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RESUMO

Objetivo: Avaliar as repercussdes da esquistossomose mansdnica na forma
hepatoesplénica na retina de camundongos. Métodos: Foi realizado estudo prospectivo, de
intervencdo, com dois grupos de camundongos, sendo um controle e um infectado com 40
cercarias da cepa Belo Horizonte do Schistosoma mansoni. Decorridos 120 dias da
infeccdo, os olhos foram submetidos a andlise microscopica com descricdo dos achados
histoldgicos, avaliados com corante de hematoxilina-eosina. Foi também realizada andlise
histomorfométrica com mensuracdo da espessura de segmento retiniano e do nimero de
células da camada ganglionar. Resultados: Em um caso foi encontrado um granuloma
retiniano. Ja a analise dos demais cortes histolégicos demonstrou uma arquitetura normal da
retina. A média da espessura dos segmentos retinianos entre 0os grupos de camundongos,
controle e infectado, foi similar (41,81+6,09um versus 38,48+8,58um - p=0,279) assim como
a média do numero de células da camada ganglionar (20,93+4,88 versus 20,64+4,10 -
p=0,864). Conclusdo: A estrutura da retina encontrava-se integra e a andlise
histomorfométrica ndo revelava diferenca significante entre os dois grupos. A auséncia de
alteracdes, neste estudo, ndo afasta a possibilidade de que desequilibrios hemodinamicos e
no mecanismo de autoregulagcdo, em portadores da forma hepatoesplénica da
esquistossomose, possam acarretar dano retiniano. Demanda, entretanto, que outros
métodos com indug¢do da infec¢do com uma maior carga parasitaria sejam realizados.
Recomenda-se a elaboracdo de futuros estudos que proporcionem novos conhecimentos

sobre a morbidade da doenca.

Descritores: Esquistossomose mansoénica; Olho; Camundongo; Histologia.



ABSTRACT

Purpose: To evaluate retinal manifestations of schistosomiasis mansoni in its hepatosplenic
form in mice. Methods: It was performed a prospective interventional study with two groups
of mice; one of them was infected with 40 cercariae of the Belo Horizonte strain of
Schistosoma mansoni. After 120 days of the infection, the eyes underwent a microscopy
study reporting the histology findings, stained with hematoxylin-eosin. It was also performed
histomorphometric analysis: thickness measurement of the retinal layer and the number of
the ganglion layer cells. Results: In one case a retinal granuloma was found. The analysis
of the other histological sections demonstrated normal architecture of the retina. The mean
thickness of the retinal layer between the two groups were similar (41.81+6.09um versus
38.48+8.58um - p=0.279); as well as the mean number of the ganglion layer cells
(20.93+4.88 versus 20.64+4.10 - p=0.864). Conclusion: It was not identified disorganization
of the retinal layers and the histomorphometric analysis revealed no significant difference
between the two groups. The absence of findings in this study does not exclude that
hemodynamic and autoregulation changes associated with hepatosplenic schistosomiasis
could be correlated to retinal manifestations. It is necessary that other methods with a high
parasite infection should be performed. Therefore, it is recommended to perform further

studies leading to the knowledge of the disease morbidity.

Keywords: Schistosomiasis mansoni; Eye; Mouse; Histology.



INTRODUCAO

1.1 Apresentacéao do problema

A esquistossomose, uma das mais comuns doencas parasitarias do homem,
infecta cerca de 200 milhdes de pessoas no mundo®>. No Brasil, a regido Nordeste é
a que apresenta maior prevaléncia de individuos portadores da infeccdo por
Schistosoma mansoni, sendo que mais de 90% dos infectados apresentam a forma
leve e moderada e cerca de 4% a 10% a forma grave, hepatoesplénica. Pernambuco
€ um dos estados com maior numero de pacientes, tendo municipios com
frequiéncias variando de 10% a 50% de seus habitantes*®.

A gravidade da doenca e suas formas clinicas estao relacionadas com o grau,
a duracdo da infeccdo esquistossomaética e com o estado imunoldgico e nutricional
do hospedeiro. As caracteristicas raciais ou genéticas, as infec¢cées associadas, a
cepa parasitaria e a instituicdo do tratamento especifico influenciam na evolucdo da
doenca®™**.

A patogenia relaciona-se principalmente com os ovos do parasito que detém
um forte poder antigénico determinando a formacdo de granulomas e também pela
existéncia de imunocomplexos, resultando em reacdo inflamatéria e fibrose
periportal, com posterior diminuicdo do calibre de vasos intra-hepéticos e aumento
da pressdo porta***’.

Ovos, larvas ou depdsitos de imunocomplexos antigeno-anticorpo do S.

mansoni vém sendo encontrados em praticamente qualquer 6rgdo ou tecido do



organismo. As reacgdes locais especificas aos vermes ou aos ovos que ocorrem fora
de suas localizagbes habituais foram definidas como lesdes ectépicas da doenca®
33.

Ha descricdbes da associacdo do estagio avancado da doenga, forma
hepatoesplénica, com lesbes oculares. Estas ocorreriam por formagdo de
granulomas, depésitos de imunocomplexos com acometimento direto do verme ou
ovo, podendo ser danosas, dependendo do local acometido?>#%8,

Na retina, ja foram relatadas a presenca de hemorragias superficiais e pré-
hialdideas, exsudatos duros, manchas algodonosas, ingurgitamento e tortuosidade
venosa?®#?°_ Observaram-se também alteracées hemodinamicas oculares assim
como perda difusa da camada de fibras nervosas da retina porém sem comprovacgao
histologica. Estes achados, apesar de inespecificos, sugerem perda do equilibrio
microcirculatério na retina?>*8,

Estudos experimentais tém sido realizados para avaliar os achados oculares
apos a infeccao pelo S. mansoni. Na maioria dos trabalhos, cercarias ou ovos eram
inoculados na palpebra, conjuntiva, ou dentro do globo ocular dos animais. As
alteracbes resultaram em reacOes Iinflamatérias e também na formacdo de
granulomas, semelhante ao observado no figado de hospedeiros
infectados'®!921:243932 Nos poucos relatos de inoculagéo peritoneal ou subcutanea,
para o desenvolvimento sistémico da doenca, investigava-se o acometimento difuso
ocular, ndo sendo objeto de estudo a avaliacdo de um segmento especifico do
olho®*%,

As alteracdes nos vasos endoteliais da retina seja por imunocomplexos ou

reacdo granulomatosa, assim como desequilibrios hemodinamicos poderiam,

portanto, causar dano a suas camadas celulares. Sabe-se que existe estreita



relacdo entre atividade neural e niveis de perfusdo capilar, havendo perda de células
: ; 23,25,28,34
ganglionares e adelgagcamento da camada de fibras nervosas .

Justifica-se, entdo, avaliar a associagdo de achados oculares, em especial

dano as camadas das células retinianas, com a forma hepatoesplénica da doenca

utilizando modelo experimental, camundongos infectados com S. mansoni.

1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

% Avaliar as repercussfes da esquistossomose mansonica na retina dos

globos oculares de camundongos na forma hepatoesplénica da doenca.

1.2.2 Especificos

« Avaliar a presenca de achados histopatolégicos nas camadas celulares
retinianas;

+ Realizar a andlise histomorfométrica da retina, avaliando os seguintes

parametros: espessura de segmento retiniano e o numero de células da

camada ganglionar por campo histoldgico.



LITERATURA

2.1 Infeccdo esquistossomaotica

2.1.1 Epidemiologia

A esquistossomose € uma importante doenca parasitaria, presente em
74 paises ao redor do mundo, causando aproximadamente 250.000 mortes por
ano. Continua altamente prevalente, representando um desafio para as
politicas de salide de paises afetados como os da Africa, Oriente Médio, Asia,
Estados do Caribe e América do Sul (figura 1). A infeccdo tem baixa

mortalidade, porém elevada morbidade, causando doenca debilitante em

grande nimero de pacientes™?.

[] 5. haematobinm

B 5. mansoni e S. haematobium

. 5. japonicum

Figura 1. Distribuicao global da esquistossomose (principais espécies) 2



A doenca é endémica em varios estados do Brasil, particularmente em
Alagoas, Sergipe, Pernambuco, Bahia e Minas Gerais. Sua ocorréncia esta
relacionada a precérias condi¢des sbcio-econdmicas e ambientais e as maiores
prevaléncias encontram-se no Nordeste. As areas litoraneas e da zona da mata
relnem condi¢des ecologicas e de escassez de servigcos de saneamento que
propiciam a transmissdo, como a existéncia do Biomphalaria glabrata,
considerado o mais eficiente hospedeiro intermediario®>*.

Em Pernambuco, a doenga € endémica em 92 dos 185 municipios e as
localidades de maior ocorréncia sdo os municipios das bacias do Capibaribe,
Una, Serinhaém, Ipojuca, Jaboatdo e Goiana. A prevaléncia média do estado
em 2003 foi 8,5%, correspondendo a uma das principais causas de mortalidade
por doenca transmissivel no estado®’.

