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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca tropical causada, principalmente, pelo
trematddeo Schistosoma mansoni, sendo que sua ocorréncia afeta,
mundialmente, 110 milhdes de pessoas. A deposicdo dos ovos do parasita
pode ocorrer, de forma ectdpica, no sistema nervoso central (SNC) o qual leva
a formacdo de granulomas com consequente produgdo do Fator de
Crescimento Neuronal (NGF). Uma vez que muitos estudos demonstram a
importancia do NGF no desenvolvimento das vias corticais visuais, nosso
estudo visou avaliar a possivel alteracdo dos niveis de NGF no sistema visual
assim como o impacto deste sobre a morfologia de células piramidais em dois
modelos animais. A alteracdo na concentragcao do fator de crescimento assim
como a morfometria neuronal foram avaliadas em animais permissiveis
(camundongos) e nao permissiveis (ratos) a infecgdo. Foram utilizados 174
ratos (Hooded Lister) e 135 camundongos albinos criados e mantidos em
gaiolas e alimentados ad libitum. Esses animais foram inoculados, logo apos o
nascimento, com 50 cercarias. Setenta e sete ratos e 73 camundongos foram
inoculados com solugéo salina e constituiram o grupo controle do estudo. Os
periodos de infec¢do abrangeram uma a 48 semanas. Amostras do figado e
cortex visual foram retiradas, extraidas e quantificadas com kit de imunoensaio
(ChemiKineTM Nerve Growth Factor (NGF) Sandwich ELISA Kit - Chemicon
International). Para a andlise morfométrica utilizamos células piramidais da
camada IV do cortex visual marcadas através de injecdo extracelular com
Dextrana-Biotinilada (10.000 kDa). Os resultados foram expressos como média
+ desvio padrdo. Utilizamos teste t de Student para determinar diferencas
estatisticas entre os grupos estudados. O valor médio de NGF encontrado no
cortex visual de ratos infectados foi 39,2% maior do que no grupo controle
(infectados: 400,9 + 143,1 pg/mL; controle: 288 + 31,9 pg/mL; p < 0,0001). Nas
amostras de figado, o aumento foi 28,9% maior no grupo infectado (infectados:
340,9 + 103,9 pg/mL; p < 0,01; controle: 264,4 + 38,6 pg/mL). Nenhum
aumento significativo foi detectado antes de uma semana de infecgéo. Entre os
camundongos, o aumento de NGF na area visual foi de 94,1% (infectados:
478,4 + 284 pg/mL; p < 0,01; controle: 246,5 + 76,8 pg/mL). No figado



destes animais o aumento foi de 138,7% (infectados: 561,8 + 260,7 pg/mL; p <
0,01; controle: 301,3 + 134,6 pg/mL). Em camundongos encontramos
diferencas significativas quanto aos parametros dendriticos avaliados. A
quantidade de dendritos foi 11,41% maior no grupo infectado do que no
controle (controle: 25,28 + 5,19; infectados: 28,16 + 7,45; p < 0,05). O
comprimento total dos dendritos também foi afetado (controle: 4.916,52 +
1.492,65 um; infectados: 5.460,40 + 1.214,07 um; p < 0,05) correspondendo a
um aumento de 11,06%. A area total do campo receptor dendritico sofreu um
aumento de 12,99% (controle: 29.346,69 + 11.298,62 um? infectados:
33.158,20 + 7.758,31; p < 0,05) enquanto que a area somatica teve uma
reducdo de 13,61% (controle: 119,38 + 19,68 um?; infectados: 103,13 + 24,69
um?; p < 0,001). Quando foram avaliados os efeitos do aumento de NGF em
ratos infectados n&o observamos diferengas significativas quanto aos
parametros dendriticos analisados, em comparagdo ao grupo controle, com
excegdo de um aumento na area do corpo neuronal da ordem de 21,18%
(controle: 132,20 + 28,46 pym?; infectados: 160,20 + 31,63 um% p < 0,00001).
Este trabalho mostrou que a reacao de producdo de NGF no SNC durante a
infeccdo por Schistosoma mansoni ocorre em maior magnitude no modelo
permissivel do que no modelo ndo permissivel. Também demonstramos que,
em camundongos, os efeitos sobre a morfologia neuronal é drasticamente
afetada quando o organismo é submetido a um aumento na concentragao de
NGF em decorréncia da infecgao por Schistosoma mansoni. Diante destes
dados, estudos avaliando as possiveis repercussoes visuais e também dos
efeitos na fisiologia celular causados pela infeccdo mansénica torna-se
necessario para avaliar o real dano causado por este aumento patolégico do

fator de crescimento neuronal nas vias visuais de mamiferos.

