tronco cerebral.

Aloe et al. (1996, 2001) relataram que as alteracbes sensitivas (hiperalgesia)
presentes nas patas dos camundongos estudados em suas pesquisas foram
atribuidas aos niveis aumentados das moléculas do Fator de Crescimento do Nervo
(FCN) no cértex cerebral. Fiore et al. (1996, 1997) alegaram que alteragcbes motoras e
comportamentais em camundongos com granulomas cerebrais estdo associadas a
ascite e a astenia, tipica em pacientes e camundongos com esquistossomose

hepatoesplénica.

Nossos achados mostram danos causados por ovos e granulomas no trato olfatorio

dos roedores, especificamente nas camadas glomerular e plexiforme externa do bulbo
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olfatorio. O trato olfatério é responsavel pela percepcéo e identificacdo de odores. Nos
roedores, o olfato também é responsavel pela investigacédo olfatéria, ato exploratorio
do ambiente que o animal esta inserido. Lesdes nessa regido podem causar disturbios

referentes ao comportamento exploratério dos animais (RESBCAL, 2014).

Fiore et al. (1996, 1997) explicam que 0s sucessivos testes que cada animal das suas
pesquisas foi submetido, causaram quadros de estresse que desencadearam déficits
no ato da investigagéo olfatoria.

As andlises das imagens obtidas pela RM apontaram sinais de nucleo hiperdenso
envoltos por sinal hipodenso nas &reas em que a histologia identificou granulomas no
parénquima e leptomeninge do cérebro e cerebelo por toda extensdo do encéfalo.
Presenca de hipersinal e focos de hemorragia, similares aos exames em humanos,
foram descritos. Ndo ha relatos na literatura sobre resultados das imagens de RM que
correlacionam com as lesdes encefélicas pela neuroesquistossomose mansoni

murina.

Associadas as lesbes granulomatosas, a histologia acusou espessamento
leptomeningeo principalmente nas areas sensorio-motoras, auditivas e visuais do
cortex cerebral tanto em hemisfério esquerdo como no direito. Espessamento
leptomeningeo refere-se a injurias nas areas da leptomeninge, como ocorre na
meningite, hemorragia subaracndidea e outras doencas. A invasdo do parénquima
cerebral por tumores pode resultar em crises convulsivas, paresias e outros déficits
neurolégicos. Nossos resultados demonstraram, pela primeira vez, granulomas na
leptomeninge disseminados nos lobos frontal, parietal, limbico, temporal e occipital no
cortex cerebral. Ndo ha registros na literatura que relacione espessamento meningeo

aos granulomas na neuroesquistossomose mansoni em camundongos.

Ovos e granulomas de S. mansoni foram encontrados no Il e IV ventriculos dos
animais infectados. Estudo realizado por Garcia et al. (2014) objetivaram estudar a
progressdo tumoral por injecdo de células de gliobastoma humanas no ventriculo
lateral de camundongos Swiss imunossuprimidos. Como resultado, a pesquisa
identificou massa tumoral no parénquima cerebral dos camundongos nessas regides.
Com inferéncia a essa pesquisa, nosso trabalho identifica o pseudotumor
esquistossomotico nos ventriculos cerebrais, desenvolvidos de forma espontanea.
Esse € o primeiro relato sobre implicacbes ventriculares relacionadas a

neuroesquistossomose mansoni em camundongos.
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Identificaram-se hemacias na regido subaracndidea e intraparenquimatosa proximas a
arteriolas cerebrais e cerebelares em nossas amostras. Frequentemente a parede das
arteriolas apresentaram padrao inflamatério (arterites) de necrose fibrindide. A
proximidade dos ovos e granulomas do S. mansoni com as arteriolas sugere que o
ingresso destes, no SNC no modelo murino, deu-se por via arteriolar. Para tal relacéo,

nao existem relatos na literatura.

Pitella et al. (1981, 1985) estudou cérebros humanos dissecados e identificou no
interior de artérias cerebrais, ovos de S. mansoni envoltos por infiltrado inflamatorio
mononuclear. Em tais artérias, observou-se rupturas segmentares e alteracdes do
epitélio com aspecto de necrose fibrindide. Segundo o autor as arterites poderiam
relacionar-se ao depdsito de imunocomplexos, e as artérias rompidas a passagem da
espicula do ovo pela parede do vaso. Nossos achados corroboram com tais

resultados.

Pela histologia, o presente estudo identificou granulomas constituidos por macréfagos,
eosindfilos, linfocitos e células gigantes. Fibroblastos e depdsitos de colageno focais
também estdo presentes em alguns dos granulomas. Nesta pesquisa, comprovou-se
edema periovular. Evidenciou-se infiltrado granulomatoso epiteliide na leptomeninge,
nas fissuras e nos sulcos cerebrais e cerebelares. Os ovos possuiam miracidio,
comprovando ovos maduros e viaveis. Aloe et al. (1996) apontaram miracidios nos

ovos rodeados por granulomas compostos por eosindfilos, baséfilos e mastécitos.