Esquistossomose é uma infeccdo parasitaria crobnica de uma ou mais
das cinco espécies de Schistosoma adaptadas aos humanos, S. mansoni, S.
japonicum, S. haematobium, S. mekongi e S. intercalatum, ou por espécies
adaptados para outros mamiferos que ocasionalmente podem infectar
humanos como S. bovis e S. magroboweil. Das espécies de Schistosoma
patdbgenas ao homem a unica endémica no Brasil € Schistosoma mansoni,

devido & presenca do planorbideo do género Biomphalaria***2.

2.1.2 Ciclo evolutivo e patogénese

A infeccdo necessita de um desenvolvimento alternado entre um

hospedeiro intermediario, caramujo, e um hospedeiro final, mamifero, ambos

indispensaveis & manutencéo do parasito®*%.



Os ovos do S. mansoni eliminados com as fezes, quando em contato
com a agua, liberam os miracidios, embrides ciliados, que véo ao encontro dos
caramujos onde se multiplicam e desenvolvem os esporocistos. Em torno de 30
dias, ha eliminagdo das cercarias, larvas com caudas bifurcadas, responsaveis
pelo contagio através da penetracdo na pele e mucosa®®,

No homem, estas larvas se transformam em esquistossomulos e por via
sanglinea ou linfatica atingem o coracdo e os pulmdes, para finalmente se
alojarem no sistema porta. Atingida a maturacdo dos vermes nos ramos intra-
hepaticos da veia porta, dar-se-4& a migracdo para o territério da veia
mesentérica inferior onde havera a oviposicdo. Os primeiros ovos sao vistos
nas fezes cerca de 45 dias ap6s a infeccdo do hospedeiro®#3°,

A fisiopatologia da doenca € predominantemente imunoldgica sendo as
lesbes patoldgicas oriundas das reacdes inflamatérias de um grande numero
de ovos de parasitos que sao retidos nos tecidos do paciente infectado. A
extensa migragdo para os finos ramos portais periféricos, nas infeccbes
macicas, leva a dilatacdo a montante dos vasos mais proximais havendo a
abertura de colaterais®®*%,

As principais lesdes na infecgéo cronica estabelecida ndo se devem aos
vermes adultos e sim aos ovos que ficam presos nos tecidos durante a
migracdo perivesical ou intestinal ou apdés embolizacdao no figado, baco,
pulmdes e sistema cerebroespinhal. Os ovos secretam enzimas proteoliticas
gue causam tipica inflamacdo eosinofilica e reacdo granulomatosa que

progressivamente sao substituidas por depositos fibréticos. Em alguns

pacientes, formam-se complexos antigeno-anticorpo que sao responsaveis por



algumas alteracdes patoldgicas, como as manifestacdes da forma aguda, a
glomerulopatia e artropatia 3#4%4,

No figado, h4d formagdo de uma reacdo inflamatéria extensa, com
posterior producado de colageno, constituindo, de acordo com o niumero de ovos
e o0 grau da resposta de cada hospedeiro, a fibrose periportal, caracteristica da
doenca. A doenca, portanto, decorrente da infeccdo € o desfecho final de
varios fatores: idade, estado nutricional, imunidade do hospedeiro, e
principalmente, da carga parasitaria, ou seja, da quantidade de parasitos que

infectam o individuo®®*3,

2.1.3 Apresentacéo clinica

A apresentacédo clinica da esquistossomose € bastante variavel e esta
na dependéncia de uma série de fatores, como carga parasitaria, nimero de
re-infeccbes e atuacdo dos mecanismos de defesa imunolégicos do paciente.
O gquadro caracteriza-se por uma fase aguda, nhormalmente de curta duracéo e
assintomatica, e uma fase crénica, com diferentes apresentacdes e graus de
morbi-mortalidade™"°,

A forma aguda, febre de Katayama, corresponde a uma reacdo de
hipersensibilidade sistémica ocorrendo semanas ou meses apés a infeccao

primaria. Podem ocorrer sinais clinicos de intensidade variavel, sendo os mais

comuns: febre, calafrios, fraqueza, perda de peso, cefaléia, nduseas, vémitos,

D

diarréia, hepatomegalia e esplenomegalia. O diagnéstico da forma aguda

feito pelo quadro clinico associado a presenca de ovos nas fezes e a

leucocitose com intensa eosinofilia383°,



Apés a regressao das manifestacdes da fase aguda, a infecgcéo progride
para a fase crbnica. Este é o estagio usualmente observado em areas
endémicas, sendo a maioria dos individuos assintomaticos. Diarréia
intermitente € o principal sintoma em pacientes com a forma intestinal e
hepatointestinal da doenca. Podem ainda ser encontradas queixas de
constipacao intestinal e presenca de sangue nas fezes. O abddémen pode ser
doloroso a palpacéo e o figado aumentado e duro porém com funcéo hepética
normal®®.

A esquistossomose hepatoesplénica (EHE) € considerada a principal
complicacéo da infeccao crbnica pelo S. mansoni, havendo bloqueio do fluxo
portal intra-hepatico com fibrose em torno dos ramos portais (fibrose de
Symmers). Ocorre hipertensdo porta, esplenomegalia, circulacdo venosa
colateral e varizes gastrointestinais. Caracteriza-se, clinicamente, pela
presenca de hepatoesplenomegalia. O figado cresce a custa principalmente do
lobo esquerdo e com o evoluir do quadro ocorre diminuigdo difusa do volume. A
esplenomegalia tem natureza congestiva resultado da hipertensdo porta e da

hiperplasia reticuloendotelial**®,

2.1.4 Hipertenséo porta e hemodinamica

Secundario ao aumento da resisténcia do leito vascular porta-hepatico
pela obstrucdo ao fluxo sanguineo ocorre hipertensédo porta (figura 2). Em
decorréncia ha desvio de aporte sanglineo nas vias anastomdéticas naturais,
em direcdo a circulacado sistémica. Ocorre reversdo do fluxo hepatopetal para
hepatofugal, e, através da veia gastrica esquerda, influir na presséo do sistema

azigo-jugular e potencialmente dificultar a drenagem de estruturas cranio-



faciais'>*®. Este obstaculo ao fluxo sanguineo, também poderia explicar a

22,23,26

presenca das alteragdes vasculares na retina

Veia gastrica

Veia esplénica

Veia
mesentérica
__ inferior

Veia
mesentérica
superior

Figura 2. Sistema venoso porta (figura adaptada)44

Os ramos venosos intra-hepéticos da veia porta tornam-se obstruidos e
ocorre proliferacdo angiomatoéide perivenosa e inflamacéo cronica dos espacos
portais. H4 o desenvolvimento de circulacdo colateral entre o sistema porta e a
circulagdo sistémica. InUmeras veias tornam-se dilatadas, incluindo as do plexo
hemorroidario, da parede abdominal e a da juncdo eséfagogastrica. A
esquistossomose, portanto, € responsavel por lesdes que vao repercutir na
hemodinamica do sistema venoso porta e, possivelmente, de outros sistemas

sanguineos® !,

Outro fator decisivo na pressao porta € o aumento do fluxo sanguineo
nesta regido, correspondendo a uma circulacdo hipercinética. Esta é

manifestada pelo aumento do débito cardiaco e vasodilatacdo generalizada,



10

incluindo visceral, sendo expressa pelo aumento do aporte circulatorio
sistémico®. Alteracdes na vasoreatividade e no remodelamento vascular sdo
respostas adaptativas da parede dos vasos que decorrem de mudancas
cronicas. Tém um papel importante na fisiopatologia da hipertensdo porta ao
contribuir para um aumento na resisténcia intra-hepética, circulacédo

hipercinética e expanséo da circulacéo colateral**°.

O aumento do gradiente porto-hepatico leva o endotélio a produzir 6xido
nitrico, considerado o mais importante vasodilatador, capaz de promover tanto
a morte como a sobrevivéncia da célula dependendo do tipo celular e das
condicdes experimentais. Determina remodelamento do leito vascular,
recanalizando ramos embrionarios e criando novas comunicacfes com a

circulacdo esplancnica e a parede abdominal®’™°.

Foi demonstrado que a producgéo do 6xido nitrico aumenta apds depdsito
de ovos do parasito no figado apods infeccéo pelo S. mansoni em camundongos
e mantém-se elevada até a morte dos animais. Neste grupo esta elevacao na
producéo esteve relacionada com a gravidade da doenca®®.

Também foi observado que a auséncia deste mediador na fase aguda da
esquistossomose ocasionava um aumento no dano hepatico caracterizado por
apoptose do hepatécito. Este achado sugeriu um papel protetor proposto para
esta substancia ao prevenir dano ao hepatdécito induzido pelo fator de necrose
tumoral e radicais de oxigénio™®.

Tém-se dado énfase ao papel da endotelina, importante substancia
vasoconstrictora, na esquistossomose. Observacbes demonstram a sua
participacdo na patogenia da hipertensdo pulmonar, pela hipertrofia patolégica

da camada média das arteriolas, assim como sua atuacdo na regulacdo da
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microcirculagdo hepética® 2. O desbalanco entre um aumento de resposta e
producédo de vasoconstrictores e a diminui¢cdo dos vasodilatadores € o mecanismo

responsavel pelo aumento da resisténcia na area sinusoidal hepatica***".

