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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Danielle Ingrid Bezerra de Vasconcelos

Introducao: O Angiostrongylus costaricensis € um nematddeo que causa a
angiostrongiliase abdominal. O ciclo de vida deste parasita envolve um hospedeiro
invertebrado (intermediario) e um hospedeiro vertebrado mamifero (definitivo). Na
natureza, um dos principais hospedeiros definitivos deste parasita € o roedor
Sigmodon hispidus. O nematddeo instala-se na artéria mesentérica superior do
hospedeiro definitivo, causando inicialmente uma periarterite eosinofilica e
posteriormente um trombo. Histopatologicamente, uma triade de achados
fundamentais define esta patologia: massivo infiltrado eosinofilico; vasculite
eosinofilica e reacdo granulomatosa. Apesar da importancia clinica, pouco se sabe
acerca dessa patologia. Objetivos: Caracterizar as lesdes histopatolégicas do
territério vascular e intestinal; acompanhar a dindmica hematolégica periférica e
central; avaliar colesterolemia total e a presenca de bactérias na lesdo de S. hispidus
infectados com A. costaricensis. Material e Métodos: S. hispidus infectados com A.
costaricensis foram eutanasiados em 30, 50, 90 e 114 dpi e foram coletados o
intestino e mesentério (incluindo a artéria cecal). Os tecidos foram fixados em
formalina Millonig de Carson e, histologicamente processados para microscopia de
luz ou imunohistoquimica. O sangue também foi coletado através de puncéao
cardiaca ou do plexo braquial e utilizado para realizacao de hemograma e analise da
colesterolemia total e andlise microbiol6gica. A lesdo local também foi coletada para
analise microbioldgica. Resultados e discussao: Em tempos precoces (30 e 50
dpi), uma grande quantidade de larvas e ovos viaveis foram encontrados na vasa
vasorum da artéria cecal levando a um intenso infiltrado eosinofilico na adventicia do
vaso, formando granulomas. Os parasitas associados ao infiltrado inflamatério
promoveram uma vasculite eosinofilica centripeta com destruicdo das laminas
elasticas. A intima perdeu as caracteristicas celulares basicas, tornando-se
desorganizada ou até mesmo desaparecendo. Com a evolugcédo temporal da doenca,
h& um aumento da severidade em tempos tardios (90 e 114 dpi), onde um processo
aterosclerotico instala-se. O trombo € composto majoritariamente por fibrina, além de
ferro e uma substadncia xantomatosa, positiva para Vermelho do Congo. Neste
momento, o infiltrado eosinofilico cessa e ha uma predominancia de macréfagos
carreadores dessa substancia xantomatosa e ferro. As laminas elasticas de artérias
com vermes estdo destruidas, havendo uma grande desestruturagcdo do vaso. No
sangue, em 90dpi ha um aumento do numero de leucécitos totais, diminuicdo do
A



namero e aumento do tamanho das plaguetas. Nesse ponto, a colesterolemia total
dos animais ndo tem modificacdo em relacdo aos controles. Nesses tempos tardios,
observa-se um nitido aumento da atividade da medula, com predominante eosinofilia
e aumento do niumero de megacariécitos. E possivel que o desenvolvimento dessas
lesbes esteja relacionado a presenca de bactérias grampositivas presentes no A.
costaricesis. Conclusoes: Nossos dados sugerem que o modelo de infeccao do S.
hispidus pelo A. costaricensis, pode ser Util no estudo de vasculites autoimunes, bem
como aterosclerose.

Palavras- chave: Angiostrongylus - angiostrongiliase abdominal — Sigmodontinae —
arterite - aterosclerose
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Danielle Ingrid Bezerra de Vasconcelos

Introduction: Angiostrongylus costaricensis is a roundworm which causes the
abdominal angiostrongyliasis. This parasite’s life cycle involves an invertebrate host
(intermediary) and a vertebrate host (definitive). In nature, the usual definitive host for
this parasite is the rodent Sigmodon hispidus. Adult worms install in the upper
mesenteric artery of the definitive host, causing in the beginning an eosinophilic
polyarteritis and then a thrombus. Histopathologically, a triad of essential finding
defines this pathology as: massive eosinophilic infiltrate; eosinophilic vasculitis and
the granulomatous reaction. Despite the clinical importance, we know just a few
about this pathology. Objectives: To characterize the histopathological lesions of the
vascular and intestinal territories; to follow the peripheral and central hematologic
dynamics; to evaluate the total cholesterol and the bacteria presence in the lesion on
the infected S. hispidus by A. costaricensis. Material and Methods: S. hispidus
infected by A. costaricensis were euthanized in 30, 50, 90 and 114 dpi and were
colected the intestine and mesentery (including the cecal artery). Tissues were fixed
in Carson’s Millonig formalin and, histopathologically processed to light microscopy or
immunohistochemistry. The blood was also gathered through the cardiac puncture or
from the brachial plexus and used to the CBC conduction and analysis of total
cholesterol and microbiological analysis. The local lesion was also gathered to
microbiological analysis. Results and discussion: In early times (30 and 50 dpi), a
big quantity of larvae and viable eggs were found at the vasa vasorum of the cecal
artery leading to an intense eosinophilic infiltrate at the adventitious vessel, forming
granulomas. The parasites associated to the inflammatory infiltrate promote an
eosinophilic vasculitis centripetal with the elastic blades destruction. The inner loses
the basic cell characteristics, becoming disorganized or even vanishing. With the
disease’s temporal evolution, there is an increase at the disease severity in later
times (90 and 114 dpi), when an atherosclerotic process gets installed. A thrombus
composed mainly by fibrin, iron and a xanthomatous substance, positive to Red
Congo. At this moment, the eosinophilic infiltration ceases and there is a
predominance of macrophage carriers of this xanthomatous substance and iron. The
elastic arteries blades with worms are destroyed bringing a big vessel disruption. In
the blood, in 90dpi there is an increasing on the total leukocytes number, decreasing
on the platelets number and an increasing on their size. At this point, the animal total
cholesterol has no change in relation to the controls. At those later moments, it is
observed a clear increase on the marrow activity, with predominant eosinophilia and
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megakaryocytes number increasing. It is possible that those lesions development
may be related to the gram positive bacteria present at A. costaricesis. Conclusions:
Our data suggest that the model of the S. hispidus | infected by A. costaricensis can
be usual by the atherosclerosis study.

Key-words: Angiostrongylus- abdominal angiostrongiliasis - Sigmodontinae- arterite-
aterosclerosis



Figura 1.1

Figura 1.2

Figura 1.3

Figura 4.1

Figura 4.2

Figura 4.3

Figura 4.4

Figura 4.5

LISTA DE FIGURAS

Ciclo de vida natural do Angiostrongylus costaricensis ............ 6

Distribuicdo geogréafica de casos humanos e animal do A.

CoStaricensis NO MUNAO.........cuuuuuuiiieeeeeeeeeeiire e e e e e e 7
Infecgcdo do homem por Angiostrongylus costaricensis............. 9

Alteragdes macroscopicas e histopatoldgicas intestinais de S.

hispidus infectados com A. costaricensis aos 30 dpi.................. 30

Aspectos intestinais na infeccdo do S. hispidus por A.

costaricensis,Com 30 APi..c.cceoui i 31

Alteragdes macroscépicas e histopatolégicas intestinais na

infeccao do S. hispidus por A. costaricensis com 50 dpi............ 32

Aspectos histopatologicos intestinais na infeccdo do S.

hispidus por A. costaricensis com 50 dpi..........eeueevueuennennnnnnnnnnns 33

Aspectos macroscopicos e histopatologicos intestinais de S.

hispidus infectados com A. costaricensis com 90 dpi................ 34



Figura 4.6

Figura 4.7

Figura 4.8

Figura 4.9

Figura 4.10

Figura 4.11

Figura 4.12

Figura 4.13

Figura 4.14

Aspectos histopatoldgicos intestinais de S. hispidus infectados

com A. costaricensis COmM 90 APi....cceeeeeriiiiiiiiiiiiieeee e

Aspectos histopatoldgicos intestinais de S. hispidus infectados

com A. costaricensis COmM 90 APi....cceueeeiiiiiiiiiiiiiieee e

Aspectos macroscoépicos e histopatoldgicos intestinais de S.

hispidus infectados por A. costaricensis com 114 dpi...............

Aspectos macroscoépicos e histopatoldgicos intestinais de S.

hispidus infectados com A. costaricensis com 114 dpi...............

Aspectos histopatoldgicos intestinais de S. hispidus infectados

com A. costaricensis cOm 114 dpPi.......oooviiiiiiiiiiiiieeen

Aspectos histopatoldgicos intestinais de S. hispidus infectados

com A.costaricensis COmM 114 dPi....ccoeeeriiiiiiiiiiiieeeen

Aspectos histopatoldgicos intestinais de S. hispidus infectados

com A. costaricensis cOm 114 dpPi......coooviiiiiiiiiniiiieen

Auséncia de lesGes ateroscleréticas na histologia das artérias

coronarias de S. hispidus infectados por A. costaricensis..........

Auséncia de lesoes ateroscleréticas na histologia das artérias
coronarias de S. hispidus infectados por A. costaricensis..........

Xi

35

36

37

38

39

40

41

42

43



Figura 4.15

Figura 4.16

Figura 4.17

Figura 4.18

Figura 4.19

Figura 4.20

Figura 4.21

Figura 4.22

Figura 4.23

Alterac6es imunohistoquimicas intestinais e vasculares de S.

hispidus infectados com A. costaricensis aos 114 dpi................

Alterac6es imunohistoquimicas intestinais e vasculares de S.

hispidus infectados com A. costaricensis aos 114 dpi................

Analise bioguimica do colesterol total de S. hispidus infectados

por A. costaricensis aos 90 dpi dias.........ccceeeeeeieeiiiiiiiiiiieeeeen

Hemograma de S. hispidus infectados por A. costaricensis

COM 30 AP.uuueeeieiiiieee ettt e e e e e

Hemograma de S. hispidus infectados por A. costaricensis aos

Esfregaco sanguineo de S. hispidus infectados por A.

costaricensis a0S 90 APi.....uuuuuuuuuerrriuriiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeaea—————-

Hemograma de S. hispidus infectados por A. costaricensis aos

Bactérias presentes na lesdo aterosclerotica de Sigmodon

hispidus infectados com Angiostrongylus costaricensis aos 90

Xii

48

51

52

53

54

55

59



Quadro 1

Quadro 2

LISTA DE TABELAS E QUADROS

Quadro comparativo das caracteristicas macroscépicas e
histolégicas da infeccado de S.  hispidus com A.
COSIANICENSIS. .....ceeeeeeeeeee e e eeeeee e e e e e e e e e e e e aeaeaens 24

Quadro representativo dos numeros absolutos dos dados do
01=T o g loTe | £= 10 o = VP ERTUT S UUTPPPRRPP 50

Xiii



1.1
1.2.
1.2.1.
1.2.2.

1.2.3.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
1.7.

2.1.
2.2.

3.1.
3.2.
3.3.

SUMARIO

AGRADECIMENTOS.......cccoorrimerrnmersssmsesssmssssssmessssmnssssms s ssssmssessnnas iii
EPIGRAFE........ccocurtcusecssesesses e sessssessss s s s st s ssssssssssssssssssasans v
RESUMO..........iercerrrme s sms s s sme s ms e s s s ame e s s sssamn s ensmnas Vi
Y2 I 2 7Y O viii
LISTADE FIGURAS........oo e s e s s s ssme s smn e s ssme e smnesnsnns X
LISTA DE TABELAS E QUADROS.........cooiieerrrmrrmeessmesssmee e xiii
INTRODUCAO

PAX=T 01T od (o= [T o T 1
Morfologia do Angiostrongylus costaricensis...........ccccceeeeueerrun. 2
Verme adultO........oovvvviiiiiiiiiiiiiieeeee e 2
(1Y LSRR 3
EStAQIOS [ArVANIOS. ...cei i 4
Ciclo de Vida........ccocmriiiimrrirnsr s 5
Epidemiologia ... s 7
Patologia humana.........cccccimimimmmmimmmmns s 8
Patologia de roedores.........cccceeeeeeeeememmmmnmneeeennnnnne s 10
Tratamento @ PrevVeNGCAO........cuucvmmrrrrsismsrsssssnmssssssssmss s ssms s s snnnes 10
OBJETIVOS

Objetivo geral.......cciiiiiiiiiieeenrr s 12
Objetivos eSPecCifiCOS......cccvvmmmrrrririiiinemsrrr s annes 12

MATERIAL E METODOS

ANIMAIS....cee s 13
Eutanasia e coleta de sangue........ccccciiiciciieeemmnnnnnsesenne s 13
Destinacao dos tecidos.........ccciririrmmmnnismssr s 14

Xiv



3.4.
3.5.
3.5.1.
3.5.2.
3.5.3.
3.5.4.

3.5.5.
3.5.6.
3.6.
3.6.1.
3.6.2

3.7.
3.8.

4.1.
4.1.1
4.1.2.
4.1.3.
4.1.4.
4.2.
4.3.
4.4.

4.5.

4.6

4.7

(11307 Lo 43 =T o Tzt Lo U 14

L0 0 o= Voo 1= 15
Hematoxilina-eosina (HE).........coo e 15
Sirius Red pH 10.2 ... 15
MELOdO de PErIS ... 16
Resorcina- Fucsina de Weigert ... 16
THCrOMICA A€ AZAN..... e 16
Vermelho do Congo e analise em microscopio de luz polarizada..... 17
Estudo da dinamica hematoldgica..........ccccecmrirriimrrnnncmeninncnens 18
HEMOGIraMI@. .. 18
DisStenS80 SANQUINE@.....cccieiiiiiiiiiiieee e 18

Estudo bioquimico para mensuracao da colesterolemia total... 18
Estudo microbioldgico.........ccoomiiriiicrmrniier e 19
RESULTADOS

Analise histopatoldgica do intestino e da circulacao intestinal. 20

Achados histopatol6gicos em 30 dpi ........ccccueveveerereeiriiiiiiiineninaennnns 20
Achados histopatol6gicos em 50 dpi .......cccceeeeeeeeiemiiiiiiiiiiiiiiiiiinenes 20
Achados histopatol6gicos €m 90 dpi ........ccevereemmeemeereiiiiiieeennaaanaeanns 21
Achados histopatoldgicos em 114 dpi .......cceveeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiannes 22
Histopatologia das artérias coronarias.........ccccceeeevcccnmmeeennneennnnnns 28
Analise histoldgica da medula dssea........cccccrrrrerriiccsnmmenenrneennnnnns 28
Animais controle NOrMais.........cceevmmmmmrmrinisissemn e 29

Auséncia de lesoes aterosclerdoticas na artéria cecal de 29
animais idosos NA0 iNfeCctadosS......cccuvmireeiirmirreiireirenrenennans

Deteccao imunohistoquimica da presenca da desmina 44
tecidual.......coii e —————

Analise bioquimica para mensuracao da colesterolemia total 47

XV



4.8.