Carvalho et al. (2017) injetaram suspensdo de 20 pL de ovos de S. mansoni
(concentracdo de 25,000 ovos/mL) no espaco subaracnoideo da coluna espinal em
ratos Wistar machos. Cortes seriados da medula espinal foram realizados para analise

histoldgica, porém néo foram encontradas les6es granulomatosas.

O camundongo Swiss Webster € um modelo heterogénico rotineiramente utilizado em
pesquisas laboratoriais. Sdo animais outbred, apresentando linhagem com baixissimo
grau de consanguinidade (cerca de 1%), assim como acontece com a espécie
humana, ou seja, reproduz as popula¢cdes naturais. Outro fator importante para a
escolha desse animal, é o fato de reproduzir caracteristicamente a fibrose hepatica
esquistossomética dos humanos. A via de inoculagéo escolhida foi a subcutanea pois
trata-se de um procedimento usado em laboratorios do mundo inteiro, de simples

manuseio técnico e que oferece baixo sofrimento animal.
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Em sintese, o presente estudo reproduz o modelo murino Swiss Webster na
neuroesquistossomose mansoni encefalica tornando-o fundamental nas pesquisas da
patogénese do pseudotumor, nas analises de citocinas e quimiocinas pelo liquor, de
métodos diagnosticos por imagem da RM e sobre terapéutica em beneficio dos

pacientes humanos.
Dificuldades encontradas

A limitacdo financeira impossibilitou mais avaliagdes histologicas e por imagem de RM
nos 25 animais infectados. Isto poderia extender nossos resultados identificando
animais assintométicos para manifestagcbes neurolégicas porém com pseudotumor

encefélico.

Com a parceria para uso do equipamento de RM para pequenos animais da UFRJ,
tivemos que montar novo grupo experimental para uso do protocolo proposto pelo
CENABIO/UFRJ. Tal colaboracdo exigiu relativa pausa nos trabalhos, porém a
aquisicdo das novas imagens deu-se com equipamento mais novo e de qualidade

superior.
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7 CONCLUSOES

1. Esse estudo estabelece como modelo experimental o camundongo Swiss Webster

para reproduzir a neuroesquistossomose mansoni encefalica.

2. A topografia das lesdes encefalicas condizem com as regides responsaveis pelas

fun¢des neuromotoras avaliadas.

3. A ressonancia magnética revelou a localizagao das inflamacgdes, confirmadas pela

analise histoldgica.

4. Os achados histologicos confirmaram granulomas epitelidéides no SNC dos animais

com manifestagcdes neuroldgicas.
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PROPOSICOES

1. Investigar a atuacdo dos anticorpos no liquor nas fases aguda e crénica da

neuroesquistossomose mansoni;

2. Definir os niveis de citocinas e quimiocinas no liquor de animais infectados, com

ou sem clinica neuroldgica;

3. Descobrir marcadores especificos para a neuroinfeccéo esquistossomotica (PCR,

por exemplo);

4, Definir propostas terapéuticas apropriadas para o tratamento da

neuroesquistossomose mansoni;

5. Desenvolver pesquisas mais apuradas para diagnostico da neuroesquistossomose

mansoni encefalica experimental com uso da RM;

6. Aprofundar estudos sobre a mielite esquistossomaética, a oftalmopatia

esquistossomética e a miopatia esquistossomotica.
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ANEXO | - Monitoramento clinico: protocolo SHIRPA modificado

Identificacdo do | N° Presente Ausente
animal (grupo)

Atividade
motora geral
Contorsdo  de
tronco

Torcdo cervical
(a2 Direita ou
Esquerda)
Torcao de
tronco (a Direita
ou Esquerda)
Reflexo de fuga

Paralisia de
Trem posterior
(ataxia)

Reflexo de
Endireitamento
(equilibrio)
T6énus muscular
Forca de
agarrar

Ataxia
Convulsodes
Resposta a

Estimulacdes
Isolamento  do
grupo

Cianose

Spinning
Fonte: PINTO, Wladimir Bocca Vieira de Resende; SOUZA, Paulo Victor Sgobbi de; KO,
Gui Mi. Exame neurolégico do camundongo. RESBCAL, Sdo Paulo, v.2, n.3, p. 222-227,
2013.
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APENDICE |

Tabelas dos camundongos que relaciona a manifestacao neurolégica e o local

das lesdes encefalicas.

Camundongo 01:

Tabela 4 — Correlagdo entre a manifestagdo neuroldgica apresentada pelo
camundongo 01 e a é&rea de lesdo granulomatosa, laboratorio de
patologia/lUFMG, janeiro/2017 a julho/2017 (HE hemisfério esquerdo, HD
hemisfério direito).

Manifestacao Topografia Encefalica
Neuroldgica
Trato Lobo Area Fissuras  Tronco n \Y]
Olfatério Limbico Somato- do cértex encefadlico Ventriculo Ventriculo
motora cerebelar
HEHD HE HD HE HD HE HD HE HD

Spinning - - - - +  + - + - + - .