2.1.5 Diagnéstico

O diagnostico da infeccao pelo S. mansoni com a demonstracao direta
do parasito continua como o método mais utilizado, devido ao baixo custo e por
poder ser aplicado em locais com estrutura laboratorial precaria. Os ovos séo
faceis de identificar pela microscopia devido ao seu tamanho e forma, sua

tipica espicula lateral ou terminal e o miracidio com cilios méveis (figura 3)%.

-

Figura 3. Ovo S. mansoni com tipica espicula lateral
(banco de dados da pesquisa)

A determinacdo da média e a distribuicdo do nimero de ovos por grama
de fezes refletem a intensidade da infec¢@o na populacdo e torna possivel a
avaliacdo para indicadores Gteis no planejamento do controle da doenga®™.

Por outro lado, os métodos indiretos ou imunolégicos sdo baseados na
pesquisa de anticorpos circulantes indicando infeccdo atual e ou passada e

geralmente ndo medem o grau de infeccdo; podem também causar reagao
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cruzada com outros helmintos e ndo sao facilmente aplicaveis em situacdes de
campo. A maior parte detecta IgG, IgM ou IgE contra antigenos sollveis de
vermes ou antigenos de ovos, hemaglutinacdo indireta, ou imunofluorescéncia.
O mais realizado € o método imunoenzimatico (ELISA), com antigenos
especificos ou purificados ou ovulares que dao maior sensibilidade e

especificidade ao exame3®°.

O ultrassom é atualmente o mais importante método de imagem na
avaliacdo da doenca hepéatica esquistossomética, identificando fibrose
periportal e parénquima hepético preservado, caracteristicas da doenca de
Symmers. Corresponde a uma técnica econdmica e ndo invasiva, altamente
utilizada, permitindo a avaliacdo da extensdo, evolucéo e possivel regresséo da
doenca apds seu tratamento®**2,

O diagnostico de esquistossomose néo exclui a concomitancia de outras
hepatopatias, como a cirrose alcodlica ou as hepatites virais. Na
esquistossomose hepatica, ocorre fibrose do figado e, na forma
hepatoesplénica, fibrose periportal e aumento do baco, sem que esse quadro
evolua para cirrose. Portanto, ao se verificar a presenca de cirrose, deve-se

buscar a sua causa em outra etiologia, néo esquistossomética®**°.

2.1.6 Tratamento

O tratamento clinico é a principal medida utilizada para o controle da
esquistossomose em paises endémicos. As drogas usadas, oxamniquine e
praziquantel, apresentam poucos efeitos colaterais e uma alta atividade
antiparasitaria. Praziquantel é a droga de escolha para o tratamento pela

Organizacdo Mundial de Saude (OMS), tem baixa toxicidade e poucos efeitos
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colaterais; oxamniquine é tdo efetiva quanto o praziquantel, porém tem um
custo mais alto e pode provocar mais efeitos colaterais®3.

Devido a possibilidade de ocorrer um aumento na resisténcia ao
tratamento, ao nivel de tolerancia do verme a droga e as falhas terapéuticas,
novas formas de tratamento estdo sendo pesquisadas. Nos Ultimos anos, a
associacdo de diferentes drogas, assim como o0 uso de substancias como
artemisin, o clorsulan e os trioxolanes tém sido testados, contudo, ou estdo em
fase experimental ou ndo apresentam melhores respostas do que as drogas
tradicionais ja estabelecidas. Muitos estudos também tém ocorrido como
esforco para o desenvolvimento de vacinas; antigenos sdo avaliados como
potenciais candidatos e tém sido testados em animais com resultado
variaveis??43°3>4,

A cirurgia pode ser necessaria em situacfes especiais que nao
regrediram com o tratamento clinico, como na forma hepatoesplénica
avancada. Existem vérias opc¢bes de técnicas que tem como finalidade a
diminuicdo da pressao no sistema porta. Deve-se lembrar que o objetivo do
tratamento € hemodinamico e ndo curativo e quando associado a tratamento
clinico e cuidados gerais, podera proporcionar aos pacientes melhora na morbi-

mortalidade!*1¢°
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2.2 Esquistossomose ectdpica

Ovos, larvas ou depdésitos de imunocomplexos antigeno-anticorpo do S.
mansoni vém sendo encontrados em praticamente qualquer 6rgdo ou tecido do
organismo, resultando em uma variedade de achados fora do sistema
gastrointestinal. As reacdes locais especificas aos vermes ou aos 0vO0s,
desviados do sistema porta pelo fluxo hepatofugal e carregados pela circulacdo
sistémica, que ocorrem fora de suas localizagbes habituais, foram definidas
como lesdes ectdpicas da doenca. Os granulomas que correspondem a leséo
patogénica e representam resposta imunolégica a produtos antigénicos ja

foram encontrados em diversos érgéos (figura 4)" 833,
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Figura 4. Tipico granuloma circundando um ovo de
S. mansoni (HE 400X)*

O local confirmado e presuntivo mais freqiente de lesdes ectdpicas € a
medula e, na maioria dos casos, causadas pelo S. japonicum. Na

neuroesquistossomose ocorre uma inflamacao ao redor dos ovos e vermes no
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plexo venoso cerebral ou espinhal, que pode evoluir para cicatrizes fibréticas
irreversiveis se nao tratadas. A mielorradiculopatia esquistossomotica é a
forma ectépica mais grave e incapacitante da infeccdo pelo S. mansoni®®.

Dano ocular também tem sido descrito com o S. mansoni. E provavel
que estas lesbes nao sejam raras, principalmente quando considerada a
elevada incidéncia da esquistossomose, e 0 acometimento ocular pode ser

mais freqiiente do que se tem relatado?°%%2,

2.3 Esquistossomose ocular

2.3.1 Historico

O primeiro caso de esquistossomose ocular com comprovacao
histopatoldgica parece ter sido descrito em 1928, na Peninsula Arabica.
Relatou-se lesdo conjuntival em crianca de oito anos com grande numero de
ovos de S. haematobium ao exame histopatoldgico. A quantidade de ovos e a
extensdo da lesdo sugeriam a presenca de vermes proximos a lesdo, ou seja,
instalados dentro das veias orbitarias ou subconjuntivais™®.

S6 mais tarde, em 1968, comecam as publicacdes dos acometimentos
oculares causadas pelo S. mansoni comprovados histopatologicamente. Foi 0
caso de um porto-riquenho residente em Nova lorque, de dezenove anos, que,
apos um trauma, apresentou um hifema denso na camara anterior e uma larva
de S. mansoni. Apés avaliacdo clinica foi detectada a presenca de ovos do
parasito no exame parasitoldgico de fezes?*.

Ressalta-se que no Brasil, a primeira publicacdo de caso com

comprovacgdo histopatologica s6 ocorreu em 1985. A paciente adolescente,
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origindria de éarea endémica, apresentava a forma cardiopulmonar e
hepatoesplénica além de esquistossomose cerebral. Post-mortem, o exame
histopatolégico do olho permitiu a verificagdo de trés granulomas
esquistossométicos na cordide com ovos de S. mansoni?®. Anos mais tarde, o
segundo caso confirmado de coroidite esquistossomaética foi relatado no Brasil.
A paciente apresentava a forma hepatoesplénica, com hipertensado portal e

circulacéo colateral®’.

2.3.2 Estudos experimentais

Em 1958, estudou-se o desenvolvimento e reproducdo de vermes
maduros e imaturos de Schistosomatium douthitti, parasito normal de pequenos
roedores, implantados na camara anterior de olhos de 48 ratos Wistar™®.

No Brasil, em 1961, encontrou-se lesdo inespecifica no olho,
desencadeada pelo S. mansoni, que consistiu de alteracdo no cristalino e
persisténcia de tecido vasculo-conjuntival e glial. Quando da instilacdo de
suspensao de cercérias de S. mansoni nos olhos dos camundongos observou-
se retardo para ultrapassar a membrana basal do epitélio da cornea, nédo
conseguindo prosseguir pelas suas lamelas assim como na esclera®.

No Egito estudaram-se 20 hamsters e 28 cobaias da india através de
injecdo de suspensdo de cercarias de S. mansoni. Foi observado que nenhum
dos casos produziu lesdo ocular, exceto os animais que receberam injecdo de
cercarias na camara anterior, 0s quais evoluiram com precipitados ceraticos e
hipopio. Além disto, os autores demonstraram que as cercarias facilmente

penetraram na pele das palpebras e na conjuntiva, mas néo na esclera®.
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Em 1975, no Canadd, estudou-se a capacidade de penetracdo das
cercéarias de S. mansoni na coérnea de ratos, hamsters e coelhos e concluiu-se
que em nenhum dos casos foram observados parasitos em mais da metade da
espessura corneana. Estes resultados sugeriram que as cercarias néao
penetram diretamente no olho humano e, em casos de infec¢cdo ocular, a via
vascular seria a mais provavel*'.