4.8.1.
4.8.2.
4.8.3.

Estudo da dinamica hematoldgica periférica...........ccevveineeennnnns

Hemograma em 30 dpi € 50 dpi.......cceeeieeiiiiiiiiiiiiieeeeeeiieeeeeeeen
Hemograma em 90 dpi .....coovvvviiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Hemograma em 114 dpi ....ccceuvieiiiiiiieeeeeeee e

Estudo microbioldgico.........ccoccmiiiirimiiniimr e
DISCUSSAOD......coueueueeernrssesesssssssseesesssssssassessssssssssessssasssssssssasaens
CONCLUSOES........coetrerucerernrsssesesesssssassssesessssssssesssssssassssssssasssnsnes

Esquema simplificado dos resultados da tese..........cceeevvvvvineieeenn.n.

REFERENCIAS........coeteteeeteereenresssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssnsaens
ANEXOS

Anexo 1: LICENCA CEUA CRIACAO

Anexo 2: LICENCA CEUA EXPERIMENTACAO

Anexo 3: SUBMISSAO DO ARTIGO

Anexo 4: CAPA DO ARTIGO

XVi



1. INTRODUCAO



1.1. Aspectos gerais

Em 1952, foi realizada uma resseccao ileocecal em uma menina de sete
anos, devido a uma sindrome abdominal dolorosa, associada a estado infeccioso e
uma massa palpavel no quadrante inferior direito do abdémen. Inicialmente,
acreditava se tratar de um tumor, porém os resultados histopatolégicos
demonstraram um espessamento da parede intestinal com intenso infiltrado
eosinofilico, além de uma estrutura de aspecto hialino, interpretada como um

helminto."

Durante um periodo de 16 anos, um estudo foi realizado por Céspedes e
colaboradores' utilizando 230 mil biépsias humanas. Verificou-se através de analises
anatomopatologicas a presenca de ovos e vermes adultos nos tecidos, bem como
um infiltrado eosinofilico em pacientes com sintomas semelhantes (31 casos). Este
tltimo achado pode estar associado ou ndo & presenca do parasita.’

No mesmo ano do artigo que descrevia a patologia, foi publicado um artigo
que descreveu morfologicamente o parasita e sua localizagdo.? Um estudo realizado
em 1970 por Morera® descreveu os hospedeiros definitivos do ciclo deste parasita.

Os hospedeiros intermediarios foram citados no mesmo ano, em outro artigo.*

A espécie deste parasita foi descrita em 1971, por Morera e Céspedes® com
caracteristicas morfoldgicas distintas das outras espécies do género Angiostrongylus
e foi sugerido o0 nome Angiostrongylus costaricensis.

A angiostrongiliase abdominal € uma doenga tipicamente americana. A
distribuicdo geogréafica deste helminto vai desde a América do Norte (Estados
Unidos) até a América do Sul (Argentina), porém a maioria dos casos de infecgcéao
ocorre na América Central. No Brasil foram diagnosticados, até o ano de 1995, 42

casos desta doenga em humanos, sendo 27 no Rio Grande do Sul. &

Sabe-se que o ciclo de vida envolve um hospedeiro intermediario, geralmente
lesmas da familia Veronicellidae'? e hospedeiros definitivos vertebrados, incluindo o

Sigmodon hispidus®'3'*

utilizado em nosso estudo. Neste contexto o homem insere-
se como hospedeiro acidental, visto que se infecta através da ingestao de frutas e

verduras contaminadas por larvas de terceiro estagio.'”



A angiostrongiliase abdominal chegou a ser considerada um problema de
salide publica na década de 80", porém nunca houve um interesse em aumentar o
investimento em sua detecgéo clinica, ou na producado de conhecimento cientifico
acerca desta patologia, visto que além de ser pouco conhecida é usualmente bem
tolerada pelos pacientes.'”

1.2. Morfologia do Angiostrongylus costaricensis

1.2.1. Verme adulto

O Angiostrongylus costaricensis (Morera, Céspedes,1971)° ° faz parte da
superfamilia Metastrongyloidea, e do género Angiostrongylus, o qual inclui 21
espécies infectantes para pequenos mamiferos.'® Dentre estas, somente duas, o A.
cantonensis(Chen 1935)'° e o A. costaricensis, sdo patogénicas para o homem, o
qual se tornou um hospedeiro acidental.

As formas adultas instalam-se majoritariamente no interior das arteriolas da
parede intestinal ou em outros ramos arteriais do mesentério, incluindo linfonodos,

provocando arterites e fendmenos trombéticos.?

Machos e fémeas possuem corpo filiforme, afilado nas extremidades. A
cuticula é transparente, lisa, e estriada transversalmente, com extremidades
ligeiramente espessas . A extremidade anterior € arredondada e nao possui capsula
bucal. Ao redor da boca, em formato de circulo, estdo dispostas seis papilas
sensoriais. O anel nervoso esta situado na metade superior do es6fago. O poro

excretor é imediatamente posterior & base do eséfago claviforme.® 12 2°

Os machos medem entre 15 - 19,9 mm e tem largura maxima de 0,31 mm . A
largura esoéfago-intestinal é 0,079 - 0,093 mm e o comprimento do eséfago é 0,160 -
0,180mm. O esbfago claviforme tem 0,203 mm de comprimento e 0,126 mm de
largura na base. Um par de espiculas de tamanho e formas iguais, delgados e
estriados, mede 0,267 - 0,297 mm de comprimento. O gubernaculo (estrutura
quitinizada da cloaca que serve de apoio a movimentacao dos espiculos em alguns



nematédeos do sexo masculino) consiste em duas estruturas paralelas em forma de

lanca que se juntam e terminam na cloaca, mede 0,045 mm.

O macho tem a extremidade caudal curvada ventralmente com uma bursa
copulatéria bem desenvolvida, a qual possui raios ventrais que se fundem em
terminacées em forma de botdo (com excecao da quinta parte distal), sendo o tronco
ventro-lateral mais delgado que o ramo ventro-ventral).® Os raios laterais surgem de
um tronco comum e sdo similares em tamanho. Os raios postero-lateral e médio-
lateral que se fundem a metade proximal enquanto que o antero-lateral € mais largo
e esta destacado dos demais. O raio externo-dorsal surge préximo a base lateral e
estdo separadas da base dorsal. A base dorsal é longa, fina, tornando-se mais larga
na extremidade distal. O raio dorsal é fino, curto e finaliza-se com trés terminacoes:

a central curta e em forma de botao, e as laterais de forma afilada.®

O aparelho reprodutor consiste em um unico tubo diferenciado dentro dos
testiculos livres (o qual se inicia posteriormente a juncao esbéfago-intestinal) que
terminam dentro de um tubo recurvado, que leva a vesicula seminal e a um ducto

muscular ejaculatério que desemboca na cloaca.?’

A fémea é maior e mais robusta que o macho, tendo seu comprimento entre
26,9 - 42 mm e uma espessura de 0,336 mm. O esbéfago claviforme mede entre
0,165 - 0,245 mm e a largura de sua base varia de 0,108 a 0,143 mm. Possui a
extremidade caudal levemente cOnica e ligeiramente curvada. O aparelho genital
enrola-se no intestino. Possui dois ovérios, conectados cada um a um oviduto, os
quais desembocam em dois Uteros. Esses uteros juntam-se formando a vagina, que
se abre na vulva. A vulva esté situada a 0,175 - 0,265 mm do anus e a 0,053 mm da
ponta da cauda. A extremidade caudal tem forma de cone e finda em um pequeno

espinho refringente.>?’

1.2.2. Ovo

Morera® descreveu que os ovos medem aproximadamente 90pum em seu eixo
maior e possuem uma casca fina e formato oval. Mesmo apés atingir o estado larvar,

a larva permanece envolvida pela casca do ovo. Os ovos imaturos possuem carater

citoplasmatico acidofilico, granular ou claro e ntcleo ovoide.>??
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Hata®® mostrou que é possivel cultivar estes ovos, in vitro, utilizando meio
enriquecido (Ham’s F12). Foi visto que os ovos crescem significativamente de 63,6
um x 37,5 um para 67 umx 42 um, seis dias apés o cultivo.

Os ovos, coletados até 3h apds a oviposi¢ao, desenvolvem-se normalmente
em L1, que sao infectivos para moluscos. A Unica diferenca detectada é que houve
um atraso na eclosao das larvas. In vivo, utilizando Sigmodon hispidus Morera
(1973) demonstrou que a eclosao ocorre em cinco dias de desenvolvimento desses

parasitas, enquanto que in vitro o mesmo processo tarda sete dias.?®

1.2.3. Estagios larvérios

As larvas de primeiro estagio (L1) sdo eliminadas pelo hospedeiro vertebrado
através das fezes. Esta possui formato cilindrico (14-15 um de espessura) e mede
entre 0,26 - 0,29 mm. Sua extremidade anterior é arrendondada e a posterior
gradualmente atenuada. Na porcao dorsal e ventral do corpo situam-se duas cristas
nas laterais do corpo que o dividem em porcao dorsal e ventral. Seu corpo é
revestido por cuticula estriada com um curto sulco longitudinal. Possui abertura
bucal na extremidade anterior, onde é possivel visualizacdo do limen do es6fago.
Este ultimo possui formato claviforme e mede 0,128 mm, com anel nervoso na
metade anterior, distante 40 um da extremidade cefdlica. O intestino é tubular,

repleto de material granular.'?2°

O primérdio genital esta localizado a 85 um da face posterior. O poro excretor
situa-se na porcao ventral a aproximadamente um quarto da extremidade posterior.

O orificio anal esta localizado do lado ventral a 26 pm da extremidade da cauda.'??°

As larvas de segundo estagio (L2) desenvolvem-se dentro do hospedeiro
invertebrado (molusco) e sdo mais espessas que a L1, além de serem iméveis.'??*
Nesse estagio também ha um grande numero de granulos de natureza lipidica e
tamanho variavel, em todo o corpo do parasita, especialmente localizados na
transicdo esbfago-intestinal. Esses granulos desaparecem gradualmente durante a
transicdo até a L3. Outros granulos de natureza glicidica também estdo presentes,
porém com um padrao granular, fino e difuso e estdo situados nos tergos proximal e

medial da larva.?*



As larvas de terceiro estagio (L3) sdo mais espessa e maiores que as duas
formas iniciais, medindo 0,46 - 0,482 mm de comprimento e 0,28 um de largura.
Tem forma do corpo similar aos demais estagios, porém a extremidade posterior
difere e as asas laterais sdo mais espessas. O eso6fago claviforme mede 0,164 mm,
seguido por um intestino tubular com abertura anal que dista 32 um da extremidade
posterior. O primérdio genital esta localizado a 0,164 mm da extremidade distal. A
cauda apresenta uma endentacdo do lado dorsal, associada a um alargamento

ventral, com a superficie coberta de mintsculas projecdées em forma de bolhas.'?2°

No estagio de L4 j& hd um dimorfismo sexual entre as larvas, associados a
uma diferenca de tamanho. As fémeas medem 0,925 mm enquanto que os machos
0,875mm. L4 evolui para L5 no quinto dia pds-infeccao, e ao sétimo dpi todos os
parasitas ja sdo adultos jovens.'?

1.3. Ciclo de vida

O ciclo de vida deste parasita envolve um hospedeiro intermediario
invertebrado e um hospedeiro definitivo vertebrado® (Figura 1.1).

Os hospedeiros intermediarios mais importantes sdo moluscos terrestres sem
concha, da familia Veronicellidae, conhecidos vulgarmente como lesmas, tais como
Phyllocaulis variegatus e P. soleiformis.”® Em modelos experimentais é possivel
conseguir o desenvolvimento do A. costaricensis também em Sarasinula

marginata®®, Achatina fulica®” e planorbideos?®.

Os hospedeiros intermedidrios infectam-se através do tegumento ou
alimentagcdo com L1. No interior do molusco, essas larvas sofrem mudas e passam
pelo estagio de L2, permanecendo em L3, tornando-se infectantes e chegam aos
hospedeiros definitivos, seja através da ingestdo de alimentos contaminados ou do

préprio molusco.?



Os hospedeiros definitivos naturais do A. costaricencis sao: Sigmodon
3,13-14

hispidus , Rattus rattus®'®, Zygodontomys microtinus' Liomys adspersus',
Oligoryzomys fulvescens', O. caliginosus *°, O. nigripes®, O. ratticeps, Proechimys

sp.%" e outros mamiferos como Saguinus mystax*? e Nasua narica bullata®.

Mota e Lenzi'® descreveram as vias migratérias do Angiostrongylus
costaricensis, utilizando S. hispidus, e, como outros metastrongilideos, ele utiliza a
circulacdo pulmonar para passar da via linfatica para a venosa/arterial (circulacao

sistémica).

Uma vez instalados no sistema arterial do hospedeiro definitivo os vermes
adultos instalam-se na artéria mesentérica superior e as fémeas liberam os ovos, 0s
quais evoluem para L1. Algumas desses ovos/larvas sao liberadas no intestino e séo
eliminados junto com as fezes, infectando os hospedeiros intermediarios e mantendo

assim o ciclo.™

Em humanos, a reacao inflamatéria consegue destruir os ovos e como a

larvogénese € eventual ndo ha eliminagdo de L1 pelas fezes e consequente

fechamento do ciclo. Desta maneira, por ndo eliminar larvas nas fezes, o homem é
|.29

considerado hospedeiro acidenta

em arteria cecal

L1 — L2 —> L3

Figura 1.1: Ciclo de vida natural do Angiostrongylus costaricensis.

Fonte: Laboratério de Patologia do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz-RJ

6



1.4. Epidemiologia

A ocorréncia deste parasita foi detectada desde os Estados Unidos até a
Argentina, mas a maioria dos casos ocorreu na América Central (Figura 1.2).
Roedores naturalmente infectados foram encontrados no Panama (Sigmodon

hispidus®'®'* Rattus rattus®"

, Zygodontomys microtinus', Liomys adspersus'
Oligoryzomys  fulvescens'®), Colémbia (Oryzomys caliginosus®), Venezuela
(Proechimys sp®') e Brasil (Oligoryzomys nigripes e Phyllocaulis variegatus®)
enquanto que casos humanos foram encontrados nos Estados Unidos®*2¢; México®’;
Honduras® e Nicaragua®®. No Brasil foram diagnosticados, até o ano de 1995, 42
casos humanos desta doenca nos estados de Sdo Paulo®, Distrito Federal’, Minas
Gerais'® e Espirito Santo'', mas a area endémica é a regido Sul do pais®®, em
especial o Rio Grande do Sul. Este estado apresentou 27 casos no periodo de 1975

a 19842,

Figura 1.2: Distribuicdo geografica de casos humanos e animal do A. costaricensis no

mundo.
Fonte: Laboratério de Patologia do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz-RJ
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1.5. Patologia humana

A espécie (A. costaricensis) foi descrita na Costa Rica, por Moreira e
Céspedes em 1971, como sendo o0 agente causador de uma patologia que afetava

principalmente criancas e causava espessamento e edema da parede intestinal.®

Os primeiros estudos, realizados logo apds a descricao do primeiro caso, em
1952, demonstravam como principais sintomas: dor abdominal (geralmente
localizada na fossa iliaca direita); febre alta por até dois meses; anorexia (com

vémito em alguns poucos casos).’