Torcéo de
cabeca a - - - - - + - - + . R )
direita

Torgéo de
cabeca a - - - - - - - - - - - -
esquerda

Torgéo de - - - - + o+ - - + R - ;
tronco a direita

Torgéo de
tronco a - - - - - - - - - - - -
esquerda

Hemiparesia a - - - - - - - - R _ _ .

direita

Hemiparesia a - - - - -+ - - - + - ;
esquerda

Ataxia - - - - - - - + - + _ .
Equilibrio - - - - + + - + - + - ;
Contorgéo - - - - + + - + - + - R

Fonte: autor, 2018.
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Camundongo 02:

Tabela 5 -
camundongo
patologia/UFMG,

lesao

granulomatosa,
janeiro/2017 a julho/2017 (HE hemisfério esquerdo,
hemisfério direito).

laboratorio

Correlacdo entre a manifestacdo neuroldgica apresentada pelo
02 e a area de

de
HD

Manifestacéo
Neuroldgica

Topografia Encefélica

Trato Lobo Area Fissuras Tronco 1 1\
Olfatério Limbico Somato- do cértex encefadlico Ventriculo Ventriculo
motora cerebelar
HEHD HE HD HE HD HE HD HE HD
Spinning - - + 4+ + + + + - -
Torgéo de
cabeca a - - + 4+ + 4+ + + - -
direita
Torcéo de
cabeca a - - - - - - - - - -
esquerda
Torgdo de - - - - - - - - -
tronco a direita
Torcéo de
tronco a - - - - - - - - - -
esquerda
Hemiparesia a - - + - - - + - - -
direita
Hemiparesia a - - -+ - - - + - -
esquerda
Ataxia - - + o+ + + + + - +
Equilibrio - - + + + + + + - +
Contorgao - - - - - - - - - -

Fonte: autor, 2018.
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Camundongo 03:

Tabela 6 — Correlagdo entre a manifestagdo neuroldgica apresentada pelo

camundongo
patologia/UFMG,

03 e a area de
janeiro/2017 a julho/2017 (HE hemisfério esquerdo,

hemisfério direito).

lesao

granulomatosa,

laboratorio

de
HD

Manifestacéo
Neuroldgica

Lobo
Limbico

Trato
Olfatério

HEHD HE HD

Topografia Encefélica

Area
Somato-
motora
HE HD

Fissuras Tronco 1
do cortex
cerebelar

HE HD HE HD

\

encefalico Ventriculo Ventriculo

Spinning
Torgéo de
cabeca a
direita
Torcéo de
cabeca a
esquerda

Torgdo de
tronco a direita

Torcéo de
tronco a
esquerda

Hemiparesia a
direita

Hemiparesia a
esquerda

Ataxia
Equilibrio

Contorcéo

+ o+

+ + - +

Fonte: autor, 2018
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Tabela 7 — Identificacdo de ovos e granulomas nas diversas regides do encéfalo
de trés camundongos infectados com 50 cercéarias de S. mansoni
subcutanea, analisados no departamento de patologia da UFMG, no periodo de

janeiro a setembro de 2017.

via

TOPOGRAFIA Caso Controle p
n % n %
Lobo limbico 2 8,0 0 0,0 0,490
Area sensériomotor do cortex cerebral 3 12,0 0 0,0 0,235
Area visual do cortex cerebral 2 8,0 0 0,0 0,490
Area auditiva do cértex cerebral 2 8,0 0 0,0 0,490
Fissuras do cdrtex cerebelar 1 4,0 0 0,0 0,999
Tronco encefalico 2 8,0 0 0,0 0,490
[l Ventriculo 1 4,0 0 0,0 0,999
IV Ventriculo 2 8,0 0 0,0 0,490
Fonte: autor, 2018.
Ovos sem reacdo inflamatéria foram encontrados em diversas regides do
encéfalo
Tabela 8 - Identificacdo de ovos nas diversas regibes do encéfalo de trés
camundongos infectados com 50 cercérias de S. mansoni via subcuténea,
analisados no departamento de patologia da UFMG, no periodo de janeiro a
setembro de 2017.
Caso Controle
TOPOGRAFIA p
n % n %
Trato olfatdrio 2 8,0 0 0,0 0,490
Lobo limbico 3 12,0 0 0,0 0,235
Area sensériomotor do cortex cerebral 1 4,0 0 0,0 0,999
Area visual do cértex cerebral 2 8,0 0 0,0 0,490
Area auditiva do cortex cerebral 2 8,0 0 0,0 0,490
Fissuras do cértex cerebelar 2 8,0 0 0,0 0,490

Fonte: autor, 2018.
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APENDICE Il
Tetes para o delineamento experimental :
Teste 1.

Infeccdo dos animais com cercarias e formacdo dos grupos

experimentais

Foram adotados quatro grupos para o desenvolvimento desse estudo. No
grupo experimental (G1), composto por 37 camundongos, houve infeccdo com
50 cercarias da cepa LE de S. mansoni, em cada camundongo. Nesse grupo,

removeu-se o cérebro apds eutandsia para analise histoldgica.