Foi desenvolvido um estudo de modelo experimental de uveites em
coelhos através da injecdo intraocular de ovos de S. mansoni. A resposta
inflamatoria foi caracterizada por infiltrado eosinofilico no vitreo e cordide e

apos 30 dias houve resposta granulomatosa semelhante a observada nas

infeccbes sistémicas com S. mansoni2.

2.3.3 Alteracdes retinianas em pacientes esquistossomoticos

Varios achados vém sendo, durante anos, sistematicamente
relacionados com a esquistossomose mansonica, principalmente na forma
hepatoesplénica. Reagfes inflamatorias oculares, comprometimento da
conjuntiva, retina e coréide sédo relatados. Em especial atencdo aos achados na
retina, sdo descritas hemorragias pré-hialdideas e superficiais, exsudatos

duros, manchas algodonosas, ingurgitamento e tortuosidade venosa?’?4%32>28

Como o exame oftalmoldgico, incluindo fundo de olho, ndo é realizado
de rotina em pacientes esquistossomoéticos, e como granulomas sé&o
normalmente pequenos e dificeis de observar, muitas vezes a infecéo ectopica

intraocular passa despercebida, podendo ser mais comum do que aparenta’*°.
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Em 2002, foi realizado um estudo para identificar alteracdes
oftalmolégicas em um grupo de 25 pacientes, com idade média de 52 anos,
com esquistossomose hepatoesplénica, submetidos a tratamento clinico e
cirurgico. Foi observada a presenca de imagens sugestivas na retina de
nédulos hiperfluorescentes em trés pacientes além do retardo do tempo de
chegada do contraste fluoresceinico na retina(fase venosa precoce do exame
angiofluoresceinografico). Foi sugerido que estes achados poderiam estar
associados as repercussdes hemodindmicas e/ou imunolégicas da

esquistossomose na forma hepatoesplénica avancada®®.

Em um trabalho realizado em 2003 foi observado uma diminuicéo
homogénea na camada de fibras nervosas da retina em um grupo de pacientes
com esquistossomose na forma hepatoesplénica quando submetidos a um
exame da retina com laser confocal polarizado. Foi sugerido a possibilidade
gue mudancas hemodinamicas causadas pela hipertensdo porta sejam

responsaveis pela perda difusa da camada de fibras nervosas da retina®.

Foi demonstrado também, em um grupo de pacientes com
esquistossomose na forma avangcada, um aumento da velocidade de fluxo
sanguineo na artéria e na veia central da retina podendo estar relacionado a
presenca de tortuosidade vascular e aumento de calibre dos vasos
encontrados nos exames fundoscépicos dos olhos. Este aumento poderia estar

relacionado a processo inflamatério de natureza imune®.
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2.4 ConsideracgOes gerais sobre aretina

Coréide camadas da retina
Retina

Esclera

Cristalino

Figura 5. Desenho esquematico do olho - composicao histoldgica da retina

A retina € a camada mais interna do globo ocular, correspondendo do
ponto de vista de desenvolvimento como funcionalmente uma parte do sistema
nervoso central (figura 5). Desenvolve-se como uma evaginacdo do
proencéfalo e a medida que evolui forma o calice optico. Corresponde a uma
estrutura do tecido nervoso delicado e fina cuja superficie interna estd em
contato com o corpo vitreo, pela membrana limitante interna. E constituida por
uma camada sensorial e uma epitelial pigmentar fortemente aderida a cordide,
estrutura intermedidria entre a retina e a esclera, rica em vasos sanguineos®®
57.

Em seccéo transversa, da parte externa a interna, as camadas da retina
sdo: epitélio pigmentar, camada de cones e bastonetes (fotorreceptores),
membrana limitante externa, camada nuclear externa (corpos celulares dos
fotorreceptores), camada plexiforme externa (local de sinapse dos

prolongamentos de fotorreceptores, células bipolares e horizontais), camada
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nuclear interna (corpos das células horizontais, bipolares, amacrinas e Muller),
camada plexiforme interna (local de sinapse dos prolongamentos das demais
células neuronais), camada ganglionar (células ganglionares e amacrinas

deslocadas), camada de fibras nervosas, membrana limitante interna (figura

6)57'58.

1 - fibras nervosas

2 - ganglionar

3 - plexiforme interna
4 - nuclear interna

5 - plexiforme externa
6 - nuclear externa

7 - fotorreceptores

8 - epitélio pigmentar

Figura 6. Corte histolégico da retina (HE 400X)

As camadas neurais retinianas possuem alta complexidade, e contém,
além dos fotorreceptores, outros tipos de neurdnios: bipolares, horizontais,
amacrinas, ganglionares, interplexiformes e ainda células gliais (células de

Miiller)>"5,

O sistema vascular € composto de canais arteriais e venosos, arteriolas,
capilares e vénulas. A artéria oftdlmica, ramo da artéria carétida interna, é
responsavel pela irrigagdo sanguinea ocular; emite ramos que séao
responsaveis pelo suprimento das camadas internas da retina através da
artéria central da retina, assim como também se ramifica em artérias ciliares
posteriores que irrigam a coroide, corpo ciliar, iris e camadas externas da

retina®’.
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Os vasos apresentam parede pouco permeavel e altamente seletiva,
existindo duas barreiras hemato-retinianas, a interna e a externa, constituida
pelo endotélio e epitélio pigmentar respectivamente. O diametro dos capilares é
de aproximadamente cinco a seis micrbmetros, e 0s pericitos, células
presentes na parede vascular, sdo importantes na manutencdo da arquitetura
capilar e parecem estar envolvidos nos mecanismos de autoregulagéo®’.

O processamento da informacg&o luminosa no sistema nervoso central
se inicia quando a luz atravessa toda a retina e estimula o segmento externo
dos fotorreceptores. Nessa regido ocorre entdo a transducao do sinal luminoso
em sinal elétrico. Ao final, ha ativacao das células ganglionares cujos axdnios
formam o nervo Optico, sendo responséaveis pela chegada da informacgao visual
a outras partes do sistema nervoso central®®.

A camada ganglionar contém os corpos das células ganglionares e ainda
0s corpos das células amacrinas. As células tém o mesmo aspecto
ultraestrutural do sistema nervoso central, com ndcleo grande e claro e
citoplasma rico em substancia basofila. Seus inUmeros dendritos surgem da
camada plexiforme interna e seus longos axodnios se estendem ao longo da

camada de fibras nervosas, eventualmente constituindo o nervo éptico®.

A camada de fibras nervosas é composta de ax6nios das células
ganglionares que apos formarem o nervo Optico continuam seu trajeto central e
direcionam-se para o cortex occipital. Tem um sistema vascular exuberante e
apresenta-se mais espessa na cabeca do nervo optico devido ao acumulo de
fibras retinianas quando ha convergéncia para o disco®”®. O diametro de uma

fibra nervosa corresponde a cerca de 1um e estima-se a presenca 1,5 milhdes
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de células ganglionares na retina humana de um adulto, similar ao nimero de

axonios em cada nervo 6ptico”’.

Em trabalhos experimentais, quanto ao niumero de células ganglionares,
ja foram observadas 1,8 milhdes em macacos, 380.000 em coelhos, e
aproximadamente 60.000 células em camundongos. Neste ultimo grupo foi
realizado um estudo com objetivo de avaliar as populacdes celulares na retina
com predominancia de bastonetes e a observacdo que na camada ganglionar

mais da metade das células eram amécrinas®:®3,

A retina €, portanto, um tecido extremamente organizado, cuja
localizac@o permite sua facil obtencdo, sem o risco de trazer tecido conjuntivo
adjacente ou outras populacdes neuronais. Esta caracteristica e sua
organizagdo em camadas sinapticas e nucleares, muito semelhante ao
observado em outras estruturas do sistema nervoso, facilita o seu estudo in
vitro 0 que a torna um excelente modelo experimental® .

Alguns estudos, com uso de técnicas histologicas, histoquimicas e
imunohistoquimicas, j& foram realizados com o intuito de estudar alterages
nas camadas da retina quanto a danos provocados por uma série de causas
como descolamento de retina, glaucoma, degeneracdo macular, doencas

inflamatérias e neurodegenerativas®®®>.

Em 2003, foi realizada andlise histopatolégica dos tecidos uveal e
retiniano em modelo animal, camundongo infectado com malaria,
correlacionando as altera¢cfes oculares com achados em 0rgaos-alvos como o
cérebro. Foram encontradas alteracdes endoteliais de vasos retinianos, adesao
de monocitos na parede vascular e congestdo do lumen por hemacias

parasitadas em tecido uveal na fase tardia da infecgdo®’.
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2.5 Regulacéo do fluxo sanguineo da retina

A funcdo neuronal retiniana, para a manutencdo de sua estrutura e
funcdo, necessita de barreiras celulares e vasculares que separam o0s
compartimentos funcionais, mantém sua homeostase e controla o transporte de
substratos metabélicos®®,

O fluxo sanguineo na retina, assim como em qualquer tecido, é
determinado pela pressao de perfusdo e pela resisténcia ao fluxo através da
rede vascular, ao longo do trajeto entre artérias e veias. A elevagdo da pressao
venosa, nos pontos de saida do sangue venoso do olho, contrapde-se ao fluxo
sanguineo ocular, diminuindo a pressao de perfusdo dos tecidos. Essa
resisténcia pode ser alterada por hormoénios, por influéncias autonémicas nos
vasos e por necessidades metabdlicas locais®**°.