Ao exame fisico era percebida uma massa abdominal, o que provocava uma
dificuldade no diagnoéstico, visto que os casos poderiam ser confundidos com
apendicite ou cancer. Os achados laboratoriais apontavam eosinofilia intensa, que
chegava a alcancar 81%."

Os estudos anatomopatolégicos revelavam que as les6es eram em geral,
localizadas no apéndice, mas, em alguns casos eram afetados, o ileo, o ceco, a
primeira por¢cdo do célon ascendente e os linfonodos regionais. Em tempos mais
tardios de infeccao, alguns ovos apareciam dentro de células gigantes. Em cortes
histolégicos, vermes adultos apareciam localizados dentro da artéria mesentérica e
seus ramos intramurais. Estes vermes algumas vezes podiam também causar

arterite e trombose."

Os ovos postos pelas fémeas nas artérias e arteriolas sao levados pelo fluxo
sanguineo até os capilares para onde embolizam. Na descricao inicial da doenca,
eles nao foram encontrados na luz do intestino, e quando o processo inflamatério
esta cronico, observam-se ovos envolvidos por células gigantes do tipo corpo

estranho.?

O diagnéstico € baseado em uma triade histopatolégica que descreve a
doenca: reacao granulomatosa; infiltrado eosinofilico na parede intestinal e vasculite
eosinofilica, que afeta vasos linfaticos, capilares, veias e artérias, mesmo na

auséncia de vermes adulto.?®



Sempre se observou a angiostrongiliase abdominal como uma patologia muito
bem localizada, conforme supracitado. Porém, em alguns casos isolados, € possivel
constatar uma instalagdo ectopica do parasita, incluindo seu estabelecimento em
arteriolas hepaticas. Em alguns destes vasos é possivel observar trombos com
material semelhante a fibrina junto com estruturas do nematédeo.*

Descobriu-se, portanto, que humanos participavam do ciclo, porém eram
hospedeiros acidentais, visto que ndo eliminavam larvas nas fezes (Figura 3).
Adquiriam a doencga através da ingestdo de vegetais ou frutas cruas contaminados
com muco do molusco contendo L3."

L1

Hospedeiro
acidental

L4 . Verme adulto

11 —>L12—1L3

Figura 1.3: Infeccdo do homem por Angiostrongylus costaricensis.

Fonte: Laboratério de Patologia do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz-RJ

1.6. Patologia de roedores



Mota e Lenzi'®, utilizando Sigmodon hispidus, demonstraram que L3 utilizam
as vias linfatica e venoso / arterial, para migracao, desenvolvimento e instalacdo do
verme adulto na artéria cecal. Da mesma forma que outros metastrongilideos o A.
costaricensis utiliza a circulagdo pulmonar para migrar da via linfatica para a via
arterial, onde circula por alguns dias até chegar ao seu habitat definitivo. Em
roedores, a postura de ovos inicia-se por volta do décimo quinto dia de infeccéo e os
ovos e larvas sdo encontrados principalmente no trato intestinal, rodeado por uma
reacao inflamatéria. O citado infitrado € constituido principalmente por
mondcitos/macréfagos e eosinéfilos. E possivel também a deteccdo desses
elementos nos pulmdes, linfonodos mesentéricos, pancreas, bago e rins. Alguns
vermes adultos desenvolvidos na via intrahepatica, migram para 0s vasos
mesentéricos e, nesse trajeto, depositam ovos que embolizam para o sistema porta-

hepatico.

A utilizagao do Sigmodon hispidus deu-se devido ao mesmo conseguir manter
a infecgao, visto que é um hospedeiro natural do A. costaricensis, o qual desenvolve
a patologia conforme é vista na natureza. Associada a esse fato, a manutencao
desse animal em laboratério, bem como sua procriagcao é facil, tornando exequivel a

realizacdo de experimentos com essa espécie.

Modelos experimentais murinos, especialmente camundongos (Swiss
Webster), apresentam letalidade que pode chegar a até 80% em quatro meses e 0s
animais que sobrevivem tem baixissima parasitemia.*’ Nao ha diferencas
estatisticamente significativas entre géneros do camundongo e a relacdo da
susceptibilidade e mortalidade perante a infeccao pelo parasito, porém os vermes
desenvolvidos em camundongos machos, apresentam um maior comprimento

quando comparados com o das fémeas.*?

1.7. Tratamento e prevencao

Nao existe um tratamento especifico para pacientes com angiostrongiliase
abdominal. Os anti-helminticos usuais ndo sédo efetivos e podem agravar o quadro

clinico.*® O tratamento com mebendazol ndo diminui o nimero de vermes adultos

10



recuperados € nem a taxa de mortalidade total dos animais, porém reduz
significativamente a eliminagéo de L1 pelos roedores.*

Um estudo comparou o efeito da lovastatina, mebendazol e fenantrolina na
oviposicao e nao houve diferenga significativa nas médias dos controles e infectados
tratados com lovastatina e mebendazol. No tratamento com fenantrolina, houve uma
menor média relacionada a eliminacdo larvaria e uma reducgdo significativa da

mortalidade.*®

O tratamento com enoxaparina (heparina de baixo peso molecular) também
foi testado por via subcutdnea. Iniciando-se na fase precoce da infeccdo, nao
apresenta melhoria na taxa de mortalidade nem sobre dano tissular do hospedeiro

definitivo.*®

Um modelo de vacina foi proposto, utilizando um peptideo sintético e outro
recombinante da regido serina/treonina fosfatase do parasita e foi testado utilizando
camundongos C57BL/6. A inoculagéo foi feita de forma intranasal em duas doses e
posteriormente foi realizado o desafio. Demonstrou-se que houve protecédo entre
60% e 100%, nos diferentes grupos inoculados e, onde houve 100% de protecéao
verificou-se um aumento significativo de IFN-gama e IL-17. Confirmou-se, portanto,
que uma vacinacao através da mucosa oral pode ser um método aplicado para

criacdo de uma resposta imunoprotetora contra o A. costaricensis.*’

Diante do exposto, verificamos que apesar da importancia clinica da
angiostrongiliase abdominal, ainda ha pouco conhecimento cientifico acerca dessa
doenca. Evidencia-se, portanto, a importdncia de um melhor entendimento da
patologia produzida pelo parasita. Baseados na triade histopatoldégica que descreve
a doenca: reagao granulomatosa; infiltrado eosinofilico na parede intestinal e
vasculite eosinofilica, que afeta vasos linfaticos, capilares, veias e artérias, mesmo
na auséncia de vermes adulto, neste trabalho buscamos dar um detalhamento
histopatolégico das les6es localizadas, com foco nas lesdes vasculares, e promover
uma analise sistémica das modificacbes hematolégicas sofridas pelo animal
infectado, visto que a intensa eosinofilia € essencial no desenvolvimento deste

quadro.
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2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo geral

Estudar a evolugdo das lesdes vasculares da angiostrongiliase abdominal
experimental em cricetideos Sigmodon hispidus correlacionando-a com parametros

hematoldgicos, bioquimicos e microbioldgicos.

2.2. Objetivos especificos

Em Sigmodon hispidus infectados experimentalmente por Angiostrongylus

costaricensis:

- Caracterizar macroscopicamente e histopatologicamente as alteracdes vasculares
do territério intestinal aos 30, 50, 90 e 114 dias p6s-infeccao;

- Acompanhar a dinamica hematolégica periférica, a partir de analises de

hemograma nos mesmos momentos de infecg¢ao;

- Analisar alteragdes morfolégicas dos elementos celulares circulantes no sangue
periférico de animais com 90 e 114 dpi, através de hematoscopia e dos elementos
centrais a partir de analises da medula 6ssea;

- Medir a colesterolemia de animais infectados com 90 dpi, comparando-a com a de

animais nao infectados de mesma idade;

- Verificar a existéncia de bactérias na circulacao regional do ceco e sistémica em
animais com 60 dpi, que possam ser correlacionadas as lesdes vasculares
observadas nos pontos posteriores.
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3. MATERIAL E METODOS



3.1. Animais

Foram utilizados roedores Sigmodon hispidus, oriundos de colbénia
estabelecida no Biotério do Laboratério de Patologia-IOC, a partir da aquisicao
comercial de matrizes junto a empresa Virion Systems (USA), em 1994. Os animais
estado instalados do Pavilhdo Lauro Travassos, na FIOCRUZ- RJ. A aprovacgao de
criacdo dos animais pelo Comité de Etica em Utilizagdo Animal (CEUA) esta regida
pelo protocolo CEUA-LW43/13 e licenca do IBAMA 34095. O racional experimental
foi adicionado em adendo e aprovado no Comité de Etica de Utilizacdo Animal da
Fiocruz (CEUA), sob licenga namero LN 26/15. Os animais foram mantidos a
temperatura entre 21 / 22°C, umidade entre 55 e 56% no ciclo de luz de 12 horas,

com livre acesso a agua e ragao do tipo pellets.

O ciclo do Angiostrongylus costaricensis foi mantido administrando-se
individualmente, a caramujos Biomphalaria glabrata (Say 1818), 1200 L1, obtidas
através de coleta de fezes de S. hispidus infectados. Aproximadamente 30 dias pés-
infecgdo (dpi), os caramujos foram eutanasiados e as L1 coletadas conforme o
método de Baermann-Moraes, utilizando um funil com uma peneira na borda e gase
para ajudar na filtragem. As L1 foram contadas e administradas por gavagem em S.
hispidus (50 larvas por animal). Foram infectados animais adultos jovens (com cerca
de 90 dias de nascidos) e os controles utilizados tinham a mesma faixa etaria, a fim
de minimizar os riscos de resultados diferentes devido a idade. Para o controle de
alteracdes histopatolégicas degenerativas espontaneas, animais nao infectados

também foram analisados.

3.2. Eutanasia e coleta de sangue

Os animais foram anestesiados em 30,50, 90 e 114 dpi utilizando cloridrato de
quetamina (10%) (Syntec) associados a cloridrato de xilazina (2%) (Syntec) na
proporcao de 1:1 e injetados 0,5 mL intraperitoneal + 0,02 mL intramuscular (50mg
de quetamina e 1,4 mg de xilazina / animal). Ap6s o desaparecimento total dos
reflexos de pata e palpebral, o plexo braquial direito dos animais foi cortado para a
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coleta de sangue (com o auxilio de uma pipeta Pasteur) para realizacdo de
hemograma e esfregaco (descrita abaixo no item 3.6) e para a quantificacdo da
colesterolemia (item 3.7).

Foi feito o registro macroscopico do intestino, baco, figado, pulmdes, bexiga e
Utero ou vesicula seminal com camera Nikon D60 (lente 50 mm). Foram coletados:
intestino, artéria cecal, coracdo, vértebras, fémur, tibia e fibula e fixados em

Formalina Millonig de Carson.

3.3. Destinacao dos tecidos

Apdbs o minimo de 24 h de fixacao os ossos foram transferidos para solugéo
de EDTA, visando a descalcificacdo. Todo o material foi clivado e processado em
processador automatico de tecidos Shandon Citadel 2000 em parafina.

A incluséo foi feita em inclusor (Shandon Histocentre 2) e os blocos cortados
em micrétomo na espessura de 5 um. Os mesmos foram corados em Hematoxilina —
eosina (HE); Sirius Red 10.2 (eosindfilos); Perls (Ferro); Resorcina-Fucsina (Fibras
musculares); Tricrbmica de Azan (Fibrina) e Vermelho do Congo (Substancia
amiloide). As coloragbes especificas foram feitas conforme os achados histolégicos
em HE, a fim de que fossem compativeis. Os ossos foram corados com HE e Sirius
Red 10.2.

3.4. Imunomarcacao

Para a realizacao da imunohistoquimica os blocos foram cortados entre duas
e 24h antes da realizagdo da marcagéao, em laminas sialinizadas. Para recuperagao
antigénica foi utilizada a Pascal no tampao citrato pH 6,0 ( ciclo 121 °C- 3min e
90°C- 10 segundos). A artéria cecal com trombo foi marcada com desmina (rabbit
anti human, mouse and rat IgG-RB9014-P1/ Lot 9014P909H) e foi utilizado como
anticorpo secundario Alexa 488 (goat anti-rabbit IgG- A 11008/ Lot 712170).

14



3.5. Coloracoes

3.5.1. Hematoxilina-eosina (HE)

O objetivo da utilizagdo desta técnica foi fornecer a visualizacdo do aspecto
morfologico geral dos 6rgaos estudados. Para realizagdo da técnica, inicialmente os
cortes foram desparafinados e hidratados em bateria de xilol (1,2,3); etanol (100 %;
95 % e 70 %) e agua destilada durante 3 minutos, em cada um. Posteriormente os
cortes foram corados com hematoxilina de Mayer por 20 minutos e lavados por 25
minutos em agua corrente para diferenciacdo. Em seguida os mesmos foram
desidratados em Etanol 70 % por 3 minutos e corados com eosina por 2 minutos.
Por altimo os cortes foram desidratados em bateria de Etanol (70 %, 95 %, 100 %);
clarificados com xilol (1,2,3), permanecendo durante 3 minutos em cada um dos
reagentes anteriormente citados, e montados em Goma de Damar e laminulas de
vidro. As andlises foram feitas em microscépio Axiohome (Zeiss) equipado com
camera Axiocam HRc.

3.5.2. Sirius Red pH 10.2

O objetivo da utilizagdo desta técnica foi a marcacao de eosindfilos teciduais.
Os cortes foram desparafinados e hidratados em bateria de xilol (1,2,3); etanol
(100%; 95 % e 70 %) e agua destilada. Posteriormente os cortes foram corados
durante 5 minutos em Hematoxilina de Mayer; lavada em &gua corrente por mais 5
minutos e em agua destilada por 2 minutos. As amostras foram deixadas em Etanol
70 % por 3 minutos e corados pela solugdo de Sirius Red 10.2 por uma hora. Em
seguida os cortes foram lavados em agua corrente por 10 minutos, desidratados em
bateria de Etanol (70 %, 95 %, 100 %), clarificados em xilol (1,2,3), e montados em
Goma de Damar e laminula de vidro As analises foram feitas em microscopio

Axiohome (Zeiss) equipado com camera Axiocam HRc.
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3.5.3. Método de Perls

O objetivo da utilizagdo desta técnica foi a marcacdo de ferro (Fe™®) nos
tecidos. Os cortes foram desparafinados e hidratados em bateria de xilol (1,2,3) e
etanol (100 %; 95 % e 70 %), durante 3 minutos em cada reagente. As laminas
foram colocadas em solugdo estoque de ferrocianeto 5 % durante 5 minutos. Os
cortes foram postos em ferrocianeto de potassio em acido cloridrico durante 20
minutos e em seguida lavados 3 vezes em agua destilada por 3 minutos.
Imediatamente os cortes foram corados com vermelho rapido nuclear durante 1
minuto. Em seguida os cortes foram lavados em 4gua destilada, desidratados em
bateria de Etanol (70 %, 95 %, 100 %), clarificados em xilol (1,2,3), e montados em
Goma de Damar e laminula de vidro. As analises foram feitas em microscépio

Axiohome (Zeiss) equipado com camera Axiocam HRc.