No grupo experimental (G2), também compostos por 37 camundongos, houve
infeccdo também com 50 cercarias em cada camundongo. Nesse grupo, O
encéfalo foi dissolvido em 60 mL a 4% de solucdo de hidroxido de potassio
(KOH) para contagem dos ovos, de acordo com Cheever (1970), especificando

quantitativamente o numero de ovos no SNC.

No grupo experimental (G3), também composto por 37 camundongos, a
infeccdo foi com 110 cercarias afim de constatar se com essa quantidade de
cercarias 0s animais desenvolveriam a neuroinfecgcdo ou simplesmente
morreriam. No grupo controle (G4), composto por 40 camundongos, ndo houve

infeccéo.

Cada animal foi identificado com brincos de diferentes nimeros. Planejou-se o

acompanhamento dos camundongos por até 180 dias apos a infeccao.

Aos 70, 140 e 180 dias pos-infeccao, trés camundongos de cada grupo foram
eutanasiados. Durante o desenvolvimento do experimento, qualquer animal dos
grupos G1, G2 e G3 que apresentaram sintomatologia caracteristica de
neurolesdo, ou seja, alteracdo motora, dissecou-se o encéfalo para realizagédo

das analises histopatolégicas. Se algum camundongo do G4 apresentasse
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alteragcbes motoras, seria realizada também dissecacdo do encéfalo para

analise histopatoldgica e consequente investigacdo da referida sintomatologia.

Devido ao ineditismo do estudo e ao carater pioneiro da metodologia proposta,
os célculos foram realizados baseados nas propor¢cdes estimadas de
camundongos com neuroesquistossomose submetidos ao procedimento.
Calculando-se tendo em vista uma precisdo absoluta de 10%, nivel de
significancia de 5% e uma proporcdo estimada de 15% de animais com
neuroesquistossomose, determinou-se 37 camundongos (LWANGA &
EMESHOW, 1991) nos grupos G1, G2 e G3 e 40 animais no grupo G4. Para
experimento com camundongos BALB/C consideramos 151 animais a serem
utilizados no experimento, seguindo a mesma formacdo de grupos e
delineamento experimental proposto para os Swiss Webster. Foram aplicados
0S mesmos calculos amostrais propostos para o grupo BALB/C, concluindo 151
animais para o experimento. Ao todo, 302 camundongos das linhagens Swiss
Webster e BALB/C foram utilizados.

Como resultados, 24 animais apresentaram sinais sugestivos de neurolesdo
(tabela 1). Oito animais do G3 e cinco do G1 (Swiss Webster), possuiam
hemorragias disseminadas a macroscopia. Um camundongo do G3 e um do G1
(BALB/C) também apresentaram hemorragias no encéfalo (tabela 2). O tempo
pos-infeccdo para surgimento das manifestacfes clinicas foi em média 2
meses e 15 dias. Realizou-se histologia em 5 animais, que confirmaram

presenca de ovos e granulomas.
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Tabela 10 — Resultado de animais com sinais clinicos sugestivos de neuroleséo.

Ne de cercérias BALB/C SWISS WEBSTER
utilizadas

110 cercarias 4 12

50 cercarias 1 7

Nota: animais com sinais clinicos;
Fonte: autor, 2017.

Tabela 11 — Quantidade de animais que possuiam hemorragias encefélicas.

Ne de cercérias BALB/C SWISS WEBSTER
utilizadas

110 cercarias 1 8

50 cercarias 1 5

Fonte: autor, 2017.

Sobre as contagens de ovos (G2) de cada linhagem, aos 70 dias pos-infeccao,
em 1 (Swiss Webster) animal cujo cérebro foi submetido a digestdo por KOH,
foram encontrados 2 ovos de S. mansoni. Aos 140 dias 1 camundongo Swiss
Webster apresentou 45 ovos e 1 camundongo BALB/C, 7 ovos. Aos 180 dias,

nao haviam animais para estudo, pois 0s mesmo morreram até esta data.
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Teste 2.

Uso daressonancia magnética para investigacao das lesdes encefalicas.

Cinquenta camundongos Swiss Webster foram definidos para execucao desse
experimento. Vinte e cinco animais formaram o “grupo infectado” e vinte e cinco
compuseram o0 “grupo controle”. A infecgéo foi realizada por via subcutanea
com 50 carcéarias da cepa LE de S. mansoni. Foi estabelecida a data de 2
meses e 15 dias poés-infeccdo para realizacdo das imagens de RM e em
seguida a eutanasia dos animais para confeccdo das laminas e estudo
histoldgico dos encéfalos.

Como resultados, restaram 15 animais infectados para realizacdo das imagens.
Nove camundongos apresentaram lesdes disseminados por todo encéfalo. A
histologia comprovou presenca de ovos e granulomas no encéfalo dos animais.