A autoregulacdo do fluxo sanguineo € um processo fisiolégico que
ocorre por influéncia de condi¢cdes sistémicas para garantir a manutencédo de
uma pressao de perfusdo adequada. Mudancas no tonus das paredes
vasculares séo realizadas com o intuito de produzir alteracfes da resisténcia
ao fluxo®.

A interacdo de mecanismos miogénicos e metabolicos através da
liberagdo de substancias vasoativas pelo endotélio vascular e tecido retiniano
ao redor da parede arteriolar regula o fluxo sanguineo. Neste contexto estéo
envolvidos diversos fatores com acdo de relaxamento (6xido nitrico,
prostaciclina, fator hiperpolarizante) e contracdo (endotelina, tromboxano,
prostaglandina). Hormdnios, neurotransmissores e pressdo de didxido de

carbbnio (CO;) também participam destas acdes. Além de atuarem na
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modulacdo local do fluxo sanguineo, o oOxido nitrico e a endotelina estdo

também envolvidos na regulacédo da presséo ocular®*®® "2,

O 6xido nitrico é um importante mediador dos processos homeostaticos
no olho, tais quais: regulacdo da dinamica do humor aquoso, neurotransmissao
retiniana e fototransdugdo. Mudancas na sua produgdo ou nas suas agles
podem contribuir para o desenvolvimento de estados patolégicos como
doencas inflamatérias ou degenerativas®. Ja a endotelina, em varias doencas,
como a esclerose mdltipla, encontra-se elevada ocasionando diminuicdo do
fluxo sanguineo ocular.

Os padrdes de suprimento arterial e de drenagem venosa entre as
regibes peripapilar e a cabeca do nervo Optico parecem ter implicacbes no
dano as células da retina. H& evidéncias que a neuropatia Optica
glaucomatosa, caracterizada pela perda das células ganglionares e seus
axobnios, esteja relacionada com alteracdo na homeostase do fluxo sanguineo
ocular®. A retina, portanto, pode sofrer isquemia quando a capacidade de
autoregulacdo vascular for ultrapassada ou deficiente®.

Sabe-se que a camada de fibras nervosas da retina é particularmente
suceptivel a isquemia®*°°*°. Esta induz a ativacdo de canais de célcio voltagem
dependente e os receptores de glutamato, resultando em um aumento nos
niveis intracelulares de célcio e a subsequente formacéo de 6xido nitrico. Estes

eventos correspondem a causa da morte celular’.

Na esquistossomose, alteracbes nos vasos da retina, seja por
imunocomplexos ou reacdo granulomatosa, assim como desequilibrios
hemodinamicos e na autoregulacdo poderiam causar dano nas suas camadas

celulares. Sabe-se que existe estreita relacédo entre atividade neural e niveis de
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perfusdo capilar, havendo perda de células ganglionares e adelgagamento da

camada de fibras nervosas®.



METODOS

3.1 Local e tipo de estudo

Tratou-se de estudo de intervencédo, prospectivo e analitico utilizando
modelo experimental, desenvolvido no biotério e no Laboratério de Imunologia
e de Patologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).

Os procedimentos descritos para 0 manejo e o cuidado dos animais em
experimentacdo encontraram-se de acordo com as normas sugeridas pelo
Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal e com as normas

internacionais.

3.2 Procedimentos técnicos

A amostra foi constituida por 35 camundongos Swiss (Mus musculus),
fémeas, com 45 dias de idade, obtidas no biotério do Centro de Pesquisa
Aggeu Magalhaes, UFPE.

Foram divididos aleatoriamente em dois grupos (sendo um grupo
controle e um grupo infectado com cercarias do S. mansoni), mantidos nas

mesmas condi¢des de alimentacao e temperatura.
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Grupo | - controle
¢ 10 camundongos

¢ Sadios, ndo infectados pelo S. mansoni

Grupo Il — Infectado
¢ 25 camundongos

¢ Infectados pelo S. mansoni

Ambos os grupos foram sacrificados apds 120 dias, tendo em vista o
desenvolvimento da forma crénica da doenca, com deslocamento cervical, de
acordo com as normas internacionais de bioética. Foi realizado exame

histopatoldgico do figado, baco e globos oculares.

3.2.1 Obtencéo das formas evolutivas do parasito, miracidios e infeccéo

dos moluscos do género Biomphalaria

As fezes de camundongos apés 50 dias de infeccdo foram coletadas e
analisadas segundo o método de Hoffman, Pons e Janer ou método de Lutz
(sedimentacdo espontanea). As fezes foram homogeneizadas em agua
destilada, filtradas em dupla camada de gaze e recolhidas em um célice de
sedimentacdo. Ap6s lavagem do sedimento, o0 mesmo foi colocado em uma
placa de Petri e exposto a luz por 50 minutos a 28°C. Decorrido esse periodo, o
sedimento foi analisado a lupa para verificar a presenca e contagem de

miracidios.
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Figura 7. Moluscos do género Biomphalaria

Moluscos do género Biomphalaria, procedentes do moluscério da
disciplina de Parasitologia do Departamento de Medicina Tropical, UFPE,
medindo em torno de 10 milimetros de didametro foram expostos
individualmente a grupos de cinco a dez miracidios durante duas horas (figura
7). Posteriormente, os moluscos foram colocados em aquéarios com &gua
desclorada e na auséncia de luz, recebendo alface in natura.

Foi utiizada a cepa BH (Belo Horizonte), mantida no setor de

Esquistossomose Experimental do Laboratério de Imunologia do LIKA, UFPE.

3.2.2 Obtencéo de cercarias e infeccdo dos camundongos

Apoés 30 dias, os moluscos foram expostos a fonte luminosa artificial
durante duas horas, necesséaria para ocorrer eliminacdo das cercarias.
Decorrido esse periodo, os moluscos foram devolvidos aos respectivos
aguarios. O nuamero total de cercérias eliminadas foi estimado com base numa

aliquota da suspenséo cercariana.
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Vinte e cinco camundongos Swiss, pesando entre 20 e 25 gramas, foram
expostos a suspensado cercariana, aproximadamente 40 cercéarias por animal,
por via caudal (figura 8). O procedimento ocorreu em um periodo de 2 horas a
28° C, sob luminosidade intensa, de forma a favorecer a penetracdo das

cercarias.

Figura 8. Infeccédo caudal dos camundongos

3.2.3 Determinacao da infeccéo - perfusdo do sistema porta para

contagem de vermes adultos e parasitologico de fezes

Os animais foram sacrificados com 120 dias de infeccdo com
deslocamento cervical. Foi realizado o procedimento de abertura da cavidade
abdominal através da linha alba. Os camundongos infectados foram
submetidos a perfuséo do sistema porta hepatico para retirada dos vermes, 0s
quais foram separados em placas de Petri contendo solucdo salina e em
seguida contados. Em cinco camundongos, foram obtidos, pelo menos, trés
casais de vermes por animal.

Foi realizado também o parasitolégico de fezes ao longo do estudo assim

como no dia do sacrificio dos animais com o intuito de avaliar a carga
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parasitaria do hospedeiro pelo método de Kato-Katz. Em dezessete animais
havia a presenca de até 100 ovos por grama de fezes e em cinco animais a
presenca entre 101 e 400 ovos por grama de fezes.

Durante o decorrer desse periodo houve a morte de trés camundongos

infectados.

3.2.4.Técnica da retirada do figado, baco e da enucleacao

Apoés a realizacdo da perfusdo do sistema porta, o animal em decubito
dorsal, era submetido a procedimento para a retirada do figado e baco (figura
9). Em seguida, ja em decubito ventral, era realizada a retirada dos globos
oculares através de visualizacdo direta. Os 6rgados foram entdo armazenados

em solucéo de formalina a 10% e submetidos a rotina histolégica.

Figura 9. Retirada cirurgica de baco e figado

Com o objetivo de comprovar o desenvolvimento da doenca EHE nos
animais infectados optou-se por, aleatoriamente, pesar o figado e o baco de

alguns animais (quadro 1).
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Quadro 1. Peso de figado e bago de animais escolhidos aleatoriamente. *gramas

Grupo controle Peso do figado (g)* Peso do bago (g)*
C1l 2,1 0,4
C3 2,0 0,3
c5 2,3 0,5

Grupo infectado Peso do figado (g)* Peso do baco (g)*
17 5,2 2,0
110 3,9 0,9
111 4,1 1,1

3.2.5 Histologia

Apos fixagcdo, o material foi submetido a processamento histolégico com
inclusdo em parafina. Os cortes para as laminas do figado e do baco foram
feitos em seccdes transversais de 4um e submetidos a coloracdo com
hematoxilina-eosina com o objetivo de documentar o desenvolvimento da forma
cronica da doenga.