3.5.4. Resorcina- Fucsina de Weigert

O objetivo da utilizacao desta técnica foi marcar as fibras do sistema elastico
(elasticas, oxitalanicas e elauninicas) nos tecidos. Os cortes foram desparafinados e
hidratados em bateria de xilol (1,2,3) e etanol (100 %; 95 % e 70 %), durante 3
minutos em cada reagente. Posteriormente, as laminas foram coradas durante uma
hora com Resorcina-Fucsina. Imediatamente foram feitos seis banhos de Etanol 95
%, 100 % e isopropilico rapidamente em borreis (laminas individualmente) para
retirar 0 excesso de corante e desidrata-los. Os cortes foram clarificados em trés
banhos de xilol, durante 3 minutos cada um e montados em Goma de Damar e
laminulas de vidro. As analises foram feitas em microscopio Axiohome (Zeiss)
equipado com camera Axiocam HRc.

3.5.5. Tricrébmica de Azan

O objetivo da utilizacdo desta técnica foi visualizar depdsitos de fibrina no

tecido. Os cortes foram desparafinados e hidratados em bateria de xilol (1,2,3);
16



etanol (100 %; 95 % e 70 %) e agua destilada. Inicialmente os cortes foram coradas
em solugcédo de azocarmin (em agua destilada e acido acético) durante 30 minutos a
60°C. Em seguida as laminas foram bem lavadas em agua destilada e colocadas em
solugdo mordente de &cido fosfotungnistico 5 % durante 3 horas. Posteriormente,
estas foram novamente lavadas em agua destilada e coradas em solugao de Azul de
Anilina- Orange G por um periodo de 1 hora. Os cortes foram lavados em agua
corrente durante 3 minutos, desidratados em bateria de Etanol (70 %, 95 %, 100 %),
clarificados em xilol (1,2,3), e montados em Goma de Damar e laminula de vidro. As
analises foram feitas em microscopio Axiohome (Zeiss) equipado com cémera

Axiocam HRc.

3.5.6. Vermelho do Congo e analise em microscopio de luz polarizada

O objetivo da utilizacdo desta técnica foi visualizar amiléide. Os cortes foram
desparafinados e hidratados em bateria de xilol (1,2,3); etanol (100 %; 95 % e 70 %)
e agua destilada. Em seguida, as laminas foram coradas em hematoxilina de Mayer
durante 10 minutos e lavadas em agua destilada 3 vezes. Posteriormente as laminas
foram transferidas para solucao alcalina de cloreto de sédio (1 %) por 20 minutos.
Subsequentemente os cortes foram corados em solugdo de Vermelho do Congo
alcalinizada. Logo depois os cortes foram desidratados em bateria de Etanol (70 %,
95 %, 100 %), clarificados em xilol (1,2,3), e montados em Goma de Damar e
laminula de vidro. As analises foram feitas em microscépio Axiohome da Carl Zeiss.

A fim de verificar se as amostras polarizavam a analise de luz polarizada as
laminas coradas em Vermelho do Congo foram visualizadas em microscépio de luz

polarizada modelo Axio Observer Z1 da Carl Zeiss.

3.6. Estudo da dinamica hematoldgica

3.6.1. Hemograma
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O volume de sangue coletado (entre 250 pl e 500 pl) foi enviado para a
plataforma RPT12C- Analises Clinicas de Animais de Laboratério- Fiocruz e
utilizando o Sistema Hematoldgico — contagem de WBC, RBC, PLT, HGB, MCV,
MCH e MCHC foi feita a contagem de hemacias, leucécitos e plaquetas; dosagem
de hemoglobina e hematdcrito; medida volume corpuscular médio; hemoglobina
corpuscular média e concentragcdo da hemoglobina corpuscular média, utilizando o

Analisador hematol6gico (Sysmex, Kobe, Japao).

3.6.2. Distensao sanguinea

No momento da realizacao do experimento, uma gota de sangue foi colocada
sobre uma lamina de vidro e realizada uma distensao sanguinea. Posteriormente as

laminas foram coradas com panético.

3.7. Estudo bioquimico para mensuracao da colesterolemia total

Em experimento independente, trés animais com 90 dpi foram anestesiados,
conforme descrito anteriormente item 3.2, e foi feita pungdo cardiaca.
Aproximadamente 1,5 mL de sangue foi coletado com seringa de 3 mL e posto em
repouso em Eppendorf, a fim de separar a fase plasmatica das células sanguineas.
As amostras foram enviadas para a plataforma RPT12C-Andlises Clinicas de
Animais de Laboratério e utilizando o soro no Sistema de Quimica Seca Johnson &

Johnson foi dosado o colesterol total sérico dos animais.

3.8. Estudo microbioldgico

Dois animais com 60 dpi foram sedados com 2 mg / kg de diazepam em agua
destilada. Em seguida, foram anestesiados utilizando cloridrato de quetamina (10%)
(Syntec) associado a cloridrato de xilazina (2%) (Syntec) (1:1) injetando-se 0,4mL

intramuscular, dividido nas duas coxas. A partir deste momento do experimento,
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todo o procedimento foi realizado dentro de uma capela de fluxo laminar, com
material cirargico estéril. Ao desaparecerem os reflexos palpebrais e de pata, os
animais foram submetidos a puncao cardiaca. Apds a coleta de sangue os animais
foram submetidos a injecao de 10 mg / kg de tramadol, para manutencao do nivel
anestésico. Os animais tiveram a regiao abdominal tricotomizada (24 h antes do
procedimento). Realizou-se a assepsia no abdémen foi cuidadosamente aberto
(laparotomia) e a artéria cecal com a lesdo foi retirada de forma estéril e coletada
num tubo de transporte.

Com o auxilio de um Swab, uma amostra do meio de transporte carregando
amostra foi transferida para o meio de cultura. Apds 24 h desse procedimento, 0s
meios que ficaram turvos foram plagueados em Agar nutriente, Agar sangue e Agar
Sabourand.

A amostra sélida foi homogeneizada em Stomacher e o macerado foi
plagueado em Agar sangue, Agar nutriente e Agar Sabourand. As colbnias que
cresceram em Agar sangue, foram passadas para o meio BHI. As colénias foram
analisadas quanto a coloracao de Gram e em seguida foram plagueadas no meio
Baird Paker.
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4. RESULTADOS



4.1. Analise histopatoldgica do intestino e da circulacao intestinal

4.1.1. Achados histopatolégicos em 30 dpi

Aos 30 dpi, o aumento do ceco foi discreto, com acumulo significativo de
liqguido e aparente inicio da instalagdo de congestao de vasos que irrigam o ceco. A
artéria cecal apresentou aspecto escurecido e dilatado (Figura 4.1A).

A microscopia, verificou-se a presenca de larvas e ovos nas camadas
mucosa, submucosa e muscular do intestino grosso e ceco (Figura 4.1B), ao redor
dos quais havia um modesto acumulo de ferro (Figura 4.1D) e um intenso infiltrado
eosinofilico, quando estavam na submucosa (Figura 4.1C). Na muscular, a presenca

das fases iniciais deste parasita causou o divulsionamento das fibras (Figura 4.1B).

Nos ramos da artéria mesentérica superior e cecal, nicho do parasita adulto,
observou-se um acumulo de larvas e ovos na vasa vasorum, acompanhados de um
infiltrado eosinofilico e macrofagico (estes Ultimos contendo uma substancia
amarelo-amarronzada) (Figura 4.2A). Ainda na regido perivascular, encontraram-se
granulomas periovulares/ perilarvares (Figura 4.2B) e uma discreta quantidade de
ferro (Figura 4.2C). Nessas artérias contendo parasitas adultos, foi vista uma
desorganizagdo da lamina elastica externa, porem estava mantida a estrutura da
lamina elastica interna (Figura 4.2D) de modo distinto, ao que foi observado nos
pequenos vasos visualizados na area intestinal os quais mantiveram sua estrutura
integra (Figura 4.1E; Figura 4.1F). A analise de outras estruturas constatou-se a
presenca de ovos e larvas em placa de Peyer (Figura 4.2E) e no pancreas, estando

estes no Ultimo caso, associado a um infiltrado eosinofilico (Figura 4.2F).

4.1.2. Achados histopatolégicos 50 dpi

Aos 50 dpi, foi visivel o aumento do ceco e um aspecto escurecido e
enrugado, sugestivo de sofrimento de algca. A artéria cecal apresentou-se bastante
espessa, escura e congesta, e observou-se também a congestao de vasos menores

qgue nutrem o ceco (Figura 4.3A).
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Em relacédo ao parasitismo, observou-se um aspecto muito semelhante ao de
30 DPI. Um grande numero de ovos embrionados e larvas (Figura 4.3B), com um
discreto acumulo de ferro ao redor (Figura 4.3F), associados a um intenso infiltrado
eosinofilico na mucosa, submucosa e muscular do intestino grosso e ceco (Figura

4.3D). A inflamacao estendeu-se em direcao ao mesentério (Figura 4.3E).

Na regidao perivascular da artéria mesentérica superior e cecal, observou-se
um acumulo de ovos e larvas na vasa vasorum, além de um infiltrado eosinofilico
(Figura 4.4B) e acumulo discreto de ferro (Figura 4.4D). Esses fatores provocaram
um alargamento da adventicia, resultando na protusdo de todas as camadas da
artéria, para dentro da luz do vaso (Figura 4.4A). O endotélio perdeu sua estrutura
pavimentosa e de monocamada, tornando-se desorganizado (Figura 4.4C). As
laminas elasticas, tanto interna quanto externa, foram destruidas, em segmentos da
artéria cecal onde parasitas adultos estavam presentes (Figura 4.4E) ou ausentes
(Figura 4.4F). De modo distinto, as laminas elasticas de vasos de pequeno calibre
presentes no intestino, possuiam integridade de suas laminas elésticas preservadas
(Figura 4.3C).

4.1.3. Achados histopatolégicos 90 dpi

Macroscopicamente foram observados o aumento do tamanho do ceco e
dilatacdo dos vasos, assim como, congestdes vasculares de aspecto trombotico e
xantomatoso na artéria cecal (Figura 4.5A).

Microscopicamente, observamos a presenca de ovos embrionados, néo
embrionados e larvas na mucosa, submucosa (Figura 4.5B) e muscular do intestino
grosso e ceco, associados a um intenso infiltrado eosinofilico (Figura 4.5C) e
auséncia de ferro tanto no interior, quanto ao redor (Figura 4.5D).

Na patologia vascular verificou-se um grande ndmero de ovos/larvas na vasa
vasorum da artéria mesentérica superior (Figura 4.6A), porém na auséncia de
infiltrado eosinofilico (Figura 4.5F). A protusao das camadas da artéria para o interior
do vaso (que ja havia se iniciado no ponto de 50 dpi) parece mais proeminente,
demonstrando um estreitamento do vaso, com instalacdo do processo trombético
(Figura 4.6A). As laminas elasticas (interna e externa) estavam quase que
completamente destruidas, com frequéncia (Figura 4.6B). Em vasos mesentéricos,

21



observou-se a presenca de uma substancia xantomatosa dentro do trombo, tanto
livre, quanto no interior de células fagociticas (Figura 4.6C), auséncia de infiltrado
eosinofilico (Figura 4.6D), e presenca de ferro (Figura 4.6E), porém estes

mantiveram a integridade de suas laminas elasticas (Figura 4.5E; Figura 4.6F).

Foi possivel observar a presenca de vermes adultos vivos (Figura 4.7A) e
mortos na artéria cecal. Um intenso acumulo de ferro (Figura 4.7C) foi observado
associado aos parasitos mortos,0 que nao ocorre na presenca de parasitas vivos
(Figura 4.7B). Este acumulode ferro também se estende para a regiao perivascular
(Figura 4.7F), junto com a substancia amarelada que esta presente livre ou carreada
por macréfagos, independente da condicdo de vida do parasita (Figura 4.7D). Nao
foi visualizado infiltrado eosinofilico nessa regido (Figura 4.7E).

4.1.4. Achados histopatolégicos 114 DPI

Verificou-se um nitido aumento do tamanho do ceco com acumulo
significativo de liquido (Figura 4.8A) e congestdo da artéria cecal e suas
ramificagdes (Figura 4.8C), além de bridas entre as algas intestinais (Figura 4.8B).

A microscopia, com relacdo ao parasitismo, foram observados ovos
(embrionados e ndo embrionados, estes ultimos em maior propor¢do) e larvas na
mucosa (Figura 4.8D), submucosa (Figura 4.8E) e muscular (Figura 4.8F) do ceco e

intestino grosso.

Junto com os ovos embrionados e larvas, verificou-se um intenso infiltrado
eosinofilico (Figura 4.9A). Diferentemente, quando a maioria dos ovos era nao
embrionado, ndo havia infiltrado eosinofilico (Figura 4.9B), e havia um intenso
acumulo de ferro ora dentro (Figura 4.9C), ora ao redor (Figura 4.9D) desses ovos.

Na patologia arterial houve congestdo de vasos, de pequeno e médio calibres,
por vezes acompanhada por trombos e lesées ateromatosas. Macroscopicamente,
observou-se a formagdao de trombo acompanhado ou nao da substancia
xantomatosa (Figura 4.9E), que microscopicamente apresentava uma formacéao
lamelar composta majoritariamente por fibrina (Figura 4.10A), com a substancia
xantomatosa invadindo-o de forma centripeta (Figura 4.9F). Esta substancia ora
estava livre, ora sendo carreada por macrofagos (Figura 4.11A). Colocalizada com
ela, muitas vezes havia ferro, livre (Figura 4.10C) ou carreado por macrofagos
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(Figura 4.11B), e isto também ocorreu nas artérias contendo parasitas mortos tanto
em relacao a substancia amarelada (Figura 4.11C), quanto ao ferro (Figura 4.11D),
porém nao havia acumulo de nenhum dos dois quando o parasita estava vivo
(Figura 4.11E). A substancia amarelada corou-se com Vermelho do Congo (Figura
4.10B), porém nao polarizou a analise de luz polarizada. Nao foi observado infiltrado
eosinofilico na artéria cecal contendo trombo com substancia amarelada (Figura
4.10D).

A estrutura da artéria cecal estd desorganizada tanto em trechos contendo
vermes adultos (Figura 4.10E; Figura 4.11F), quanto em trechos onde os vermes

nao estao presentes (Figura 4.10F).