Palavras-chaves: NGF; cortex visual, Schistosoma mansoni



ABSTRACT

Schistosomiasis is a tropical disease caused by Schistosoma mansoni. His
occurrence affects 110 million people worldwide. The deposition of eggs of the
parasite may occur - in ectopic form — in the central nervous system (CNS)
which leads to the formation of granulomas with consequent production of nerve
growth factor (NGF). Since several studies have demonstrated the importance
of NGF in the development of visual cortical pathways, our study aimed at
evaluating the possible changes in the NGF concentratons in the visual system
as well as the impact of this on the pyramidal cell morphology in two animal
models. The change in concentration of the nerve growth factor as well as
neuronal morphology were evaluated in suscetible and non-suscetible animals
(mice and rats) to infection . We used 174 rats (Hooded Lister) and 135 albino
mice bred and kept in cages and fed ad libitum. These animals were infected
shortly after birth, with 50 cercariae. Seventy seven rats and 73 mice were
inoculated with saline and constituted the control group of the study. The
infection covered a period of 48 weeks . Samples of liver and visual cortex were
removed, extracted and quantified with immunoassay kit (ChemiKineTM Nerve
Growth Factor (NGF) Sandwich ELISA Kit - Chemicon International). For the
morphometric analysis we used the pyramidal cells of the visual cortex layer IV
marked by extracelular injection of biotinylated dextran (10,000 kDa). The
results were expressed as mean + standard deviation. We used Student t test
to determine statistical differences between groups. The average value of NGF
found in the visual cortex of rats infected was 39.2% higher than in the control
group (infected: 400.9 + 143.1 pg/ml, control: 288 + 31.9 pg/mL , p < 0.0001). In
liver samples , the increase was 28.9% higher in the infected group (infected:
340.9 £ 103.9 pg/mL , p < 0.01, control: 264.4 + 38.6 pg/mL). No significant
increase was detected within a week of infection. Among the mice group, the
increase of NGF in the visual area was 94.1% (infected: 478.4 + 284 pg/ml, p <
0.01; control: 246.5 + 76.8 pg/ml). In the liver of these animals the increase was
138.7% (infected: 561.8 + 260.7 pg/mL , p < 0.01, control: 301.3 + 134.6
pg/mL). In mice group we found significant differences in dendritic parameters

evaluated. The number of dendrites was 11.41% higher in the infected group



than in the control (control: 25.28 + 5.19; infected: 28.16 £ 7.45, p < 0.05) . The
total length of dendrites was also affected (control: 4916.52 + 1492.65 um;
Infected: 5460.40 £ 1214.07 ym; p < 0.05), representing an increase of 11.06%.
The total area of the dendritic receptive field was increased by 12.99% (control:
29.346,69 + 11.298,62 um?; Infected: 33.158,20 + 7.758,31 um?, p < 0.05) while
the area had a somatic reduction of 13.61% (control: 119.38 + 19.68 pm?
infected: 103.13 + 24.69 pym?, p < 0.001). When we evaluated the effects of
increased NGF in rats infected we did not observe significant differences in
dendritic parameters analyzed, compared to the control group, except for an
increase in the area of the neuronal body of approximately 21.18% (control:
132,20 + 28.46 pm?; infected: 160.20 + 31.63 ym?, p < 0.00001). This work
showed that the reaction production of NGF in the CNS during infection with
Schistosoma mansoni occurs in greater magnitude than permissible in the
model in the model impermissible . We also demonstrated that in mice the
effects on neuronal morphology is dramatically affected when the body is
subjected to an increase in the concentration of NGF as a result of infection by
Schistosoma mansoni. Given these data, studies evaluating the potential impact
of visual effects and also in cell physiology caused by schistosomiasis infection
becomes necessary to assess the actual damage caused by this pathological

increase of nerve growth factor in the visual pathways of mammals .
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1.0 INTRODUGCAO

1.1 HISTORICO DA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose permanece um problema de saude publica em varias
partes do mundo, particularmente na Africa com mais de 200 milhdes de pessoas
infectadas em 2009 (Maroja, 1953; World Health Organization, 2011). No Brasil
estima-se entre 10 e 12 milhdes de doentes (Bouchet et al., 2003; Nascimento-
Carvalho & Moreno-Carvalho, 2005). E uma parasitose que tem como agente
etiolégico um trematdédeo da subclasse digénea que abriga a familia
Schistosomatidae com o0 género Schistosoma abrangendo espécies completamente
adaptadas (Maroja, 1953; Barbosa et al., 1981).