O corte do globo ocular foi feito no plano horizontal (cérnea, cristalino e
nervo éptico), apés desgaste do bloco por microtomia, em secgdes transversais
de diametro uniforme de 4um de espessura (figura 10). As laminas foram entéo

coradas pela hematoxilina-eosina para andlise sob microscopia optica em

aumentos 40,100, 400 e 1000 x.

Figura 10. Corte transversal de olho humano (HE 40X)
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3.2.6 Histomorfometria da retina

Foram analisadas imagens digitalizadas, com magnificacdo de 400X,
obtidas em microscépio Opton binocular, com objetiva de 40X e ocular de 10X,
acoplada a camara digital Motic® ligada a um computador por meio de placa de
captura.

Para cada olho foram selecionadas cinco laminas, alternadas em 10 um,
cuja altura dos cortes histologicos foi em um plano apresentando o nervo
Optico. Foram obtidas quatro imagens da regido peripapilar, de cada lamina,
equidistantes, campos de histologia de 640x512 pixels. Foram realizadas
guatro medidas para cada imagem e calculadas suas médias para posterior
andlise estatistica. Para cada animal foi efetuado um valor médio dessas
medidas.

As medidas histomorfométricas foram executadas empregando-se um
software com o programa de andlise digital de imagens Image J 9.1%. Assim,

em cada campo digitalizado foram mensurados: espessura de um segmento

retiniano (composto por membrana limitante interna, camadas de fibras
nervosas, camada ganglionar e camada plexiforme interna) por ter limites mais

bem definidos a microscopia 6tica; numero de células da camada ganglionar

(contadas em campo histolégico de 640x512 pixels), excluindo-se as células
endoteliais, identificadas por forma alongada e associadas aos vasos
sanguineos, e o0s astricitos, com corpos celulares pequenos e nucleo denso,
deslocados em dire¢cdo a camada de fibras nervosas (figura 11 e 12).

Ao final, utilizando-se uma lamina micrométrica, também digitalizada,
construiu-se um fator de correcdo das médias chegando-se a um valor médio

das medidas por animal em micrémetros.
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Figura 11. Medidas da espessura de Figura 12. Medida do nimero de células
segmento retiniano (HE 400X) na camada ganglionar (HE 400X)

3.3 Procedimentos analiticos

Para andlise dos dados foram obtidas as medidas estatisticas: média,
mediana, desvio padréo, coeficiente de variacdo, valor minimo e valor maximo
(técnicas de estatistica descritiva). Foi utilizado o teste t-Student com
variancias (técnica de estatistica inferencial) para verificagdo de diferenca das
médias dentro dos grupos para amostras ndo pareadas. Ressalta-se que a
verificacdo da hipotese de igualdade de varidncias foi realizada através do
teste F de Levene.

A significancia estatistica foi considerada, admitindo-se um nivel critico
de 5%, em todos os casos (p > 0,05). Os dados foram digitados na planilha
Excel e o programa utilizado para a obtencdo dos calculos estatisticos foi o

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) na versao 13.
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3.4 Procedimentos éticos

Essa pesquisa se propds a seguir 0s principios que regem o codigo de
ética experimental e as leis de protecdo aos animais, de acordo com as normas
vigentes no Brasil especialmente a lei 9.605 — art.32 e o decreto 3179 — art. 17,
de 21 de setembro de 1999, que trata da questdo do uso de animais para
pratica cientifica. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE (anexo).



RESULTADOS

4.1 Histopatologia do figado e baco

4.1.1 Figado

A analise histopatologica revelou hiperemia e ectasia dos ramos portais,
veias centro lobulares e dos capilares sinusoidais e areas de necrose, em
graus variaveis. Os hepatécitos apresentavam picnose e vacuolizacdo
citoplasmatica caracteristicos de lesdo celular irreversivel. Visualizaram-se
infiltrados inflamatérios multifocais, com frequéncia e composicdo celular
variaveis predominando o tipo linfohistioeosinofilico. Em alguns segmentos
foram observados granulomas periovulares com padrées linfohistioeosinofilico,
linfohistioplasmocitario ou apenas linfohistiocitario, representando os estagios

evolutivos da resposta imune aos diferentes antigenos parasitarios.

4.1.2 Baco

As principais alteracdes histologicas observadas nos diferentes
segmentos esplénicos estudados caracterizavam-se pela presenca de
hiperplasia da polpa branca de intensidade variavel, tipicos da reatividade
linfocitaria aos antigenos parasitarios, assim como casos esporadicos de
congestdo leve a moderada da polpa vermelha. Evidenciou-se também a

presenca de raros granulomas em diferentes fases evolutivas, areas de
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necrose coagulativa e fibrose periférica. As reacdes granulomatosas eram
predominantemente eosinofilicas, enquanto que em outras areas visualizaram-

se as de padrao linfohistioplasmocitéario.

4.2 Histopatologia da retina

Em apenas uma das seccdes histologicas do globo ocular, de um anico
animal do grupo infectado, observou-se na retina a presenca de uma reagao
inflamatoria granulomatosa de padréo linfohistioplasmocitario determinante de

alteracdo da morfologia das camadas retinianas (figura 13).

’

I

Figura 13. Granuloma periovular na retina (HE 400X)

As demais séries de seccdes dos globos oculares, coradas pela
hematoxilina-eosina, de ambos os grupos de camundongos demonstrou uma
arquitetura retiniana dentro dos padrées de normalidade nas laminas (figura
14). Camadas de cones e bastonetes, nuclear externa, plexiforme externa,

nuclear interna, plexiforme interna, ganglionar e camada de fibras nervosas
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estavam intactas. N&o foram observadas reacdes inflamatérias com ou sem
granulomas ou mesmo ovos de S. mansoni. N&o foram visualizadas alteragdes

no vitreo ou células na regido da interface vitreo-retiniana.

A analise dos cortes histoldgicos corados pelo picrocirius red de ambos

0s grupos de camundongos também nao evidenciou alterac6es morfoldgicas.

Figura 14. Corte histoldgico da retina - camundongo infectado (HE 400X)

4.3 Estudo histomorfométrico da retina

A tabela 1 apresenta os valores estatisticos da espessura do segmento
retiniano conforme os grupos estudados. Destaca-se que embora a média da
espessura tenha sido maior no grupo controle quando comparado ao infectado,
ndo houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05). A variabilidade
expressa através do coeficiente de variacdo (CV) se mostra reduzida desde

gue a referida medida foi no maximo igual a 22,31% (quadro 1).



Tabela 1. Valores estatisticos da espessura do segmento retiniano por grupo
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Grupo
Estatisticas Controle Infectado Valor de p
(n=10) (n=22)

Média @ 41,81 38,48 p® =0,279
Mediana @ 41,82 37,84
pp @ 6,09 8,58
CV (%) 14,57 22,31
Minimo @ 30,01 20,48
Maximo @ 52,23 64,47
(1): Através do teste t-Student com variancias iguais.
(2): Medidas em micrémetros.
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Gréfico 1. Média e desvio padrdo da espessura do segmento retiniano por grupo

A tabela 2 apresenta os valores estatisticos das leituras do numero de

células na camada ganglionar segundo o grupo. A média do numero de células

foi bastante aproximada, ndo havendo diferenca significante entre oS mesmos

(p>0,05). A variabilidade se mostra reduzida desde que o coeficiente de

medida foi no maximo igual a 23,31% (quadro 2).



Tabela 2 . Valores estatisticos do niUmero de células na camada ganglionar por grupo
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Estatisticas Controle Infectado Valor de p
(n = 10) (n=22)

Média @ 20,93 20,64 p® = 0,864
Mediana @ 20,63 19,68
DP @ 4,88 4,10
CV (%) 23,31 19,86
Minimo @ 13,75 14,00
Maximo @ 29,75 32,00
(1): Através do teste t-Student com variancias iguais.
(2): Medidas em micrémetros.
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Grafico 2. Média e desvio padrdao do nimero de células na camada ganglionar por grupo



DISCUSSAO

5.1 Escolha do tema

A esquistossomose persiste como uma das doencas mais prevalentes em
todo o mundo apesar de mais de um século de medidas de controle e introducéo de
terapias efetivast. Corresponde a uma infeccéo cuja morbidade pode causar impacto
no estado nutricional, no crescimento e desenvolvimento da populacéo infectada,
apresentando também relevancia econdémica, expressa pelo impacto na atividade
produtiva. A ocorréncia de manifestagfes clinicas graves em individuos infectados
pelo S. mansoni representa um dos aspectos mais importantes desta parasitose,
tornando-a objeto de atuacdo por parte de programas de saude em paises
endémicos®*"3,

O controle da esquistossomose demanda a necessidade de definicdo de
estratégias integradas em razdo da ampla difusdo dos hospedeiros intermediarios,
das dindmicas proprias de cada microfoco de transmissdo, das limitagcdes do
tratamento individual e em massa e da caréncia de abordagem preventiva associada
a curativa®*°.