Em alguns sitios, foi possivel observar estruturas isoladas que podem dar um
indicativo de detalhes da progressdao do desenvolvimento da doenca arterial.
Observaram-se locais onde o trombo foi recanalizado (Figura 4.12A); um
espessamento da intima com presenga de substancia xantomatosa (Figura 4.12B);
obstrucao purulenta de vasos (Figura 4.12C); células gigantes do tipo Langhans na
proximidade de macréfagos xantomatosos (Figura 4.12D); pseudopdlipos (Figura
4.12E); vasos completamente obstruidos pela presenca de células carreando
substancia xantomatosas (Figura 4.12F).

Os achados histopatolégicos dos quatro grupos infectados estudados

encontram-se sistematizados no quadro 4.1.
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4.1. Quadro comparativo das caracteristicas macroscopicas e histoldgicas da infec¢do de S. hispidus com A. costaricensis

TEMPO DE INFECCAO MACROSCOPIA HISTOLOGIA
30 doi - Aumento discreto do ceco; -Presenca de ovos e larvas em todas as
P camadas do intestino grosso e na vasa
- Acumulo de liquido; vasorum da artéria mesentérica superior;

_ . . . . -Divulsionamento de fibras musculares;
-Inicio de congestao de circulacao regional

-Intenso infiltrado eosinofilico no intestino e na
regido periarteriais;

-Presenca de substancia amarelo-amarronzada
dentro de células
fagociticas;

- Auséncia de ferro no interior dos ovos/larvas e
discreta ao redor dos ovos/ larvas;

- Discreta quantidade de ferro ao redor das
artérias com parasitas adultos;

-Granulomas periovulares-perilarvares;

-Desorganizacao da lamina elastica externa das
artérias com vermes adultos;

-Manutencdo da integridade da muscular

interna;
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TEMPO DE INFECGCAO

MACROSCOPIA

HISTOLOGIA

50 dpi

- Aumento do ceco com aspecto escurecido e
enrugado (sofrimento de alga);

- Artéria cecal espessa, escura e congesta com
congestdo de vasos menores que nutrem o

CecCo;

- Presenca de ovos e larvas em todas as
camadas do intestino e na vasa vasorum da
artéria mesentérica superior;

-Intenso infiltrado eosinofilico em todas as
camadas do intestino e mesentério e regiao
perivascular;

- Presenca de quantidade discreta de ferro ao
redor dos ovos/ larvas e ao redor das artérias
com parasitas adultos;

- Presenca de parasitas em desenvolvimento
em artérias de pequeno calibre, sem destruicao
da camada muscular;

- Alargamento da adventicia e protusdao de
todas as camadas para o interior do vaso,
devido a presenca de ovos e larvas na vasa
vasorum;

-Destruigéo das laminas elasticas
interna e externa.
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TEMPO DE INFECGCAO

MACROSCOPIA

HISTOLOGIA

90 dpi

- Aumento do ceco;
- Dilata¢bes vasculares que nutrem o ceco;
- Congestdo da artéria cecal, com aspecto

trombético e presenca macroscopica de
substancia xantomatosa.

-Presenca de ovos embrionados e surgimento
de ovos nao embrionados;

- Auséncia de infiltrado eosinofilico na regiao
perivascular e presenca de células fagociticas,
carreando substancia xantomatosa, geralmente
associada ao acumulo de ferro;

- Presenca de ferro dentro da artéria cecal,
associado ao verme adulto morto;

- Protusdo das camadas da artéria para dentro
de si mesma, devido ao acumulo de ovos/larvas
na vasa vasorum;

- Destruicdo total das laminas musculares
interna e externa da artéria cecal
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TEMPO DE INFECGCAO

MACROSCOPIA

HISTOLOGIA

114 dpi

- Aumento do tamanho do ceco com acumulo
significativo de liquido em seu interior;

- Presenca de bridas entre as alcas intestinais;

- Aspecto congesto da artéria cecal e dos
demais vasos do ceco;

- Presenca de substancia xantomatosa na
artéria cecal.

-Intenso infiltrado eosinofilico na presencga de
ovos embrionados e larvas

- Auséncia de infiltrado eosinofilico associado a
presenga de ovos ndo-embrionados;

- Intenso acUmulo de ferro em ovos n&o-
embrionados;

- Presenca de ateromas em vasos de pequeno
e médio calibre;

- Composicao majoritaria do ateroma: fibrina;

- Intenso actimulo de ferro associado ao trombo
e a substancia amarelada;

- Destruicdo das camadas muscular interna e
externa.
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4.2. Histopatologia do coracao e das artérias coronarias

A lesdo aterosclerética foi aparentemente restrita a artéria cecal e alguns
vasos mesentéricos. Com o intuito de observar a eventual presenca de lesdes
ateroscleroticas coronarianas, analisamos a histologia cardiaca de animais
infectados com 90 e 114 dpi. Verificou-se que, em ambos os tempos de infeccao,
momentos em que a lesao aterosclerética estava bem estabelecida na artéria cecal,
nao houve nenhuma evidéncia de qualquer lesdo cardiaca ou murais ou nas artérias
coronarias desses animais (Figuras 4.13B e 4.13C), nem houveram lesdes em
animais utilizados como controle (Figura 4.13A).

4.3. Analise histologica da medula 6ssea

A fim de verificar as modificacbes sistémicas ocasionadas pela

angiostrongiliase abdominal, decidimos estuda-las na medula éssea.

Em 90 dpi, verifica-se que ha um evidente aumento da atividade
hematopoiética da medula, expresso pela diminuicdo do volume ocupado por
adipécitos nos animais infectados (Figura 4.14B), em relacdo ao controle néo
infectado (Figura 4.13A).

Neste ponto, observou-se predominio de eosindfilos (Figura 4.14B), com
proporcado significativa de células imaturas. Além disso, também foi possivel
observar uma maior quantidade de megacariécitos (Figura 4.14B) em animais
infectados com 90 dpi. Todas as comparacgdes foram feitas em relagdo ao controle
nao infectado (Figura 4.14A).

Aos 114 dpi, a atividade da medula éssea dos animais infectados, estava
praticamente igual a dos animais controle (Figura 4.14C) nao infectados, tanto em
relacdo a atividade (Figuras 4.14D) quanto em relacdo aos tipos celulares,
principalmente eosindfilos (Figura 4.14 C e D).
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4. 4. Animais controle normais

Foram utilizados animais nao infectados com idade semelhante aos dos
animais infectados, a fim de excluir lesdes espontadneas. Conforme esperado, os
animais controle ndo tiveram nenhuma lesdo nem no intestino, nem na teria cecal,

nem nas coronarias.

4.5. Auséncia de lesoes aterosclerodticas na artéria cecal de animais idosos nao
infectados

A fim de excluir que a aterosclerose pudesse ser uma lesdo desencadeada
em virtude da senilidade, avaliamos animais com idade entre 18 e 24 meses.
Observou-se que animais idosos nao infectados nao apresentaram nenhum tipo de
lesdo aterosclerotica na artéria cecal (Figura 4.13D).
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Figura 4.1: Alteracoes macroscopicas e histopatologicas intestinais de S. hispidus
infectados com A. costaricensis aos 30 dpi. A) Aumento do tamanho do ceco com acumulo
de liquido (seta) e inicio da instalacdo da congestao dos vasos (cabeca de seta) (Macroscopia).
B) Presenca de ovos e larvas (seta) na mucosa, submucosa e muscular do intestino grosso
(divulsionamento das fibras na muscular) (HE). C) Infiltrado eosinofilico no intestino grosso
(seta) (Sirius Red 10.2). D) Presenca de ferro (azul) ao redor de ovos embrionados no intestino
grosso (seta) (Perls). E-F) Laminas elasticas das pequenas artérias do intestino com estrutura
organizada (seta) (Resorcina-Fucsina).
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Figura 4.2: Aspectos intestinais na infeccao do S. hispidus por A. costaricensis, com
30 dpi. A) Presencga de vermes adultos no interior das artérias e de ovos e larvas na vasa
vasorum da artéria cecal com presenca de infiltrado eosinofilico (seta) e macréfagos
carreando substancia amarelada na regiao perivascular (Sirius Red 10.2).

B) Granuloma na regiao perivascular da artéria cecal (seta) (HE). C) Presenca de ferro
(seta) na regido perivascular da artéria cecal contendo parasitas adultos (Perls). D)
Manutencao da lamina elastica interna (cabeca de seta) e destruicdo da lamina elastica
externa (seta) da artéria cecal onde se observa a presenca de vermes (Resorcina-
Fucsina). E) Presencga de larvas em placa de Peyer (seta) (HE). F) Presenca de ovos e
larvas, com infiltrado eosinofilico, no pancreas (seta) (Sirius Red 10.2).
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Figura 4.3: Alterac6es macroscopicas e histopatologicas intestinais na infeccao do
S. hispidus por A. costaricensis com 50 dpi. A) Ceco em sofrimento (seta) com sinais
de congestao vascular e coagulos na artéria cecal (cabeca de seta) (Macroscopia). B)
Ovos e larvas (seta) na mucosa, submucosa e muscular do intestino grosso (HE). C)
Manutencdo da estrutura das laminas elasticas dos vasos intestinais (seta) (Resorcina-
Fucsina). D) Infiltrado eosinofilico perilarvar/ periovular no intestino grosso (seta) (Sirius-
Red 10.2). E) Infiltrado eosinofilico em direcdo ao mesentério (seta) (Sirius Red 10.2). F)
Acumulo discreto de ferro ao redor dos ovos e larvas (seta) (Perls).
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Figura 4.4: Aspectos histopatoldgicos intestinais na infeccao do S. hispidus por A.
costaricensis com 50 dpi. A) Protusao da parede da artéria cecal (seta) com acumulo de
larvas e ovos na vasa vasorum (cabeca de seta) (HE). B) Infiltrado eosinofilico na
adventicia arterial (seta) (HE). C) Desorganizagdo do endotélio arterial com presenca de
eosindfilos (seta) (HE). D) Presenca de discreto acumulo de ferro (seta) ao redor dos ovos
e larvas em artérias contendo parasitas adultos (Perls). E) Descontinuidade das laminas
elasticas interna (seta) e externa em vaso com verme adulto (Resorcina- Fucsina). F)
Descontinuidade das laminas elasticas (seta) em vaso com parasitas na vasa vasorum
(Resorcina-fucsina).
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Figura 4.5: Aspectos macroscopicos e histopatologicos intestinais de S. hispidus
infectados com A. costaricensis com 90 dpi. A) Distensdo do ceco (seta) e lesdo com
aspecto xantomatoso e coagulos na artéria cecal (cabeca de seta) (Macroscopia). B)
Infiltrado de ovos e larvas (seta) na mucosa e submucosa do intestino grosso (HE). C)
infiltrado eosinofilico na submucosa do intestino grosso (seta) (Sirius Red 10.2). D)
Presencga discreta de acumulo de ferro dentro de ovos embrionados na submucosa do
intestino grosso (seta) (Perls). E) Manutengcdo da estrutura das camadas elasticas de
vasos intestinais (seta) (Resorcina-Fucsina). F) Auséncia de infiltrado eosinofilico na
regido perivascular da artéria cecal (Sirius Red 10.2).
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Figura 4.6: Aspectos histopatologicos intestinais de S. hispidus infectados com A.
costaricensis com 90 dpi. A) Diminuicdo da luz da artéria cecal devido a protusao de suas
camadas para o interior do vaso (seta) (HE). B) Destruicdo das laminas elasticas da artéria
cecal com trombo (seta) (Resorcina-Fucsina). C) Trombo com aspecto classico e xantomatoso
em vaso mesentérico (seta) (HE). D) Auséncia de infiltrado eosinofilico em trombo de vaso
mesentérico com aspecto xantomatoso (Sirius Red 10.2). E) Presengca de ferro (seta) em
trombo com aspecto xantomatoso de vaso mesentérico (Perls). F) Integridade das laminas
elasticas (seta) de vasos mesentéricos (Resorcina-Fucsina).
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Figura 4.7: Aspectos histopatolégicos intestinais de S. hispidus infectados com A.
costaricensis com 90 dpi. A) Vermes na artéria cecal observados transversal (seta) e
longitudinalmente (seta) (HE). B) Auséncia de ferro na presenca de verme vivo na artéria
cecal (Perls). C) Presenca de ferro (seta/ azul) na artéria cecal com verme morto (Perls).

D) Células carreando substéncia xantomatosa na regido perivascular (seta) (HE). E)
Células carreando substancia xantomatosa na regidao perivascular na auséncia de
eosindfilos (Sirius Red 10.2). F) Acumulo de ferro associado a substancia xantomatosa
(seta) (Perls).
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Figura 4.8: Aspectos macroscopicos e histopatoldgicos intestinais de S. hispidus
infectados por A. costaricensis com 114 dpi. A) Distensdo do ceco e acumulo de liquido
(seta) (Macroscopia). B) Bridas (seta) (Macroscopia). C) Congestdo de vasos cecais (seta)
(Macroscopia). D) Ovos e larvas na mucosa (seta) (HE). E) Ovos e larvas na submucosa
(seta) (HE). F) Ovos e larvas na camada muscular do ceco (seta) (HE).
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Figura 4.9: Aspectos macroscopicos e histopatologicos intestinais de S. hispidus
infectados com A. costaricensis com 114 dpi. A) Infiltrado eosinofilico perilarvar na
submucosa do ceco (seta) (Sirius Red 10.2). B) Rarefacao do infiltrado eosinofilico ao redor
de ovos ndo embrionados na submucosa do intestino grosso (seta) (Sirius Red 10.2). C)
Presenca de ferro dentro de ovos ndo embrionados (seta) (Perls). D) Presenca de ferro ao
redor de ovos nao embrionados (seta) (Perls). E) Trombo com aspecto xantomatoso e
coagulos na artéria cecal (seta) (Macroscopia). F) Trombo com aspecto classico e
xantomatoso na artéria cecal (seta) (HE).
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Figura 4.10: Aspectos histopatolégicos intestinais de S. hispidus infectados com

A. costaricensis com 114 dpi. A) Composig¢éo do trombo rica em fibrina (azul) (HE). B)
Substancia xantomatosa corada para vermelho do congo (seta), a qual nao mostrou
especificidade para amiléide a microscopia de polarizagao (Perls). C) Acumulo de ferro
colocalizado com substancia xantomatosa (seta) (HE). D) Auséncia de infiltrado
eosinofilico em trombo da artéria cecal (Perls). E) Trombo extenso da artéria cecal
contendo vermes adultos, com destruicdo das laminas elésticas (seta) (Perls). F) Trombo
extenso com destruicao das laminas elasticas da artéria cecal (seta) (Resorcina-Fucsina).
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Figura 4.11: Aspectos histopatologicos intestinais de S. hispidus infectados com A.
costaricensis com 114 dpi. A) Macrofagos carreando substancia xantomatosa na
periferia da artéria cecal (seta) (HE). B) Macréfagos carreando substancia xantomatosa e
ferro dentro do trombo (seta) (Perls). C) Macréfagos carreando substancia xantomatosa
em trombo contendo vermes adultos (seta) (HE). D) Acumulo de ferro em artéria cecal
contendo parasitas mortos (seta) (Perls). E) Auséncia de acumulo de ferro em artérias
contendo parasitas vivos (Perls). F) Destruigdo da camada muscular da artéria cecal
(Resorcina-Fucsina).
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Figura 4.12: Aspectos histopatolégicos intestinais de S. hispidus infectados com

A. costaricensis com 114 dpi. (A) Recanalizagdo de trombo (seta) (HE). B)
Espessamento de intima com lesdo xantomatosa (seta). C) Vaso obliterado com infiltrado
rico em pidcitos (seta) (HE). D) Célula gigante na regido perivascular da artéria cecal (seta)
(HE). E) Pseudopdlipos em vaso mesentérico (seta) (HE). F) Vaso mesentérico obstruido
por células com conteddo xantomatoso (seta) (HE).
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Figura 4.13: Auséncia de lesGes ateroscleroticas na histologia das artérias coronarias
de S. hispidus infectados por A. costaricensis. Histologia normal das artérias coronarias
em: A) Animal controle ndo infectado (HE), B) Animal infectado com 90 dpi e C) Animal
infectado com 114 dpi. D) Animal idoso normal nao-infectado mostrando auséncia de lesdes
aterosclertéricas na artéria cecal(HE).
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Figura 4.14: Auséncia de lesoes ateroscleroticas na histologia das artérias coronarias
de S. hispidus infectados por A. costaricensis A e C) Animais controle ndo infectados
mostrando morfologia normal da medula 6ssea. B) Animal infectado com 90 dpi mostrando
um aumento do numero de eosinodfilos e megacaridcitos em relagao ao controle nao
infectado. D) Medula éssea de animal infectado com 114 dpi mostrando aspecto semelhante a
dos animais nao infectados.
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4.6. Deteccao imunohistoquimica da presenca da desmina tecidual

Com o objetivo de avaliar a estrutura da camada de musculo liso da artéria,
perante a instalagdo do trombo, realizou-se a marcagéo de desmina tecidual aos 114
dpi.