O parasitismo humano por Schistosoma mansoni é decorrente de uma
linhagem de parasitos que evoluiu anteriormente em roedores (Combes, 1990).
Admite-se que esta espécie tenha surgido na Asia e migrado para a Africa e, em
decorréncia das grandes migragbes alavancadas pela era das navegagbes e,
consequentemente pelo aumento substancial do trafico de escravos oriundos de
regides endémicas africanas, a doenga acabou se espalhando por quase todos os
continentes onde encontrou um hospedeiro suscetivel. Da mesma forma, uma das
hipéteses, seria que os moluscos hospedeiros poderiam ter sido introduzidos no pais
em tonéis de agua trazidos em embarcac¢des vindas do continente africano. Ao longo
deste processo evolutivo, foram selecionadas subpopulagdes (cepas) devido ao
desenvolvimento do helminto em diversas ordens de vertebrados e espécies de
moluscos da familia Planorbidae (Pitchford, 1977; Frandsen, 1979).

Como parte obrigatéria no ciclo biolégico dessa infecgdo, encontramos
algumas espécies de caramujos abrigando o Schistosoma mansoni como
hospedeiro intermediario. As trés espécies de moluscos transmissores dessa
enfermidade no Brasil sdo: Biomphalaria tenagophila, Biomphalaria straminea e
Biomphalaria glabrata. A distribuicdo geografica desses caramujos mostra B.
tenagophila com habitat mais frequente nos estados da regido sul, sudeste e pouca
presenca no centro-oeste. B. straminea com ampla distribuicdo nos estados do

nordeste e pouca presenga no centro-oeste e norte; e, finalmente a B. glabrata com



presenca em quase todo o territério brasileiro (Figura 1) (Barbosa et al., 1981,
Capron & Capron, 1986; Capron & Dessaint, 1992).

‘ Biomphalaria glabrata

@ Biomphalaria straminea

Biomphalaria tenagophila

Figura 1 Distribuicdo brasileira das principais espécies de caramujos hospedeiros do

Schistosoma mansoni.



Em Belém e algumas cidades do interior do Para, a Biomphalaria straminea e
a Biomphalaria glabrata tém sido as unicas espécies encontradas, entretanto,
somente a ultima foi achada naturalmente infectada (Santos et al., 1997,

Nascimento-Carvalho & Moreno-Carvalho, 2005).

1.2 O CICLO EVOLUTIVO DO PARASITA

A esquistossomose se caracteriza por uma infeccéo iniciada pela penetragao
ativa da forma infectante liberada pelo caramujo, a cercéria. Esta penetra pela pele
humana no momento em que o homem se banha em aguas onde existe a presenga
destes moluscos infectados. A invasao do sistema circulatério acontece em algumas
horas. Aproximadamente 25 dias depois, os vermes alcangcam a maturidade sexual
nas veias do sistema porta-hepatico onde se alimentam de sangue e acasalam. No
35° dia, a oviposicdo acontece na submucosa das veias do plexo hemorroidario
intestinal. Apds um breve periodo de maturagao, esta fina membrana se rompe
levando uma parte dos ovos ao meio externo. A liberagdo destes ovos contendo a
forma infectante para os caramujos — 0 miracidio - completa o ciclo biolégico da
doencga (Figura 2). Vale ressaltar que as fezes contendo os ovos precisam ser
depositadas em cole¢gdes aquaticas onde ha a presenca de moluscos suscetiveis,

como, infelizmente, ainda acontece em muitas regiées do Brasil.



Figura 2 Ciclo evolutivo simplificado do Schistosoma mansoni. 1. Ovo do parasita
com seu espiculo lateral caracteristico; 2. Forma infectante para o caramujo, o
miracidio; 3. Caramujo Biomphalaria glabrata; 4. Forma infectante para o homem, a
cercaria; 5. O homem é infectado ao banhar-se em aguas contaminadas com
cercarias; 6. Parasitas adultos (macho e fémea). Esta forma acasalada é

habitualmente encontrada nas veias mesentéricas do organismo hospedeiro.
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1.3 A DOENCA

A esquistossomose mansoénica € basicamente uma doenca que decorre da
resposta inflamatéria granulomatosa que ocorre em torno dos ovos vivos do parasita
que nao foram levados ao meio externo. Os antigenos sao secretados
principalmente pela membrana interna da casca do ovo maduro, chamada “envelope
de Von Lichtenberg”. Esses antigenos atravessam os poros dos ovos disseminando-
se na vizinhanga do mesmo. Estes sinalizadores, chamados antigenos soluveis dos
ovos (SEA, soluble egg antigens) induzem tanto a resposta imunoldgica humoral
quanto a celular e sao os elementos fundamentais na formacdo da reacgao
granulomatosa e, portanto, da doenga (Scrimgeour & Gajdusek, 1985; Capron &
Capron, 1986; Pittella, 1991a; Capron & Dessaint, 1992; Pittella, 1997; Ferrari,
1999).