Nenhum camundongo apresentou sintomatologia caracteristica de neuroleséo.
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100

Figura 10 — Lesdo granulomatosa no encéfalo de camundongo infectado com cercarias de S. mansoni. A. Lesdo nodular no hemisfério cerebral em torno do ovo
do parasito. Corte coronal na area sensoriomotora. A. Ressonancia magnética com ponderacéo em T1 com nucleo hiperdenso rodeado com sinal hipodenso. B e C.
Cortes histolégicos corados pela hematoxilina e eosina (HE). Em B visdo panoramica da mesma regido vista em A, mostrando volumoso granuloma esquistossomatico.
C. aumento maior do granuloma mostrado em B, o qual contém ovo do parasito e comprime o parénquima cerebral adjacente.

Fonte: autor, 2018.



Figura 11 — Cortes seriados do encéfalo do camundongo. Imagens de RM mostrando a lesdo em diferentes cortes na ponderagdo em T1. Lesdo nodular
no hemisfério cerebral em torno do ovo do parasito. Os cortes acusam area do lobo limbico (area do cortex do piriforme). Cortes histoldgicos corados pela
hematoxilina-eosina (HE).

Fonte: autor, 2018.
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Figura 12 — Encéfalo de camundongo infectado com cercarias de S. mansoni. A. Imagens da convexidade encefdlica. B. Imagem da base
do encéfalo. Em ambas, existem focos de hemorragias disseminadas recentes na superficie dos lobos cerebrais.
Fonte: autor, 2018.
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Figura 13 — Ovos de S. mansoni ho cérebro de camundongos sintomaticos préximos & arteriolas cerebrais com necrose fibrindide (seta).
Fonte: autor, 2018.
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Figura 14 -
Granuloma
em torno
de ovo de
S. mansoni
(seta).
Artéria
cerebral
com
necrose
fibrinéide e
ruptura da
parede,
onde 0 ovo
tem
contato
com o]
tecido
nervoso
(cerebrelo).

Fonte: autor,
2018.
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Figura 15 -
Corte
histolégico
mostrando
lesdo no trato
olfatério. No
detalhe,
granuloma
parcialmente
fibrosado em
torno de ovo do
S. mansoni.
Imagens da RM
em ponderacao
em T1.

Fonte: autor,

2018.
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Figura 16 — Ovo de S. mansoni com discreta reacdo granulomatosa, em cérebro de camundongo infectado com 50
cercérias.
Fonte: autor, 2018.
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ABSTRACT

The schistosomiasis mansoni infection is responsible for 3.6% of the worldwide
estimated causes of death and the central nervous system can be affected. In humans,
the eggs of this helminth have been found in the leptomeninges, cerebral cortex, basal
ganglia, choroid plexus, cerebellum and spinal cord. Neurological manifestations,
histhology and magnetic resonance imaging of neuroschistosomiasis mansoni in humans
serve as our chief reference points for the examination of the experimental infections in
murine model. In this study, experimental infection of S. mansoni cercariae in mice aims
to demonstrate the presence of granulomas in the brain and correlate to the clinical,
histologic, and magnetic resonance findings. Twenty five Swiss-webster mice were
infected subcutaneously, and followed for 160 days post-infection. Another group of
twenty five mice were not infected and kept as controls. Images were obtained in the
different planes by magnetic resonance. Histological samples were stained by
Hematoxilin and Eosin (HE) to examine S. mansoni eggs, granulomas and inflammatory
lesions. The results showed neurological manifestations as head and chest tilt, (to the
left or right side), hemiparesis, ataxia, body contortion, loss of balance and spinning,
induced by granulomas in several regions of the central nervous system, and vascular
changes associated with haemorragies. The MRI indicated multiple irregular nodule
dispersed associated with oedema. These findings indicate that the murine model
subcutaneously infected by S. mansoni cercarie may be used for studying mechanisms
leading to human neuroschistosomiasis.

Keywords: Schistosomiasis - Schistosomiasis mansoni - Neuroschistosomiasis murine

model - Encephalitis - Neuroinfection

108



INTRODUCTION

The World Health Organization estimates that between 200 and 300 million people
worldwide are infected with Schistosoma spp. and that 800 million people in the world
are at risk of infection. In Brazil, approximately 8 million people are infected with
Schistosoma mansoni and 800 million are exposed to infection (NAFTALE et al., 2000;
LAMBERTUCCI, 2012, 2014). (5)

Central Nervous System (CNS) involvement in schistosomiasis can occur during acute
primary infections, but as the disease becomes chronic, neurological complications can
occur as the newly forming of granulomas are smaller, shrunken and fibrotic (ALOE et
al., 1996; LAMBERTUCCI et al., 2014). (2,5)

In the year of 1944, 800 people from Asia and attended at Moore General Hospital
(North Caroline - United States of America) approximately 2% (160 people) developed
cerebral complications attributed to schistosomiasis japonica (MOST, 1948). In
Zimbabwe, Gelfand (1950) found S. haematobium eggs in the digested brains of 56%
(28 people) of 50 patients with S. haematobium infection of the bladder. Alves (1958)
found that in 28% of 150 unselected autopsy cases S. haematobium eggs were
detected in the brain (PARENTI et al., 1994). (9)

Neurological manifestations of schistosomiasis are caused by an increase in intracranial
pressure, and the focal signs are triggered by the masses produced by granulomas,
often in the productive phase with slight fibrosis, which suggested that the chronic phase
of infection. The initial signs and symptoms include headache, focal or generalized
seizures, ataxia, nystagmus, nausea and vomiting, intracranial hypertension and various
neurological deficits (LAMBERTUCCI 2012, 2014). (5)

For many years, we have observed evidence of brain disease (hemiplegia, spinning and
urinary retention) in mice infected with Schistosoma mansoni, but these mice were

considered to have other diseases, such as labyrinthitis or cerebral infections.