Aos 114 dpi, no trecho arterial contendo vermes adultos, observou-se na
tunica média uma marcacao das células musculares com seu formato fusiforme
usual (Figura.4.15B), porém em alguns trechos, a desmina apareceu com formato
puntiforme, representando resquicios de células musculares mortas (Figura 4.15A).

Nas regides com auséncia de vermes adultos, porém com trombo arterial
presente, observou-se uma intensa ativacao do endotélio e um padrao fusiforme das
células musculares (Figura 4.15C) associado a presenga de um acumulo de
desmina puntiforme em alguns sitios (Figura 4.15D). As células musculares estao
desorganizadas (Figura 4.16D) e invadem de forma centripeta o trombo. O
fendbmeno de desmina pontilhada intensificou-se em artérias contendo trombos
extensos como mostrado nas figuras 4.16A e 4.16B, a luz do vaso é observada na
figura A e como correspondente a outra por¢ao do vaso, mais proxima a adventicia,
na Figura B.

Foi encontrada a relacdo da desmina com elementos parasitarios em
desenvolvimento. Em vasos de menor calibre, observou-se a presenca de ovos em
seu interior circundados por desmina (Figura 4.15E), assim como em ovos mortos na
parede intestinal (Figura 4.15F). A desmina também foi encontrada obstruindo
pequenas artérias trombosadas (Figura 4.16C).
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Figura 4.15: Alteracoes imunohistoquimicas intestinais e vasculares de S. hispidus
infectados com A. costaricensis aos 114 dpi. A) Desmina pontilhada, resultante do
acumulo de células musculares mortas na tunica média da artéria mesentérica superior e
vermes adultos (VA) em seu interior (seta). B) Desmina em formato fusiforme representativo
de células musculares com morfologia normal (seta). C) Células musculares com morfologia
normal na tunica média e endotélio ativado (seta). D) Acumulo de desmina pontilhada
(seta). (E) Ovos em vaso de pequeno calibre envolto por desmina (seta). F) Ovos mortos na
parede do intestino (seta). Verde: Marcagédo com desmina.
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Figura 4.16: Alteracoes imunohistoquimicas intestinais e vasculares de S. hispidus
infectados com A. costaricensis aos 114 dpi. A) Artéria com trombo proeminente e
desmina pontilhada (seta) na tunica média. B) Continuagdo da artéria com trombo
proeminente e desmina pontilhada (seta) na tunica média em A. C) Veia (*) mais abaixo e
acima artéria trombosada (**) com desmina em seu interior (seta). D) Desorganiza¢do das
células musculares da tanica média no interior de trombo arterial (seta). E e F) Desmina
em forma pontilhada distribuida ao longo do trombo de forma centripeta (seta). Verde:
Desmina
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4.7. Anadlise bioquimica para mensuracao da colesterolemia total

A fim de avaliar se houve envolvimento do colesterol sérico total no
desenvolvimento da lesdo aterosclerotica em nosso estudo, fizemos uma
mensuracao dos niveis séricos de colesterol em animais infectados aos 90 dpi e

controles nao infectados.

Os resultados demonstram que nao existem diferencas significativas entre os
niveis de colesterol total de animais infectados com 90 dpi quando comparados com
animais controle nao infectados (Figura 4.17A).
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Figura 4.17: Analise bioquimica do colesterol total de S. hispidus infectados por A.
costaricensis aos 90 dpi. Os dados foram expressos em média + S.D. utilizando o
programa GraphPad Prism. n= 3. CTR = Controles nao infectados.
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4.8. Estudo da dinamica hematoldgica periférica

Objetivando descrever as caracteristicas hematoldgicas em diferentes pontos
da infecgdo do S. hispidus por A. costaricensis, foram avaliados parametros como
namero total de leucdcitos, plaquetas; volume corpuscular médio e a concentracao
da hemoglobina corpuscular média.

4.8.1. Hemograma aos 30 dpi e 50 dpi

Verificou-se que com 30 e 50 dpi ndo houve modificacdo hematimétrica
comparativa entre os animais infectados e controles ndo infectados, nem relagao ao
namero total de leucécitos (Figura 4.18A; Figura 4.19A), nem ao numero total de
plaquetas (Figura 4.18B, Figura 4.19B), tampouco em relacdo aos parametros das
heméacias (Figura 4.18C; Figura 4.19C; Figura 4.18D, Figura 4.19D), que, 0s animais

nao apresentaram anemia.

4.8.2. Hemograma aos 90 DPI

Aos 90 dpi, embora tenha sido observada leucocitose, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa da leucometria entre os animais controle e infectados
(Figura 4.20A). Em relacdo ao numero total de plaquetas houve uma diminuigcao
significativa nos animais infectados (Figura 4.20B), ao mesmo tempo que estes
apresentaram numerosas macroplaquetas e grumos plaquetarios (Figura 4.21).

Verificou-se que em relacdo aos parametros das hemacias nao existiram
modificagdes estatisticamente significativas, o que indicou que aos 90 dpi, os
animais ndo apresentaram anemia (Figura 4.20C; Figura 4.20D). Por outro lado, os

animais infectados apresentaram hemacias em alvo (Figura 4.21).
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4.8.3. Hemograma aos 114 dpi

Verificou-se que ndo houve diferenga entre os animais controle e infectados,

em relacdo ao numero total de leucécitos (Figura 4.22A), ao numero total de

plaquetas (Figura 4.22B), e ao volume corpuscular médio das hemacias (Figura

4.22C). Porém de modo distinto aos demais pontos avaliados, ha uma diferenca

significativa na concentragdo da hemoglobina corpuscular média (Figura 4.22D).

Os achados hematoldgicos dos quatro grupos infectados estudados e seus

controles encontram-se sistematizados no quadro 4.2.

Quadro 4.2: Quadro representativo dos numeros absolutos dos dados do

hemograma (média + erro padrao).

VOLUME CONCENTRAQAO LEUCOGRAMA PLAQUETAS
CORPUSCULAR MEDIO | HEMOGLOBINA (mil/ mm3) (mil/ mm3)
(g/dL)
30 DPI | 63.93 + 3.641 31.37 £0.4333 4233 £ 1093 762700 = 104900
50 DPI | 56.65 +£1.650 | 32.40 +0.2000 3200 £ 1100 609500 = 218500
90 DPI | 69.50 +£1.800 | 32.30 +0.6000 11250 + 1550 336000 = 64000
114 DPI | 69.13 + 4.501 32.05 £ 0.2533 5275 + 1383 501000 = 60090
CTR
30/50 |62.00+£0.1000 | 32.20 £ 0.5000 4450 + 2250 573500 = 133500
DPI
CTR
90/114 | 62.35 £ 0.8500 | 33.25 + 0.2500 4950 + 450 775500 = 68500
DPI

50




A LEUCOGRAMA B PLAQUETAS

10000+ 1000000-
“e 8000+ 800000+ -
E E
S 6000 S 600000
[a N o
w w
S 4000- S 400000
3 3
o o
O 2000- O 200000-

0 r 0 T
<
& &

C VOLUME CORPUSCULAR MEDIO D CONCENTRAGAO DA HEMOGLOBINA
CORPUSCULAR MEDIA

807 404
60 ol
o
£ 404 T 20-
o
20+ 104
0 ' 0 T
<
o ¥

Figura 4.18: Hemograma de S. hispidus infectados por A. costaricensis aos 30 dpi. A)
Leucograma; B) Plaquetas; C) Volume corpuscular médio; D) Concentracdo da
hemoglobina corpuscular média. Os dados foram expressos em média + S.D.
n=2 CONTROLE; n=3 INFECTADOS.
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Figura 4.19 : Hemograma de S. hispidus infectados por A. costaricensis aos 50 dpi. A)
Leucograma; B) Plaquetas; C) Volume corpuscular médio; D) Concentracdo da
hemoglobina corpuscular média. Os dados foram expressos em média + S.D.
n=2 CONTROLE; n=2 INFECTADOS.
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Figura 4.20: Hemograma de S. hispidus infectados por A. costaricensis aos 90 dpi. A)
Leucograma; B) Plaquetas; C) Volume corpuscular médio; D) Concentracao da hemoglobina
corpuscular média. Os dados foram  expressos em média +  S.D.
n=2 CONTROLE; n=2 INFECTADOS
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Figura 4.21: Esfregaco sanguineo de S. hispidus infectados por A. costaricensis aos 90
dpi. A imagem apresenta hemacias em alvo e macroplaquetas. 63x/1.4NA. Seta vermelha:
Macroplaquetas; Seta azul: Hemacia em alvo; Seta verde: grumo de plaquetas
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Figura 4.22: Hemograma de S. hispidus infectados por A. costaricensis aos 114 dpi. A)
Leucograma; B) Plaquetas; C) Volume corpuscular médio; D) Concentracdao da hemoglobina
corpuscular média. Os dados  foram expressos em média + S.D.
n=2 CONTROLE; n=4 INFECTADOS.
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4.9. Estudo microbioldgico

A fim de melhor entender a patogenia da infeccdo por A. costaricensis
associada a aterosclerose, procuramos estudar a microbiota cultivavel,
associada a este helminto no local da les&o. Para iniciar este estudo,
realizamos a coleta da lesdo de animais com 60DPl com subsequente
isolamento microbiano em varios meios de cultura. A lesédo foi ressecada
através de cirurgia asséptica e mantida em meio de transporte até a inoculagao
em diferentes meios de cultura para isolamento.

A analise dessas amostras de lesdo, mostraram a presenca de cocos
(Figura 4.22A) e bacilos (4.22B) gram-positivos das amostras coletadas aos
60dpi, embora os animais ndo apresentassem bacteremia verificada pelo
cultivo de sangue, obtidos por puncédo cardiaca. Dentre as bactérias da lesao
ateroscleroética encontramos colénias hemoliticas e ndo hemoliticas. No sangue
coletado através de puncao cardiaca, ndo foram encontradas bactérias. Em
animais controles foram coletadas amostras das mesmas areas das quais nao
foi isolado nenhum microorganismo.

Apoés a obtengao dos resultados destas primeiras analises bioquimicas
para caracterizacdo dos cocos gram-positivos descartou-se a presenca de
Staphylococus aureus.

Esses isolados foram conservados por congelamento de forma a
permitir, posteriormente, a analise molecular por sequenciamento do RNA 16S
para classificacao dos isolados a nivel de espécie.
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Figura 4.23 : A) Cocos Gram positivos encontrados na lesao aterosclerética de S. hispidus
infectados por A. costaricensis aos 60 dpi. B) Bacilos Gram positivos encontrados na lesao
aterosclerdtica de animais infectados com 60 dpi.
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5. DISCUSSAO



No presente estudo descrevemos as alteragbes vasculares de cricetideos
Sigmodon hispidus infectados por Angiostrongylus costaricensis e evidenciamos que
este pode ser um modelo importante para o estudo de vasculites e doencas
ateroscleroticas de uma maneira geral, contudo € importante que estudos
posteriores sejam realizados para a avaliacdo do mecanismo dessa patogénese e,

compara-lo as doencas humanas.

A angiostrongiliase abdominal é uma doenca de descricdo relativamente
recente (década de 1960). E causada pelo nematédeo A. costaricensis e, apesar de
ser considerada um problema de saude publica, principalmente na Costa Rica,

poucos séo os estudos que tratam acerca dessa patologia.’>'®

Devido ao fato do homem ser um hospedeiro acidental e ndo eliminar larvas
ou ovos nas fezes, o diagnostico da doenga humana é baseado em uma triade
histopatoldgica: intenso infiltrado eosinofilico em todas as camadas da parede
intestinal, reagcdo granulomatosa e vasculite eosinofilica que afeta artérias, veias,

linfaticos e capilares.?

A utilizacdo de apenas esta abordagem para o diagnéstico deve ser
questionada. Evidenciamos o fato de que, em casos humanos crbnicos é possivel
que no momento de realizagdo da bidpsia, o infiltrado eosinofilico tenha diminuido
ou até mesmo cessado, e sejam encontrados outros achados que ndo condigam
com a triade, porém sao caracteristicos de tempos tardios da doenca (como melhor
descrito posteriormente). Portanto, é importante atentar para o fato de que a
utilizacdo apenas da triade histopatologica, muitas vezes, falseia o diagnéstico final
e pode apontar para outra patologia, o que leva a um subdiagnostico da
angiostrongiliase abdominal, levando a uma subquantificagdo da incidéncia da
doenca.

A utilizacdo de modelos experimentais murinos, especialmente camundongos,
para o estudo da angiostrongiliase abdominal ndao é viavel. A letalidade em Swiss
Webster chega a 80% em quatro meses e 0s animais que sobrevivem tem

1

parasitismo baixissimo.*' Portanto, o modelo murino, ndo é interessante para a

manutenc¢ao do ciclo nem para o estudo da patogenia tardia desta infeccao.