Na fase aguda, a reagdo granulomatosa € exacerbada e atinge volume
consideravel, apresentando volume até 100 vezes o do ovo. Na fase crénica, este
granuloma atinge dimensdes bem menores , e, sem duvida, constitui vantagem para
0 hospedeiro ja que, em animais e pessoas imunodeprimidas, os antigenos do ovo —
alguns destes, potentes enzimas proteoliticas — vao lesar area bem maior do que a
constituida pelo granuloma, além de se observar acumulo de ovos nas paredes do
intestino.

Portanto, a deposi¢cao dos ovos do parasita nos tecidos do hospedeiro é o
evento fundamental de um complexo fisiopatolégico que promovera a formagao do
granuloma (ovo mais formagdo do granuloma que o envolve). Essas lesdes
granulomatosas sé&o as principais responsaveis pelas variagbes clinicas e pelas

complicagdes digestivas e circulatérias vistas.

1.4  GRANULOMAS NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

Embora esta doenga seja, primordialmente, localizada no sistema digestivo, o
SNC é o local mais comum para uma deposi¢cao ectopica de ovos. Uma das
hipoteses é que os ovos alcancariam o SNC através do fluxo venoso retrogrado para
dentro do plexo venoso epidural vertebral de Batson, o qual conecta o sistema

venoso portal a medula espinhal e veias cerebrais. Esta rota permitiria tanto a
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migragdo anémala dos vermes adultos para locais préximos ao SNC seguido por
oviposicao in situ, ou uma embolizacdo macica de ovos a partir do sistema porta
pélvico-mesentérico (de Abreu Ferrari, 2004; Nascimento-Carvalho & Moreno-
Carvalho, 2005).

Os pequenos ovos de S. japonicum viajariam por todo este percurso e
alcangariam o cérebro. Por outro lado, os ovos de S. mansoni e S. haematobium (de
dimensbes relativamente grandes) encontrariam maiores dificuldades. Uma vez
depositados no sistema nervoso, os embrides maduros estimulariam a reagao
periovular granulomatosa, da mesma forma como ocorreria em uma infecgédo
hepato-intestinal. Um grande numero de ovos e granulomas arrumados em areas
circunscritas no SNC causariam danos ao sistema nervoso adjacente pela resposta
inflamatoéria por si e por efeito de massa (Levi-Montalcini & Booker, 1960;
Scrimgeour & Gajdusek, 1985; Pittella, 1991a; 1997; Ferrari, 1999).

Os ovos poderiam alcangar o SNC tanto pela forma descrita acima (venosa)
quanto através do sistema arterial. Os ovos passariam para esta circulacdo através
de derivagbes arteriovenosas pulmonares ou através de anastomoses porto
pulmonares através da veia Azygos, o qual se formaria como consequéncia da
hipertensédo portal em decorréncia do grande numero de granulomas formados no
figado (Levi-Montalcini, 1987; Lindvall et al., 1994; Lewin & Barde, 1996; de Abreu
Ferrari, 2004).

A formagdo da reagdo granulomatosa em decorréncia da presenca de ovos
de S. mansoni no SNC também estimula a expressao de fatores inflamatérios e
neurotrofinas, entre elas, o fator de crescimento neuronal (NGF), o qual sera

abordado em seguida.

1.5  HISTORICO DO FATOR DE CRESCIMENTO NEURONAL (NGF)

O fator de crescimento neuronal (NGF) foi o primeiro membro da familia das
neurotrofinas a ser descoberto (Ebendal, 1992). Ele é fundamental para o
desenvolvimento e manutencdo fenotipica em neurbnios no sistema nervoso
periférico (SNP) e para a integridade funcional de neurénios colinérgicos no SNC
(Aloe et al., 1997). As sequencias de aminoacidos e mMRNA desta neurotrofina foram

classificadas e apontaram que o NGF é uma molécula altamente conservada ao
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longo da evolugédo e compartilha consideravel homologia dentre espécies diferentes
(Hallbook, 1999). A forma ativa do NGF € construida a partir da clivagem proteolitica
de uma forma precursora, o ProNGF, que possui importantes funcdes durante o
desenvolvimento embrionario e vida adulta possuindo tanto funcdo pré-apoptose
quanto propriedades neurotréficas (Fahnestock et al., 2004a; 2004b).