Therefore, the relationship between microscopic findings and the neurological signs of
encephalic involvement, such as hemiparesia, spinning, head tilt, chest tilt, ataxia, and

balance could be established in this study.

Aloe et al. (1996) described eggs, both with and without granuloma formation, in CD-1

mice infected with 60 S. mansoni cercariae (Puerto Rican strain). However, the mice did
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not present the signs of brain disease. Additionally, Silva et al. (2002) observed very few
eggs in the brains of small percentages of BALB/c, C57BL/6 and Swiss albino mice that
were infected once or five times with 30-50 cercariae (Feira de Santana strain) and
concluded that the model was not suitable for studying neuroschistosomiasis
(LAMBERTUCCI et al., 2014). (2, 7,5)

Magnetic resonance imaging (MRI) is a non-invasive diagnostic technique that can
readily detect gross features of brain tissue in order to exclude neurosurgical causes
such as tumor or stroke. As observed in humans affected by brain schistosomiasis, we
decided to apply, in this research, the MRI technics to verify the lesions associated to

encephalic neuroschistosomiasis in the animal model.

Given these limited findings, we decided to further investigate murine
neuroschistosomiasis, trying to answer these questions: (1). Identify the topography and
granulomatous lesion; (2). Does the presence of brain granulomas in mice cause
neuromotor deficits as described in humans; (3). Correlate the neurological
manifestations to the sites of brain injury; (4). To describe the changes in the magnetic

resonance image of the brain and to correlate with the encephalic lesions.

Our present findings indicate that chronic schistosomiasis in mice results in the
granulomatous lesions in the CNS, proven by magnetic resonance imaging and

presented neuromotor changes in subcutaneously infected animals.

MATERIALS AND METHODS

Mice and infection

Swiss-webster male mice, weighing approximately 20 g, were obteined from
Oswaldo Cruz Foundation (Belo Horizonte, Brazil), and maintained under
standard conditions. At 6 weeks of age, mice were infected subcutaneously with
50 cercariae of a LE strain of S. mansoni, maintained at the René Rachou
Institute (Minas Gerais, Brazil) by passage in Mus musculus albino mice and in
Biomphalaria glabrata snails. The origin and maintenance of the S. mansoni used
in this study have been described previously by Pellegrino & Katz, 1968. All
mice, infected and control animals, were provided with food and water ad libitum,

under the 12-h light/12-h dark cycle, temperature 22 + 1°C and air humidity of
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40-50%.

At 88, 97 and 146 days post-infection, euthanasia procedures was performed
(n=2/group), by CO2 gas chamber, according to the guidelines and principles of
the Brazilian Council on Animal Care and were approved by the local Institutional
Animal Care Committees at the Federal University of Minas Gerais and the Rene
Rachou Research Institute (FIOCRUZ/MG, Brazil). The ex vivo samples had a
catheter placed into the right heart and perfused by a fixative solution of 10%
paraformaldehyde (PFA). The worm recovery, was carried out as per the
technique prescribed by Pellegrino and Siqueira (1956).

Clinical monitoring

SHIRPA protocol for phenotype assessment designed as a series of individual
tests that gives data regarding the integrated function of cortical arousal, cerebral
locomotor control, and neuromuscular function. Such test-specific performance is
directly comparable between animals, over time, and between groups. The
locomotor parameters, such as head and body rotation, absence of escape
reaction, paresis, loss of balance reflex, altered muscle tone, ataxia and spinning

were applied.

Magnetic Resonance Imaging

Mouse heads were removed and immersed in 10% PFA for more than 48 hours.
To preserve the shape of the brains during imaging, the brains were left inside
the skull. The experiments were performed on a 7T magnetic resonance scanner
(MRI System 7T/210 ASR Horizontal Bore Magnet, Agilent Technologies). Ex
vivo brain images were obtained using 3D T1 GRE (TR/TE: 370ms / 5ms,
MATRIX: 128 x 96 x 96, FA: 35°, NEX: 13, FOV: 20 x 15 x 15 (mm), acquisition
time: 12h 18 min), coronal MULTI ECHO (TE/TR: 3000ms / 9 ms, 3 ECHOS,
NEX: 30, MATRIX: 128 x 128, FOV: 15 x 15 (mm), SLICES: 30, SLICE
THICKNESS: 0,5 mm, no GAP, acquisition time: 3h12 min).