Como alternativa, e com o objetivo de entender a patogenia da
angiostrongiliase abdominal, nosso grupo vem utilizando como modelo o roedor

Sigmodon hispidus, o qual vem ajudando a esclarecer alguns aspectos importantes
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do desenvolvimento dessa doenga.'>*® O S. hispidus foi escolhido por ser o principal
hospedeiro natural, e, portanto, mais adaptado ao parasito que outros modelos, além
de adaptar-se muito bem ao laboratério. A partir do estudo cinético realizado por

Mota e Lenzi'® foram escolhidos os tempos para este estudo (30, 50, 90, 114 dpi).

O desenvolvimento do parasito foi o fator primordial a ser considerado para o
estabelecimento da cinética, visto que o momento de vida em que ele se encontra,
modifica a resposta do hospedeiro definitivo. Aos 30 e 50 dpi os vermes estao
adultos e o processo de larvogénese é intenso, além da triade histopatolégica estar
bem estabelecida. Em tempos mais tardios, 90 e 114 dpi ja ha o declinio da
quantidade de vermes adultos e da larvogénese, e exacerbacdo das alteracdes

vasculares.

O verme adulto do A. costaricensis instala-se na artéria cecal de mamiferos,
obstruindo o fluxo sanguineo e, consequentemente, causando um aumento da
pressao intravascular. A adaptacédo deste parasita a esse ambiente provavelmente
esta relacionada a producdo de moléculas anticoagulantes, as quais favorecem o
retorno & homeostase, 0 que ja foi descrito em outros helmintos, a exemplo da
clonagem e realizacdo de testes funcionais com moléculas do S. mansoni, a

exemplo do SmKI-1.*

Apesar da oviposi¢ao ocorrer na artéria cecal, de modo que 0s ovos possam
seguir o fluxo sanguineo e desembocar no intestino, Mota e Lenzi'® verificaram a
presenca de ovos e larvas em capilares da parede intestinal e na vasa vasorum. Em
nosso trabalho confirmamos este achado através da presenca de muitos ovos e
larvas na vasa vasorum de grandes artérias da regiao cecal. Uma explicacao para
que esses ovos embolizem na vasa vasorum, pode estar baseada no mecanismo
utilizado pelo Schistosoma mansoni onde fémeas fecundadas migram contra a
corrente sanguinea para efetuar a postura na submucosa do intestino em vasos de
menor calibre da parede intestinal. Com isso, alguns ovos caem no intestino e outros
embolizam para capilares.®® Outra possibilidade é que a pressdo causada pelo
acumulo de vermes adultos na artéria cecal, cause uma obstrucdo mecanica e uma
intensa pressao contra o fluxo sanguineo normal, o que faria com que 0s ovos

encontrassem os capilares mais proximos e embolizassem.

Dentro e ao redor dos ovos nao embrionados, observa-se um acumulo de
ferro. Como se trata de um helminto intravascular e hematéfago, o metabolismo do

A. costaricensis é baseado na utilizacao de ferro. Em helmintos como o S. mansoni,
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5! Dessa

a recaptacdo do grupamento heme € necessaria para a oogénese.
maneira, € possivel que o A. costaricensis tenha um mecanismo similar de
recaptacdo do grupo heme para a maturagdo dos odcitos, e isso justificaria a

presenca do ferro apenas em ovos ndo embrionados.

De modo distinto aos ovos nao embrionados, os ovos embrionados nao
apresentam ferro, mas apenas um intenso infiltrado eosinofilico ao seu redor. Este
achado est4 em consonancia com o estudo de Mota*® que sugeriu uma relagéo entre
a presenca de ovos embrionados, L1 e o infiltrado eosinofilico. Apesar da relacao
entre helmintos e eosinofilia sanguinea ja ser bem conhecida e parecer estar
relacionada & migracéo larvaria ou & liberacdo de antigenos por parasitas mortos®,
nao se sabe exatamente qual o papel dos eosindfilos em infecgdes por helmintos.

Acredita-se que esteja relacionado & producdo de citocinas (IL4 e IL-13)%3,

e
principalmente ao remodelamento tecidual e limpeza de restos celulares devido a

lesdo tecidual por causa da invasdo parasitaria®.

Ao investigar a origem desses eosinodfilos, chegamos a medula éssea aonde
vimos que ha uma hiperatividade, com predominio de eosinéfilos (em 90 dpi). Sabe-
se que o estimulo a producdo de eosindfilos em infecgcdes parasitarias esta
relacionado a citocinas do tipo Th2 como IL-5, IL-3 e GM-CSF.>®

Os mecanismos de chegada desses eosinéfilos no tecido podem ser
semelhantes aos utilizados por outros helmintos. Utilizando modelo murino
demonstrou-se que ovos de S. mansoni promovem 0 aumento da expressao de
moléculas de adesdo ICAM-1 na superficie de células endoteliais, associada a
presenga de TNF-alfa, o que auxilia na migracdo de linfécitos e formacdo dos
granulomas.®® Em nosso modelo, observamos que é possivel que os ovos viaveis e
a L1 induzam a expressao de moléculas de adesao para eosinofilos no endotélio ou
a liberacdo de mediadores quimicos, possivelmente IL5 ou eotaxina, o que

provocaria a eosinotaxia e a transmigracao intensa de eosindfilos.

Na artéria, o infiltrado eosinofilico inicia-se na adventicia e segue em direcao
a intima provocando uma redugdo do lumen arterial. As células inflamatérias
invadem o tecido, destruindo as laminas elasticas e causando uma arterite
centripeta. Essa destruicdo das laminas elasticas causa uma completa
desestruturacao e enrijecimento da artéria. Esta destruicdo das laminas elasticas do
vaso pode estar relacionada a um aumento da metaloproteinase 12, que esta

positivamente correlacionada a presenca de eosinéfilos. Este fenédmeno foi descrito
60



em modelo experimental de meningite eosinofilica, causada pela infeccao por
Angiostrongylus cantonensis.”” O elevado nimero de eosinéfilos em nosso modelo
de infeccao de S. hispidus por A. costaricensis, pode estar associado a uma alta
concentracdo de proteinases, as quais promovem a destruicdo da parede vascular,
principalmente da artéria cecal, mas também de outras artérias intestinais e

mesentéricas.

Em humanos, ha correlacdo entre periarterite eosinofilica, associada a
infiltrado na intima e na média, lesbes das laminas elasticas e fibrose na média e
desenvolvimento de lesGes ateroscleroticas, sugerindo que, no caso de lesdes

coronarianas, ambas atuem em conjunto.>®

Nesse contexto fisiopatoldégico, discute-se em que momento as lesdes
ocorrem na intima. Sendo uma lesdo centripeta, € possivel que o infiltrado que
invade o tecido comece a destruir desde a adventicia, promovendo uma lesao
invasiva que perpasse a média e provoque a lesdo de intima. Porém, uma hipotese
diferente, embora ndo excludente, é que o parasita adulto dentro do vaso, por uma
lesdo mecéanica ou mesmo através de substancias excretadas, desestabilize a
homeostase, e promova as modificagdes na intima. Nada impede que ambas as
hipéteses atuem em paralelo.

Fazendo um paralelo com doencas humanas, encontramos algumas doengas
reumatoldgicas, as quais envolvem o desenvolvimento de periarterites autoimunes

como a artrite reumatoide, arterite de Takayasu e o llpus eritematoso sistémico.’**°

Nossos resultados mostram que em 90 dpi, h4a um grande numero de ovos
nao viaveis e a maioria dos parasitas estdo mortos. Observa-se uma piora da
evolucao da doenca vascular com a presenca de trombo e um processo aterogénico
instalado, com depésito de uma substancia xantomatosa e macréfagos, geralmente
carreando esta substancia e ferro. H4 uma lesdo muito bem definida na artéria cecal;
porém a doenga é bastante localizada e autolimitada, visto que, a analise de artérias

coronarias, nao foi vista nenhuma lesao aterosclerética e nem xantomatosa.

Fazendo uma associagao da literatura com os nossos dados, concluimos que
€ possivel que, enquanto o verme esteja vivo (na fase inicial da infeccao), este
produza certa quantidade de fatores anticoagulantes, para poder manter-se no
interior da artéria cecal, como ja descritos para outros helmintos como o S. mansoni,

1.9

que produz SmKI- A producédo desses supostos fatores de coagulacdo causa um
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contra equilibrio com a obstrugcao mecanica do fluxo sanguineo pela presenca dos
vermes adultos, retornando a homeostase de maneira geral. Conforme mais vermes
adultos vao morrendo, ha uma diminuicdo da producdo desses fatores de

coagulacgao.

Ap6s a andlise da medula 6ssea, em 90 dpi, verificou-se um aumento
quantitativo dos megacariécitos. Comumente, modificacbes na proliferagcdo e
diferenciacao anormal de megacariécitos sdo comuns em pacientes com sindromes
mielodisplasicas. Também € descrito na literatura que ap6s um periodo de
trombocitopenia, a medula éssea comeca a produzir megacaribcitos gigantes, com
ploidia superior e aumento da atividade de sintese proteica. Como resultado, as
plaquetas produzidas oriundas desses megacariocitos sdo maiores em volume e tém
uma maior atividade.®® Isso explicaria, a instalagdo do trombo apenas em tempos
mais tardios, visto que haveria morte dos vermes adultos e uma mudanca de uma

fisiopatologia anti-trombogénica, para pré-trombogénica.

No sangue periférico, a contagem de plaquetas revelou trombocitopenia,
porém acreditamos que isso seja um reflexo de uma leitura dessas células pelo
contador como se as mesmas nao se tratassem de plaquetas, visto que foram
verificadas muitas macroplaquetas, o que gera uma contagem diferente da
realidade. Martin e Trowbridge® na década de 80, utilizando coelhos, mostram que
macroplaquetas sao produzidas apds trombocitopenia, devido a um maior nimero
de ploidia, um aumento da sintese proteica e sao mais reativas que as pequenas,

devido a uma maior producéo de tromboxano?2.6?

Adicionalmente um grande numero de hemécias em alvo foi encontrado.
Essas células sdo encontradas em algumas hemoglobinopatias e, nesses casos,
sao resultado de uma diminuigdo do conteudo citoplasmatico, sem proporcional
reducdo da quantidade de lipidios da membrana e geralmente estdo associadas a

microcitose e hipocromia.®®

Foi descrito que os eosindfilos também estdo envolvidos como participantes
da formagao do ateroma. Na aterosclerose humana foi demonstrado que a eotaxina
e seu receptor (CCR3) estdo superexpressos e contribuem com a inflamacao
vascular no desenvolvimento da aterosclerose.® Em um estudo utilizando
camundongos ApoE KO, a administracdo de anticorpos monoclonais e policlonais
bloqueadores para a eotaxina 2 causam a reducdo do ateroma precoce € 0O
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tratamento continuo promove a posterior estabilizacdo da placa.®® Esses achados
reforcam a possibilidade do envolvimento de proteinas quimiotaticas de eosindfilos
na fisiopatologia da aterogénese, a qual pode ser liberada por células inflamatérias
ou estar relacionada a presenca de elementos parasitarios.

Seguindo o raciocinio de elementos parasitarios, um estudo realizado com
células endoteliais humanas mostrou que antigenos sollveis de ovos de S. mansoni
estimulam a formacao de estruturas semelhantes a vasos em “tube formation assay”
e diminui a apoptose, provavelmente via aumento de fator de crescimento vascular e
endotelial (VEGF).®® Como supracitado, nosso modelo mostra que, na presenca de
ovos e do infiltrado inflamatério, ha um espessamento da adventicia e modificacao
da intima, e posteriormente uma proliferacdo da camada muscular do vaso. Fazendo
um paralelo da literatura com nossos achados, € possivel que os ovos do A.
costaricensis possuam algum antigeno que cause nao s6é uma ativacdo e
modificacdo das células endoteliais, provocando desorganizacdo da intima, como
também um gatilho para estimulo a proliferacdo de células musculares anormais
(marcagao puntiforme de desmina, o que representa restos de células musculares
mortas). Adicionalmente o acumulo de matriz extracelular na adventicia, pode ser
resultante da atuacao de antigenos dos ovos de forma direta ou devido ao intenso
infiltrado inflamatério instalado no local.

Tratando-se de dois parasitas intravasculares obrigatérios, as transformacodes
que o S. mansoni € 0 A. costaricensis causam no vaso parecem ser semelhantes
quando estdo vivos. A literatura cita os efeitos antiaterogénicos do S. mansoni. Em
modelos murino ApoE KO a infeccdo por S. mansoni reduziu em até 50% a
aterogénese nas artérias aorta e braquicefalica®” e isto esta relacionado a uma
diminuicdo dos triacilglicerdis e colesterol neste modelo.®® Desta forma, se esse for
um dos mecanismos, exclui-se a participacdo direta dos eosindfilos no
desenvolvimento da aterosclerose. Dislipidemia e o desenvolvimento de

aterosclerose estao, na maioria das vezes, intrinsecamente relacionadas.

O depésito de ferro encontrado em nosso trabalho de forma colocalizada com
as lesdes xantomatosas, também pode estar envolvido neste processo de
modificacao do LDL, transformando-o em oxi-LDL (LDL oxidado). A ferritina do soro
€ um fator indicador de alto risco para a progressao de aterosclerose de carotida. Os
primeiros passos da aterosclerose estao relacionados a capacidade da ferritina em

promover a modificacdo do potencial aterogénico do LDL®®, e esta pode ser a
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responsavel por liberar o ferro resultante da conversao de Fe®** em Fe?".”>"" O ferro
livre estd envolvido na producdo de altas quantidades de radicais livres e isto
facilitaria a peroxidacao dos lipidios.

Em nosso modelo, foi observado um intenso acumulo de ferro dentro das
artérias com parasitas mortos, ao redor e dentro da substancia xantomatosa. E
possivel que a presenca deste ferro encontrado em nosso modelo, possa ser
resultado da ferritina liberada das microhemorragias ocasionadas pela obstrucéo dos
capilares ou resultado do ferro ndo metabolizado dos ovos n&do-embrionados, nos
quais ha acumulo de ferro interno e periférico, ou ambos.

Toda esta questdo de envolvimento de macréfagos e lipidios na patogénese
da aterosclerose envolve a modificacdo e retencdo de LDL na intima. A
fisiopatologia envolve a retencdo de LDL na intima da artéria, sua oxidagao, bem
como outros tipos de modificagdes nas particulas de LDL que o fazem adquirir
epitopos (padrdes moleculares associados a patégenos) que ativam o sistema

imunoldgico.”