Mesmo com diagndstico e tratamento simples, a esquistossomose continua
sendo um problema de saude publica. Além do desenvolvimento de estratégias a fim

de impedir o aparecimento das formas hepatoesplénicas, € de suma importancia

uma constante vigilancia epidemioldgica para controle adequado da transmisséo
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visando interromper o ciclo evolutivo do parasito e, consequientemente, o surgimento
1,3
de novos casos™".

Reformas na organizacdo dos servicos de saude com modificagbes nas
politicas de planejamento e de metodologia para o controle da doenca devem ser
adotadas. A integracdo dos 6rgaos governamentais de ambito central e regional faz-
se necesséria para a elaboracdo e a execucdo das seguintes acdes: saneamento
béasico, instalagcdo de &gua e esgoto nas casas, educacdo sanitaria, combate aos

caramujos, além do diagnéstico e tratamento precoces™™.

5.2 Desenho do estudo

Foi realizado estudo de intervencéo prospectivo, visto que foi introduzido
elemento crucial para a transformacdo do estado de salde de um dos grupos
participantes, visando a testar uma hip6tese de causalidade. Neste caso, a indugéo
de processo infeccioso da esquistossomose em um grupo de camundongos.

Foi utilizado modelo animal para o desenvolvimento do trabalho,
possibilitando a ocorréncia de uma situacdo controlada laboratorialmente com a
presenca de grupos homogéneos para o estudo.

Sabe-se que a experimentacdo animal nas pesquisas cientificas tem
contribuido para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, promovendo ao longo
dos anos a descoberta de medidas profilaticas e tratamentos das enfermidades que
acometem os seres humanos. Dentre as varias espécies, 0s camundongos

representam as mais utilizadas e conhecidas cientificamente’ .
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5.3 Tamanho da amostra

N&o se dispde de muitos estudos sobre a prevaléncia das lesbes ectopicas
oculares na esquistossomose. Ainda mais escassos sao 0s trabalhos experimentais
ou mesmo clinicos envolvendo achados oftalmologicos, na infeccdo com S.
mansoni, com o intuito de relaciona-la com alterac¢des retinianas, especificamente de
suas camadas celulares, supostamente secundarios a distlrbios hemodinamicos e
inflamatorios?4232>%,

Desta forma, a caréncia de estudos anteriores de acompanhamento ocular da

esquistossomose mansonica constituiu limitacdo para o calculo do tamanho amostral

justificando a escolha de uma amostra de conveniéncia.

5.4 Caracteristica da amostra

A pesquisa envolveu uma amostra de 35 camundongos fémeas, menos hostis
entre si, da mesma linhagem, formada imediatamente apés o desmame com 0
intuito de serem mantidas em grupos sem problemas, e para que ndo houvesse
diferencas genéticas capazes de influenciar na susceptibilidade a infecgéo.

Muitos animais sao considerados reservatorios naturais da esquistossomose
e animais de pequeno porte, como os roedores, sdo amplamente utilizados em
estudos experimentais. Foi selecionado o camundongo por ser uma espeécie
cosmopolita adaptada a grande variedade de condi¢cbes ambientais, com tamanho
relativamente pequeno, facil de manusear e baixo custo de manutengéo. O tempo de
vida relativamente curto, quando comparado com outros animais faz dele um modelo

(til para estudos relacionados com idade ou toxicologia cronica’.
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Além disso, em camundongos o ciclo da esquistossomose mansonica,
incluindo a evolugéo da doenca e suas repercussoes sistémicas, foi motivo de outros

trabalhos documentados’*®2,

5.5 Técnica da infeccdo dos camundongos

A infeccédo foi realizada com 40 cercéarias por animal e apés um total de 120
dias ocorreu o sacrificio dos mesmos.

Em varios outros trabalhos o procedimento da producdo da doenca era
realizado com maior numero de cercérias, em torno de 100 por animal. Entretanto o
término das observacées dava-se em um intervalo de tempo inferior'®#+%32 Uma
guantidade de cercarias superior associada a maior intervalo de exposi¢céo a doenca
poderia prejudicar o tamanho da amostra, havendo morte dos animais, semelhante
a outros estudos ja desenvolvidos, inclusive na UFPE®#*.

A opcdo pela inoculagdo com 40 cercarias por animal, resultando no

82,85,86

desenvolvimento da doenca, foi demonstrada em outros estudos assim como

foram também evidenciados que os aspectos congestivos da hipertensdo porta sé

678 portanto, o

se tornavam presentes em periodos mais tardios da infeccao
objetivo foi o estabelecimento da fase crénica da infeccdo com numero inferior de
cercarias, a fim de haver menor perda de animais em um tempo de
acompanhamento prolongado.

Em relacdo ao método da exposicéo, foi utilizada a via caudal como modo de
infeccdo dos animais a fim de que os mesmos desenvolvessem a forma sistémica da

doenca. Na maioria dos trabalhos experimentais envolvendo esquistossomose e

manifestacdes oculares ocorria a inoculacdo direta das cercarias e ou 0voOs,
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principalmente, no segmento anterior do globo ocular. Ndo havendo, portanto, a
determinacéo assim como a evolucédo para a parasitemia®®9#1:3132

O desenvolvimento da infec¢do parasitaria estd na dependéncia de aspectos
proprios do hospedeiro, representados em parte pela resisténcia natural.
Predisposicao genética e raca parecem ter uma importancia determinante no grau
de morbidade em vista de estudos que os correlacionam com a imunidade humana e
patogenia®.

Como parametro individual, a intensidade da infeccdo parece ser a variavel
mais importante associada ao desenvolvimento de fibrose de Symmers e a
intensidade das manifestacdes clinicas. As alteracdes fisioldgicas sdo variadas em

Y

tipo e intensidade, estando associadas a migracdo e aos estagios evolutivos do

parasito™>*2.

5.6 Areade estudo naretina

O estudo foi realizado em um segmento especifico do olho para permitir uma
maior uniformidade quando da analise dentre os diversos animais. Sabe-se que ha
variacfes na disposicdo e espessura das camadas retinianas, dependendo do local
estudado. A camada de fibras nervosas, por exemplo, encontra-se mais espessa na
regido proxima ao nervo Optico enquanto na periferia funde-se com a camada
ganglionar. Esse padrdo morfolégico tem influéncia na adequada andlise dos

estratos celulares, com limites precisos, quando do uso da histomorfometria.
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5.7 Verificagdo do quadro sistémico da doenca

A realizacdo do parasitologico de fezes, tanto ao longo do desenvolvimento
do trabalho, como no dia do sacrificio dos animais, associado a perfusdo do sistema
porta para obtengéo dos vermes, foi com o intuito de verificar o desenvolvimento da
doenca.

A observagao dos ovos nas fezes continua sendo o exame mais utilizado para
o diagnostico da esquistossomose mansonica. Em &reas com taxas de transmissao
de moderada a alta, a OMS recomenda o diagndstico da comunidade com uso da
técnica do Kato-Katz por oferecer as melhores condi¢cfes de eficiéncia associadas a
baixo custo e operacionalidade®.

A esquistossomose hepatoesplénica é a principal complicacdo da infeccéo
cronica pelo S. mansoni em virtude dos transtornos hemodinamicos que provoca. A
sua base anatomica é a fibrose periportal (Symmers) conseqtiente a extensa reacéo
granulomatosa ocasionada pelo bloqueio do fluxo intra-hepéatico, principalmente por

10,11

ovos e granulomas No baco had o desenvolvimento da esplenomegalia

congestiva com dilatacdo dos seios venosos e hiperplasia reticulo-endotelial com
espessamento difuso dos corddes esplénicos™®**.

A obtencédo e o estudo do figado e do baco foram feitos com objetivo de
documentar o desenvolvimento da doenca. Modificagcbes nos ramos portais,
granulomas periovulares assim como infiltrados inflamatorios com areas de fibrose

foram observados. Portanto, histopatologicamente, ambos o0s 6rgaos apresentaram

alteracfes que estiveram associadas com a infeccédo pelo S. mansoni.
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5.8 Histopatologia da retina

5.8.1 Uso da hematoxilina- eosina

A coloracdo dupla pela hematoxilina-eosina € a mais utilizada na rotina em
histologia, visando contrastar as estruturas teciduais. Permite boa visualizagédo dos
varios componentes dos tecidos, mas nao fornece dados sobre sua natureza
guimica. S8o corantes adequados para evidenciar caracteristicas estruturais, mas
ndo sdo capazes de revelar todos os constituintes celulares®’.

No presente estudo so foi observado a presenca de um granuloma de retina
em um dos animais do grupo infectado. Entretanto nos demais cortes néo foram
encontradas alteracfes estruturais das camadas retinianas nas regides estudadas
com respeito a orientagcdo das mesmas. Assim como também néo foram observados
desarranjo estrutural e presenca de células inflamatérias quando observados ao
microscoépio de luz.

O fato do objeto de estudo ter sido a regido peripapilar, em um plano de corte
delimitado, pode ter influenciado na caréncia de achados oculares, como os ja
descritos em outros trabalhos'®23. N&o foi pesquisada toda a extensdo do globo
ocular visto que a intencdo era avaliar um segmento especifico do olho.