For each dataset, the images were visually inspected for artifacts. For image

processing, the MRIcro software (http://www.mccauslandcenter.sc.edu) was
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used to measure and compare the lesions dimensions with findings in

histopathology.
Histological analysis

Imaging was done, brain and skull was immersed in 7 % nitric acid for
decalcification. After 1 day (24 h), the whole skull was sectioned in 2-3 mm thick
slices, and dove in 7% nitric acid for 24 h for complete decalcification. After that,
the fragments were sectioned in 1.1 mm thick slices, each one placed in a
parafiin block (10-11 blocks for each animal). Serial 4 um sections (obtained from
40-60 pm intervals between each) from all paraffin blocks were stained with
Hematoxylin and Eosin (HE). For each animal, 18-20 g weighing, sections were
examined in light microscope, looking for any morphological lesion, especially
schistosoma eggs and/or granulomas.

The right hemisphere of each animal's skull was stained with Nankin® ink for

identification.

Brain topography

Was performed using Allen brain atlas, data portal (http://mouse.brain-

map.org/static/atlas).

Statistical analysis

When significant differences were obtained, comparisons between groups were carried

out by Fisher’'s test. Analyzes were performed in the STATA 12.0 software (Stata

Corporation, College Station, Texas) at 5% level of significance.
RESULTS

Neurological alterations appeared at 88, 97 and 146 days post-infection.

Euthanasia occurred immediately after the emergence of the neurological signs.
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Neurological manifestations

The neuromotor alterations were head and chest tilt, rigth and left paresis, imbalance

reflexes, ataxia and rotational motion (spinning) (Table 1) (Figure 1).

Table 1 — Neurological manifestation observed in three mice infected with 50
cercarie in FIOCRUZ/Brazil laboratory, 2016-2017

Infected Control

NEUROLOGICAL MANIFESTATIONS

n % n %
Spinning 3 12,0 O 0,0 0,235
Head tilt (right side) 2 80 0 0,0 0,49
Head tilt (left side) 1 40 0 00 0,99
Chest tilt (right side) 2 80 0 0,0 0,49
Right hemiparesis 1 4,0 0 0,0 0,999
Left hemiparesis 2 8,0 0 0,0 0,490
Ataxia 3 120 0 0,0 0,235
Imbalance 3 12,0 O 0,0 0,235

MRI evaluation

MRI images enhanced abnormalities in encephalic parenchyma of the
symptomatic animals in comparison to the control mice images. The
histopathological features present in these infected mice revealed the tumor
mass caused by the granulomatous reaction (Figure 2). On MRI there were signs

suggesting hemorrhages inside the brain (Table 2).

Tabela 2 — MRI topography of encephalic lesions attributed to S. mansoni eggs and
granulomatous reaction, of three infected mice subcutaneasly, CENABIO/UFRJ*,
2016 - 2017.

TOPOGRAFIA Infected Control

n % n %
Limbic lobe 2 80 0 0,0 0,490
Sensoriomotor area (cerebral cortex) 3 120 0 0,0 0,235
Visual area (cerebral cortex) 2 80 0 00 049
Auditory area (cerebral cortex) 1 40 0 00 0,999
Fissures of cerebellar cortex 2 80 0 00 0,490
Brainstem 2 8,0 0 0,0 0,490
Il Ventricle 1 4,0 0 0,0 0,999
IV Ventricle 1 4,0 0 0,0 0,999

*Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil.
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Histological brain topography

Morphological examination of serial coronal brain sections showed S. mansoni
eggs or granulomas found in the olfactory tract, limbic lobe, cerebral cortex,
cerebellum cortex, brain stem, Ill and IV ventricles (Table 3). The granulomas
were localized in proximity to arteries, suggesting that the ova gain access to the
CNS via the arterial system. Red blood cells were also observed in some brain

areas.

Tabela 3 - Topography of brain lesions attributed to S. mansoni eggs, Department of

Pathological Anatomy/Faculty of Medicine/lUFMG*, 2016 - 2017.

TOPOGRAPHY OF LESIONS Infected Control P
n % n %
Olfactory tract 2 80 0 0,0 0,490
Limbic lobe 3 120 0 0,0 0,235
Sensorialmotor area (cerebral cortex) 3 120 0 0,0 0,235
Visual area (cerebral cortex) 2 80 0 0,0 0,490
Audictory area (cerebral cortex) 1 40 0 00 0,999
Fissures cerebellar cortex 2 80 0 0,0 0,490
Brainstem 2 80 0 00 0,490
Il Ventricle 1 40 0 00 0,999
IV Ventricle 2 80 0 0,0 0,490

*Universidade Federal de Minas Gerais, Brazil.
Histological analysis

Eggs of S. mansoni were disseminated in the right and left cerebral hemispheres,
in regions of the leptomeninges, cerebral and cerebellar parenchyma and
brainstem. In all samples, the eggs reached the encephalon by arteriolar system
(Figure 3).