Sinteticamente, a presenca do LDL oxidado recruta mondcitos para a parede
da artéria através da inducdo de fatores quimiotaticos para monécitos como o
MCP1. Essas células migram, junto com células T, para a intima, transformando-se
em macréfagos.”®”* Quando os macréfagos iniciam a lesdo e esta é sustentada, as
modificacdes arteriais tornam-se irreversiveis, e ha uma migracao e proliferacdo das
células do musculo liso, deposicdo de matriz no tecido fibroso, calcificacao,
angiogénese e formacao do nucleo necrético, o que culmina com a formacéao de um
ateroma estavel.” Durante o desenvolvimento deste processo, as células da
adventicia respondem a lesdo, primeiramente aumentando sua proliferacdo e,
posteriormente, migrando para fora da adventicia, promovendo significativas
contribuicbes para reparar a média e promover a formacdo das lesdes da

neointima.”®

A presenca de macréfagos com caracteristicas de células espumosas (do
inglés: “foam cells”), os quais sdo carreadores de lipidios e estdo relacionados ao
desenvolvimento de lesGes aterosclerbticas, é um achado comum no
desenvolvimento da aterosclerose.” A recaptacdo do colesterol esta relacionada
aos receptores do tipo scavenger, especialmente SR-A e CD36, os quais estdo
presentes em macrofagos. Juntos, estes receptores chegam a ser responsaveis por

90% da internalizacdo do LDL oxidado.”’
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A aterosclerose humana classicamente esta relacionada a uma leséo
inflamatéria crénica acompanhada de disfungéo endotelial e tem envolvimento de
células de musculo liso, macréfagos espumosos e linfécitos T.”® Em nosso modelo,
foram encontrados esses achados classicos; porém a investigacdo de alguns
mecanismos ainda controversos fez-se necessaria, como por exemplo o
envolvimento de bactérias as quais estdo envolvidas tanto na inflamacéo

xantogranulomatosa, quanto no desenvolvimento da aterosclerose.

Inflamacéao xantogranulomatosa € um processo descrito nos rins e na vesicula
biliar, sendo raros os relatos do envolvimento do célon. Um estudo descrito na
literatura de um caso de uma mulher de 38 anos mostrou uma massa submucosa,
que poderia estar relacionada a uma infeccdo bacteriana.”® Em nosso trabalho, a
inflamacao do intestino e da artéria com a presenca de lesbes xantomatosas, pode
estar relacionada a presenca de bactérias presentes no tubo digestivo do A.
costaricensis, visto que alguns estudos ja mostraram que o tubo digestivo de
helmintos ndo é estéril, conforme ja bem descrito para S. mansoni, desde a década
de 1940 por Krakower®® e colaboradores (1940), que mostraram que bactérias
Gram-positivas estavam presentes no intestino do S. mansoni. Posteriormente,
Young e colaboradores®' (1973) mostraram também a presenca de bactérias
(Salmonella typhimurium) associadas ao tegumento do Schistosoma. Conforme
revisado, no caso da salmonelose septicémica prolongada, ha translocacao
bacteriana do parasita para o hospedeiro, através do lancamento de forma
recorrente  dos microorganismos na circulacdo, provocando a bacteremia

recorrente.®?

Na literatura, o envolvimento de bactérias com o desenvolvimento da
aterosclerose ja foi descrito, como, por exemplo, para a Clamydia pneumoniae a
qual desencadeia a aterogénese mesmo sem dislipidemia.®> Um dos mecanismos
utilizados pela bactéria é a producdo de fatores pré-coagulantes e aumento da

expressao de citocinas inflamatérias.®*

Diante dessas descricdes na literatura, somado a associagdo de algumas
bactérias com a formacao de trombos, especialmente na auséncia de dislipidemia (o
gue vimos em nosso modelo), decidimos realizar um estudo microbiolégico (mesmo
que inicial), a fim de investigar o possivel envolvimento de bactérias no
desenvolvimento da vasculite e lesao aterosclerética do S. hispidus. Confirmamaos,

que no ambiente intra-arterial, o qual deveria ser estéril, de animais infectados ha
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presenca de bactérias Gram-positivas, embora a caracterizagdo bioguimica ainda
nao nos tenha permitido chegar a conclusao de qual espécie bacteriana se trata.

Nossos achados sugerem que ndo somente 0 verme em si deva ser mais
bem investigado, mas também bactérias que ele carreia, as quais podem ser as
responsaveis pelo desenvolvimento de lesbes ateroscleréticas observadas em nosso

modelo, ou pelo menos auxiliem no inicio e/ou evolugao deste processo.

E possivel que, em nosso modelo, ho momento em que os parasitas
comegam a morrer, estes liberem bactérias na corrente sanguinea. A bacteremia
modificaria a homeostase do vaso, com a producdo de fatores coagulantes e
inflamatérios, e auxiliaria no desenvolvimento da aterosclerose. Apesar de estar na
corrente sanguinea, a bacteremia nao foi alta, ndo sendo suficiente para causar

sepse.

Tracando um paralelo entre nosso modelo e o as doencas humanas
salientamos que a arterite desenvolvida pelo S. hispidus infectado por A
costaricensis, assemelha-se a histopatologia da tromboangeite obliterante, a qual é
uma doenca inflamatéria segmentada, que afeta vasos de pequeno e médio calibre.
Ocorre um envolvimento da vasa vasorum que evolui de forma centripeta, estando

relacionada ao desenvolvimento de trombose arterial.&

A questdo das células da adventicia envolvidas nesse processo €
demonstrada por um experimento utilizando células da adventicia marcadas com [3-
galactosidase. Este ensaio mostra que entre sete e 14 dias apds a lesdo por balao-
catéter, as células marcadas s&o encontradas na neointima. Sugere-se, portanto,
que ha migracdao de células da adventicia para a neointima, auxiliando no
espessamento da intima, pelo menos na artéria de roedores. Sabe-se que o fator de
crescimento B (TGF B) é importante neste processo.®® O experimento descrito por
esses autores pode explicar a lesao centripeta de nosso modelo, mostrando como a
leséo inicial de adventicia interfere na modificagdo estrutural e organizacional da

intima.

Os animais acometidos pela angiostrongiliase, apesar do grande trombo e
possivel isquemia intestinal, sobrevivem e, depois de passar da fase crénica, onde
os vermes adultos morrem, se curam. Nossos achados demonstraram que ha sinais
de recanalizagdo inicial do trombo e esse mecanismo € essencial para o

entendimento dos achados patolégicos do nosso modelo. Em humanos, o processo
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de recanalizacdo é frequente, podendo ser verificado dentro do trombo, canais
vasculares revestidos de endotélio, suportados por uma pequena quantidade de
tecido conjuntivo e neovascularizagdo de tamanhos variaveis.2°' Em nosso modelo
nao foi possivel ver esse nivel de organizacdo na recanalizacdo no tempo mais

tardio
estudado (114 dpi).

Verificou-se que apesar de ser uma doenca de grande expressao clinica,
ainda faltam elementos na literatura que auxiliem no entendimento da fisiopatologia
da aterosclerose. Uma das limitacées importantes em relacéo a pesquisa basica é a
falta de modelos experimentais de pequeno porte que possam auxiliar neste estudo.
Camundongos selvagens ndo expressam a proteina de transferéncia de ésteres de
colesterol, uma importante proteina plasmatica provavelmente envolvida em
processos aterogénicos em humanos. Apesar do baixo custo, facilidade de criacao,
e manipulacdo genética, poucos sdo os modelos de camundongos utilizados no

estudo da aterosclerose, os quais sdo habitualmente nocaute.®

Camundongos ApoE correspondem ao modelo murino mais usual no estudo
da aterosclerose. Isto se deve ao fato de que eles desenvolvem ateromas utilizando
uma dieta de ragdo normal e € o modelo que mais se assemelha a doenga humana.
Esses animais nao possuem uma glicoproteina que participa do ‘“clearence” de
colesterol. Sao marcados por hipercolesterolemia (colesterol total >500 mg/dL)
devido aos elevados niveis de lipoproteinas de baixa e intermediaria densidades. As
lesbes ateroscleroticas iniciam-se em torno de 10 semanas, com a presenca de
macréfagos espumosos e dentro de 20 semanas ja é percebida a presenca de placa

fibrosa® na aorta, coronaria e artérias pulmonares.®

O modelo correspondente a hipercolesterolemia familial LDLR-/-, requer para
o desenvolvimento de uma lesdo significativa a administragdo de uma dieta

aterogénica hiperlipidica e a lesdo sé é evidente em animais idosos.*

Outro modelo menos usual pode ser obtido através da lesao arterial
mecanica, induzida por angioplastia por baldo-cateter em carétida de ratos. Este
modelo causa uma lesédo precoce envolvendo a contragdo da musculatura lisa e, em

tempos tardios, provoca o espessamento da intima.*

Nao existe um modelo ideal para o estudo da aterosclerose e todos tém
vantagens e limitacdes. Diante da urgéncia no estudo desta patologia, percebe-se a
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necessidade de criacdo de alternativas de modelos de pequeno porte para o
aprofundamento do estudo das lesdes aterosclerdticas.

Em nosso estudo, descrevemos um modelo de lesédo aterosclerética induzida
por helminto em cricetideo. Apesar da lesdo aterosclerética ser macroscopicamente
e, em alguns aspectos histologicos, semelhante a lesdo desenvolvida em humanos,
ndao podemos precisar até que ponto a fisiopatologia desenvolvida guarda
similaridades. H& uma possibilidade de esse modelo possuir a proteina de
transferéncia de ésteres de colesterol ou mesmo o desenvolvimento da lesao estar

relacionada a microorganismos presentes no Angiostrongylus costaricensis.

Baseados na literatura, constatamos que a maioria dos hospedeiros naturais
do A. costaricensis € da familia Cricetidae. Isso pode estar relacionado ao fato de
que outros animais que se infectam, morrem e ndo completam o ciclo. Além disso,
os cricetideos devem possuir algum mecanismo que os fagam sobreviver a infeccao
por A. costaricensis. Adicionalmente, no caso do S. hispidus, consegue desenvolver
ateromas sem dieta hiperlipidica.

Algumas dificuldades em relacdo a ampla utilizacdo desse modelo dizem
respeito a comercializagcdo do S. hispidus. Adicionalmente, encontrar anticorpos
especificos para o estudo mais aprofundado deste modelo, ndo é simples, visto que
a maioria dos produtos comerciais é destinada a modelo murino, € nem sempre 0s

epitopos sdo semelhantes.

Diante dos resultados obtidos em nosso estudo, podemos concluir que a
infeccao experimental de S. hispitus por A. costaricensis provocou uma periarterite
eosinofilica inicial instalada no intestino, especialmente intestino grosso e ceco, e em
vasos intestinais, principalmente na artéria mesentérica superior e outros vasos
mesentéricos. Essa periarterite evoluiu para a instalagdo de um processo
ateroscler6tico composto majoritariamente por fibrina e uma substancia xantomatosa
com macréfagos espumosos. Houve uma invasao centripeta do trombo por células
musculares, enrijecimento da artéria (diante da destruicdo das laminas elasticas). No
sangue, observou-se a presenca de macroplaquetas e plaquetas grumadas, além de
hemacias em alvo, associadas a um aumento de eosinéfilos e megacariocitos na

medula 6ssea.
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6. CONCLUSAO



Com base nos nossos resultados, concluimos que:

1) O modelo de S. hispidus infectado por A. costaricensis apresenta
inicialmente uma intensa inflamagdo eosinofilica que provoca uma vasculite de
vasos intestinais de pequeno e médio calibre, a qual evolui para uma lesao
aterosclerdtica instalada majoritariamente na artéria cecal e composta
principalmente por fibrina e uma substancia xantomatosa, macréfagos carreadores

desta substancia e ferro.

2) Durante o desenvolvimento do ateroma, as laminas elasticas sao
destruidas e a camada média prolifera de forma desordenada e contendo células
com caracteristicas ndo usuais invadindo o limen do vaso e constituindo uma parte
importante do trombo. Todo esse processo culmina com a desorganizacdo da

estrutura da artéria.

3) No intestino, na fase inicial da infecgdo verifica-se um intenso infiltrado

eosinofilico que involui em tempos tardios.

4) O aumento do infiltrado inflamatério € resultado de uma hiperatividade da

medula 6ssea com aumento principalmente de eosindéfilos e megacariécitos.

5) Aos 90 dpi, esse aumento de megacaridcitos reflete-se na producéo de

macroplaquetas.

6) Apesar de ndo haver modificagbes no numero ou conteudo de ferro das

hemacias, aos 90 dpi sdo encontradas hemacias em alvo.

7) Apesar da analise histopatologica mostrar varias células carreando material
xantomatoso, as lesbes ateroscleréticas dos animais infectados nao estédo

relacionadas ao aumento dos niveis séricos de colesterol.

8) E possivel, que as lesdes ateroscleréticas estejam relacionadas a presenca
de bactérias Gram-positivas presentes no A. costaricensis que desencadeiam as

lesbes aterosclerdticas nos tempos tardios da infecgéo.

9) Apesar do desenvolvimento da lesdo aterosclerética pelo S. hispidus
infectado por A. costaricensis, ndo ter os mecanismos patogénicos esclarecidos, e
principalmente ndo ser possivel precisar até que ponto sdo semelhantes as doencas
humanas, o modelo de estudo descrito neste trabalho pode ser muito importante
para auxiliar no aprofundamento do estudo de vasculites e lesdes ateroscleroticas.
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Esquema simplificado dos resultados da tese
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Esquema simplificado dos resultados da tese (em azul) e possiveis situacoes
desencadeadas pelo mecanismo fisiopatoldgico (laranja).
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Ministério da Saude

CEUA

Fiocruz

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Comissdo de Etica

Vice- idéncia de P i o
ice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENCA LW-43/13

Certificamos que o protocolo (P-45/12-4), intitulado "Manutencao de coldnia de Sigmodon
hispidus Say & Ord para estudo da angiostrongiliase abdominal”, sob a responsabilidade de MARCELO
PELAJO MACHADO, atende ao disposto na Lei 11794/08, que disp8e sobre o uso cientifico no uso de
animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laborat6rio
(SBCAL). A referida licenca ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta
legislacdo nacional.

Esta licenca tem validade até 07/10/2017 e inclui o uso total de :

Sigmodon hispidus
- 1940 Machos, Peso: 159,0000 Grama(s).
- 1940 Fémeas, Peso: 159,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 7 de outubro de

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagado Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expanséo - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br
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FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Comissdo de Etica

Vice- idéncia de P i o
ice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENCA LW-26/15

Certificamos que o protocolo (P-58/13-8), intitulado "Angiostrongylus costaricensis: relacéo
parasito-hospedeiros, estudo protedmico e morfolégico.", sob a responsabilidade de MARCELO PELAJO
MACHADO, atende 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 Laboratério (SBCAL). A
referida licenca ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislacéo
nacional.

Esta licenca tem validade até 04/08/2018 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 60 Machos de A, Idade: 3 Mes(es), Peso: 25,0000 Grama(s).
- 60 Fémeas de A, Idade: 3 Mes(es), Peso: 30,0000 Grama(s).

Rattus norvegicus
- 18 Machos de Wistar, Idade: 3 Mes(es), Peso: 500,0000 Grama(s).
- 18 Fémeas de Wistar, Idade: 3 Mes(es), Peso: 300,0000 Grama(s).

Sigmodon hispidus
- 480 Machos, Peso: 130,0000 Grama(s).
- 480 Fémeas, Peso: 110,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 4 de agosto de

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagado Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expanséo - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br
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