A descoberta do NGF data dos anos 50 e foi agraciada com o Prémio Nobel
de Medicina em 1986 (Levi-Montalcini, 1987). Em 1953, Rita Levi-Montalcini,
trabalhando com Victor Hamburger implantaram um sarcoma de camundongo em
embrides de galinha cujas asas haviam sido extirpadas. Eles observaram que o
tecido do tumor produziu um “fator soluvel” que promovia o crescimento de ganglios
sensoriais e simpaticos nas proximidades da regido retirada (Levi-Montalcini, 1987).
Posteriormente, em colaboragdo com Stanley Cohen, eles isolaram a substancia
responsavel e deram o nome de “fator de crescimento neuronal”. Por 35 anos, o
NGF tem sido considerado como um poderoso e seletivo fator de crescimento para
neurdnios simpaticos e sensoriais e também para células formadas a partir da crista
neural (Alleva et al., 1993; Rush et al., 1997; Anon, 2001).

1.6 FUNCOES CONHECIDAS DO NGF

O NGF controla dinamicamente a sintese de neurotransmissores e
neuropeptidios. Nos neurdnios simpaticos a producédo de noraepinefrina é regulada
por ele através da inducédo seletiva de tirosina-hidroxilase (TH) (Otten et al., 1977).
Na raiz do ganglio dorsal (RGD) a expressdao de neuropeptidios tais como a
Substancia P (SP) e a Calcitonina pelos neurbnios sensoriais primarios também esta
sob o controle do NGF (Mearow & Kril, 1995) e a privagao in vivo de NGF, como
resultado do tratamento anti-NGF, causa uma expressiva queda na sintese de SP e
Calcitonina (Verge et al., 1995). O NGF fornece a plasticidade neuronal que permite
que o sistema nervoso adulto modifique sua estrutura e funcdo de acordo com o
estimulo. De fato, a sintese de NGF em tecidos adultos se correlaciona com as
caracteristicas fenotipicas de neurénios do SNP, tais como densidade de inervacao,
tamanho do corpo celular, brotamento axonal, arborizagdo dendritica, indugcdo ou
inibicdo de neuropeptidios e neurotransmissores (Otten et al., 1977; Lindsay &
Harmar, 1989; Mearow & Kril, 1995; Verge et al., 1995).
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No sistema nervoso central, a maior parte do NGF é produzido no cortex,
hipocampo e glandula pituitéaria; embora uma quantidade significativa desta
neurotrofina também seja produzida em outras areas, incluindo os ganglios basais,
talamo, medula espinhal e na retina (McAllister, 2001). O NGF possui fungdes de
apoio na sobrevivéncia e fungdo de neurdnios colinérgicos no prosencéfalo basal
(Dreyfus, 1989), onde tais fung¢des incluem atencgéo, excitagdo, motivagao, memoria
e consciéncia. Uma vez que os neurbnios prosencefalicos sao altamente afetados
pelo Mal de Alzheimer, o NGF tem sido indicado como um fator protetor e/ou
curativo para desordens neurodegenerativas associadas a esses neurdnios (Allen &
Dawbarn, 2006). No sistema nervoso central, o NGF também regula caracteristicas
fenotipicas nos nucleos noradrenérgicos do hipotdlamo e tronco cerebral,
participando na regulagdo central da resposta autonémica (Spillantini et al., 1989;
Aloe et al., 1990).