Ova surrounding the epithelioid granulomatous infiltrate were most frequent in
the leptomeninges, fissures and ventricles, both in the brain and in the
cerebellum. S. mansoni eggs with low inflammatory reaction were common in the
cerebral and cerebellar parenchyma. All the eggs observed had miracidium,
proving recent deposition in the encephalon.

The inflammatory exudate cells were made of macrophages, eosinophils,
lymphocytes. Fibroblasts and areas with collagen deposits were are also present
(Figure 3).
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DISCUSSION

Swiss Webster mice subcutaneously infected with 50 cercariae of the S. mansoni
LE strain, presented the following neurological manifestations: spinning,
hemiparesis, cervical and chest tilt (right and left), ataxia, loss of balance and
body contortion. MRI image showed morphological changes of the encephalon
with bilateral focal hypersignal. The results corroborate with brain lesions,
confirmed by histology. Three samples presented viable eggs of S. mansoni
near arterioles and red blood cells.

This is the first description of relationship between brain lesions and neurological
signs in Swiss-webster murine model infected subcutaneously with S. mansoni

cercariae.

Andrade et al. (2002) concluded that experimental Schistosoma mansoni model
of Swiss-webster mice was not suitable for experimental neuroschistosomiasis.
However, the design of their study was based on the digestion of mice organs;
the entire encephalus was digested in 60ml of a 4% potassium hydroxyde
solution for the counting of eggs. Microscopic search of eggs were collected after
sedimentation for several hours. The design of our study differs entirely from the
above reported. Moreover, mice presented neurological alterations after 88 days
of infection in our experiment, whereas in the previous study, mice were sacrificed

31, 40 and 52 days after cercariae injection.

Animals were observed until 160 days post infection. At that time, 3 mice (12%)
presented neurological manifestations suggestive of brain injury. The first
symptomatic animal was sacrificed at 88 days post-infection, the second at 97
days and the third at 146 days. The control animals of the respective symptomatic

did not present neurological alterations.

Qualitative SHIRPA protocol was applied based on gradations by scores to track
basic neurological functions (PINTO et al., 2014). Such protocol integrates the

functions related to skeletal striated muscle, sensory systems, motor neuron,

autonomic system and spinocerebellar pathways. The neurological
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manifestations are consistent with characteristic changes of central nervous

system (CNS) functional damages.

Histo-topographic survey of the mice brain identified granulomatous lesions
disseminated in the cerebral hemispheres, in sensorimotor, somatosensory,
visual and auditory cerebral cortex areas, cerebellum fissures, olfactory tract, IlI
and IV ventricles, limbic lobe and brainstem. Associated to granulomatous
lesions were observed leptomeningeal thickening in cerebral cortex. The
microscopic picture is characterized by granulomas constituted by macrophages,
eosinophils, lymphocytes and giant cells arround the ova. Fibroblasts and focal

collagen are also present (Figure 5).

Aloe et al. (1996, 2001) described schistosome eggs in histological sections from
the brain of mice and reported that mice with S. mansoni periovular granulomas in
the brain showed decrease of nervous growth factor expression. Based on such
findings, Fiore et al. (1996, 1997) reported that mice infected with S. mansoni
exhibited behavioral disturbances, probably associated with modifications in the
levels of nerve growth factor and cytokines induced by granulomas. These two
reports did not indicate how frequently S. mansoni eggs reach the CNS of the

mouse. There was also no sign of neurologic involvement.

The MRI image suggesting haemorrhages are described herein. There are no
reports about MRI image that correlate with brain lesions by

neuroeschistosomiasis mansoni in the murine model (Figure 4).

Haemorrhages in the subarachnoid and intraparenchymal in the cerebral and
cerebellar regions were identified by histological samples. The proximity of eggs
and granulomas of S. mansoni to the arterioles suggests that the penetration into
the CNS in the murine model occurred via the arteriolar route. Often the arteriole
wall presented an inflammatory pattern (arteritis) of fibrinoid necrosis (Figure 3).

Pitella et al. (1981, 1985) studied human brains and identified within the cerebral
arteries S. mansoni eggs surrounded by mononuclear inflammatory cells. Herein

we observed segmental ruptures and alterations of the epithelium with arterial
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fibrinoid necrosis (Figures 10, 11).

In summary, the present study demonstrates that the infection of Swiss-webster
mice by S. mansoni cercariae develops a neurological disease quite similar to

the neuroschistosomiasis described in humans.
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FIGURES

Figure 1. A. Swiss Webster mice infected with 50 cercarie of S. mansoni. The animal presented head tilt for the left side.
B. Mice not infected (control), with habitual posture.
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Figure 2 — Serial brain slices from the brain of the mouse, showin lesions due to S. mansoni. T1-weighted sequences images. Nodular lesion
surrounding the parasite egg (HE), located in the piriform area.
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i’s eggs in the brains tissue form simptomatic mice. Arrows shown arteritis and fibrinoid necrosis.
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Figura 4 - T1-weighted sequences images, demonstrating the volume of the lesion.
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Figura 5 —
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