Por ventura, com utilizacdo de outro método histolégico, como processamento
histoquimico ou imunohistoquimico, pudessem ser identificadas alteracdes
retinianas uma vez que estes permitem uma observagao mais detalhada.

A histoquimica, por exemplo, € uma técnica histolégica que tem por objetivo
demonstrar a natureza quimica de constituintes celulares. Contrasta com a

coloracdo histolégica comum, acima referida, que se baseia na absorcéo, pelas
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estruturas, de substancias coradas, enquanto que na histoquimica, as cores séo
propriedade de produtos que se formam in situ®’®,

A imuno-histoquimica € um método de analise molecular dos tecidos cujo
mecanismo baseia-se no reconhecimento do antigeno a ser pesquisado por
intermédio de um anticorpo especifico, associado a diversos tipos de processos de
visualizacdo. Tem diversas aplicacdbes, como o diagnoéstico de doencas
inflamatoérias, infecciosas e neoplasias; também € muito importante para

determinacao de fatores preditivos e prognésticos no cancer®” .

5.9 Andlise histomorfométrica daretina

A histomorfometria corresponde a um método de andlise quantitativa de
dados em bases morfolégicas. Apdés a obtencdo dos mesmos, permite reunir
informagBes valiosas para estudos direcionados nos varios campos da ciéncia.
Programas de processamento digital apresentam inimeras vantagens com melhor
gualidade e velocidade, proporcionando assim incrementos na reprodutibilidade e
durabilidade dos trabalhos que envolvem manipulacdo das imagens.

O uso desta metodologia tem permitido avaliagdo mais objetiva e precisa das
alteracdes histopatolégicas, cada vez mais exigida para publicagbes em revistas
especializadas. Na oftalmologia, € utilizada para avaliar os mais diversos parametros
como infiltrados inflamatérios, espessura epitelial, diametro e niamero dos vasos
sanguineos da conjuntiva; quantificacdo de neovasos e espessura de cdpsula em
implante orbitario; medidas da coréide e retina®2.

Supbe-se que, na esquistossomose, as alteracdbes hemodinamicas da

hipertenséo porta possam estar relacionadas com disfungdo na microvasculatura

local retiniana, grande responsavel pela integridade das células ganglionares.
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AlteracBes na autoregulagéo, e a presenca de mediadores quimicos, como 0 6xido
nitrico, também poderiam estar relacionados com toxicidade celular.

No presente estudo, a tentativa de associar 0os parametros histopatolégicos da
retina, através da histomorfometria, resultou em dados ndo significantes quando
comparados 0S grupos.

Este resultado talvez seja explicado pelo reduzido numero de cercarias
guando da infeccdo com o objetivo de evitar uma maior perda de animais da
amostra. Isto pode ter acarretado, ao final, no ndo desenvolvimento de quadro
sistémico mais grave. Trabalhos pioneiros jA chamaram a atencdo para a relacao
entre a intensidade da infeccdo e a forma grave da doenca, demonstrando a
importancia da carga parasitaria na determinacdo da forma hepatoesplénica da
esquistossomose3?: 82849395

No que se refere a carga infectante e o tempo de incubacdo no
estabelecimento de um modelo experimental de esquistossomose hepatoesplénica,
Warren e Grove fizeram injecdes subcutaneas de 160, 80, 40 e 20 cercarias em
hamsters e observaram que apds 10 semanas da infeccdo, todos os animais
inoculados com 160 cercérias e metade dos infectados com 80, tinham morrido®2. De
modo semelhante, foi constatado mortalidade de 50%, apdés 12 semanas da
infeccdo, com uso de 140 cercérias por animal®.

Foi observado que a hipertensdo porta desenvolvia-se em camundongos
entre cinco e sete semanas apés a inoculacdo®. Em outro estudo, com hamsters
infectados com 50 cercérias, houve progressivo aumento da pressao porta com

niveis particularmente elevados na oitava semana®. Foi também sugerido que 100

cercérias de S. mansoni representaria adequada carga parasitaria e um periodo de



49

oito semanas de incubacdo seria satisfatorio para o desenvolvimento da doenca;
porém, ao final do estudo, observou-se alta mortalidade dos animais®.

A auséncia destes achados pode ser resultado do modelo proposto que se
baseou primeiramente no desenvolvimento sistémico da doenca, e
consequentemente, na expectativa de evolucdo para as formas oculares. O objetivo
era simular a forma usual do adoecimento na esquistossomose ao contrario de
outros trabalhos, com uso de animal de experimentacdo, em que ocorria a
inoculacao direta do parasito e ou ovos*®19#1:30-32,

E relevante considerar que os dados foram obtidos a partir de um estudo de
intervencdo em camundongos. Apesar de ja terem seu papel definido como
importante modelo animal no desenvolvimento da esquistossomose, h& fatores
intrinsecos proprios de cada hospedeiro que o diferencia quanto a resposta dada ao
mecanismo de infec¢cdo, com alteracdes fisiologicas de tipo e intensidade variadas.
A possibilidade de generalizacdo dos resultados obtidos deve ser analisada com
bastante cautela. Nem todos os conhecimentos gerados em modelos animais séo
plenamente transponiveis ao ser humano, existem idiossincrasias que devem ser

continuamente relembradas’* .

5.10 Consideracdes finais sobre os resultados

InfeccBes sistémicas comumente podem causar doenca em 6rgdos distantes
por uma variedade de mecanismos e meios, representando um desafio diagndstico e
terapéutico. Bactérias, fungos, virus e parasitos podem provocar manifestacoes e
danos diretos oculares. Alternativamente, 0s organismos também poderiam

ocasionar efeitos secundarios dando origem a uma série de complicacdes®.
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A retina, sendo uma estrutura vascularizada, € susceptivel a sofrer alteracfes
decorrentes da presenca de microorganismos durante o curso de doencas
infecciosas por via hematogénica. A resposta imune provocada pode danifica-la em
adicdo a lesdo direta causada pelo patégeno®’.

A inflamacdo pode envolver resposta vascular similar a observada em outros
tecidos, ocasionando nivel variavel de degeneracdo, a depender da intensidade da
resposta. Processos inflamatérios graves usualmente acarretam algum grau de
oclusado dos vasos afetados, podendo haver necrose dos axdnios da camada de fibras
nervosas>**%°%,

Os neurdnios podem sofrer degeneracao dos axonios e dendritos, edema dos
corpos celulares, seguidos pela desintegracao do citoplasma e nucleo. Ao redor das
areas afetadas, em situacOes extremas, pode ocorrer proliferacdo rapida e precoce
dos astrdcitos, produzindo a condi¢do conhecida como gliose retiniana®®°.

Supbe-se que a esquistossomose, na forma hepatoesplénica, além de
provocar alteragdes no sistema porta, poderia repercutir também no fluxo sanguineo
de outros 6rgédos, como os globos oculares. E possivel que a producéo excessiva de
fatores inflamatorios e mediadores quimicos atinjam niveis lesivos e também
estejam implicados no dano celular. Baseado nos fendmenos hemodinamicos
secundarios que ocorrem na hipertensdo porta e nos mecanismo de autoregulacao,
sugere-se também a ocorréncia de alteracdes nas camadas celulares retinianas pelo
comprometimento da microvasculatura local***°.

Neste estudo, entretanto, com excecédo da presenca de um unico granuloma

retiniano, ndo foram evidenciadas mudancas estruturais, da espessura e da

celularidade na retina dos camundongos infectados pelo S. mansoni. Cabe ressaltar
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gue se tratou de um estudo com modelo experimental, ndo sendo possivel
generalizar os resultados.

A auséncia de dados significantes, neste estudo, ndo afasta a possibilidade
de que disturbios hemodindmicos e na autoregulacdo, em portadores da forma
hepatoesplénica da esquistossomose, possam acarretar dano retiniano. Demanda
gue outras metodologias assim como a indugao da infeccdo com uma maior carga
parasitaria sejam realizadas, permitindo, portanto, novas perspectivas para futuras

investigacoes.



CONCLUSOES

A andlise dos resultados da investigagdo da associacdo de achados na retina
com a forma hepatoesplénica da doenca utilizando modelo experimental,
camundongos infectados com S. mansoni, permite concluir:

% Com excec¢do da presenca de um unico granuloma retiniano, ndo foi
observada alteracdo estrutural das camadas retinianas nas regides
estudadas, havendo o respeito a orientacdo das mesmas.

% A andlise histomorfométrica de segmento retiniano e das células da
camada ganglionar da retina ndo demonstrou diferengas significantes

entre ambos os grupos do estudo.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 B1l) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 13 de maio de 2008
Oficio n° 29/08

Da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof°. Dr. Carlos Teixeira Brandt

Departamento de Cirurgia - CCS

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.005800 / 2008-02

Os membros da Comisséo de Etica em Experimentagéo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA HEPATOESPLENICA EM
CAMUNDONGOS: ESTUDO HISTOPATOLOGICO DAS ALTERACOES OCULARES”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 -
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da quest&o do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

ﬁm. i mZJansan
- do CEEA

uFrE

CCB: Integrar para desenvolver
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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