Células do sistema imune-hematopoiético também produzem e utilizam o
NGF (Aloe et al., 1997; Bonini et al., 1999; Aloe, 2001). Desde as primeiras
descrigdes dos efeitos do NGF sobre os mastécitos (Aloe & Levi-Montalcini, 1977;
Aloe, 1988), o papel desempenhado por esta neurotrofina na regulagao das fungdes
imunes e no comportamento das células imunes vem sendo sumariamente
caracterizado. Os receptores de NGF sao expressos em populacdes celulares e
orgaos do sistema imune permitindo que este module a diferenciagdo celular e
regule a resposta imune. O NGF afeta a sobrevivéncia e/ou diferenciagdo e também
as caracteristicas fenotipicas das células-tronco hematopoiéticas (Cattoretti et al.,
1993; Chevalier et al., 1994; Auffray et al., 1996; Bracci-Laudiero et al., 2003),
granulécitos (Gee et al., 1983; Boyle et al., 1985; Kannan et al., 1991; Bischoff &
Dahinden, 1992; Takafuji et al., 1992; Blrgi et al., 1996; Sin et al., 2001; Gibbs et al.,
2005; Beigelman et al., 2009), linfocitos (Otten et al., 1989; Brodie & Gelfand, 1992;
Ehrhard et al., 1993a; Melamed et al., 1996; Torcia et al., 1996; Lambiase et al.,
1997a; Bracci-Laudiero et al., 2005; Noga et al., 2007) e mondcitos (Thorpe et al.,
1987; Ehrhard et al., 1993b; la Sala et al., 2000; Caroleo et al., 2001; Bracci-
Laudiero et al., 2005; Noga et al., 2007; Ma et al., 2010). A concentracdo de NGF
nos tecidos se altera durante a inflamacado e mediadores inflamatérios induzem a
sintese de NGF em varios tipos celulares (Kawamoto & Matsuda, 2004; Scuri et al.,
2010; Seidel et al., 2010). Uma produgédo elevada de NGF foi demonstrada em

tecidos de pacientes com doengas inflamatdrias e autoimunes (Linker et al., 2009;
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Scuri et al., 2010; Seidel et al., 2010) mas a razéo pela qual a concentragédo de NGF
€ aumentada nestas situacdes e como isto pode afetar respostas inflamatdrias esta
longe de ser totalmente compreendida.

As neurotrofinas interagem principalmente com duas classes de receptores
celulares; a classe trk e a classe p75"'". Dentre o primeiro grupo, os principais
receptores transdutores de sinais sao uma familia de trés tirosina-cinases
transmembrana chamadas trkA, trkB e trkC, sendo cada uma um dimero. O NGF
interage seletivamente com a trkA, enquanto o fator neurotréfico derivado do cérebro
e a neurotrofina 4/5 interagem principalmente com a trkB. A neurotrofina 3 ativa a
trkC e, em menor intensidade, a trkB. Assim como outros receptores tirosina-cinase,
a ativagao de receptores trk depende da dimerizagdo do receptor, um processo
iniciado pela ligagdo da neurotrofina. A fosforilagdo do dominio citoplasmatico dos
receptores de trk recruta moléculas de sinalizacdo especificas dentro do neurénio,
muitas das quais sao também usadas por outros receptores tirosina-cinase.

As neurotrofinas também se ligam a um receptor chamado de p75"'". Em

contraste aos receptores trk, cada neurotrofina se liga ao p75NTR

com a mesma
afinidade. Acredita-se que o receptor p75"'" tenha varias fungdes. Primeiro, ele
pode expor o NGF ao trkA. Segundo, ele transmite sinais intracelulares diretamente
através da ativacao de vias de transducao, que dependem de sinais desencadeados
pelos lipidios da membrana. Paradoxalmente, tem sido demonstrado que a ativagao

do receptor p75"™R

em células que nao tém receptores trk promove, mais do que
evita, a morte neural.
Um resumo do histérico de descobertas acerca das funcdes do NGF pode ser

visto na figura 3.
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Figura 3 Resumo do histérico das principais fun¢gdes conhecidas do NGF ao longo

do tempo de acordo com cada area de estudo.
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16 A INFECCAO POR Schistosoma mansoni E O NGF

A primeira indicagdo de que uma inflamacgéao elicia um aumento nos niveis de
NGF foi reportada por Fiore & Aloe (2001) onde demonstraram que granulomas
produzidos devido a injegbes intradermais de um musgo chamado musgo-da-
Irlanda, potencializaram os niveis locais de NGF. Este fator neurotrofico possui
papéis fisioldgicos cruciais na regeneragdo de nervos periférico lesionados, na
regulagdo do comportamento, e no desenvolvimento dos neurdnios colinérgicos
basais adultos do diencéfalo, células constantemente afetadas em doencgas
neurodegenerativas tal como o Mal de Alzheimer (Levi-Montalcini, 1987; Lindvall et
al., 1994; Aloe et al., 1996; Lewin & Barde, 1996; Aloe et al., 1998).

Utilizando o método de ELISA para medir os niveis de NGF, Alleva et al.,
(1993) e Fiore & Aloe (2001) evidenciaram que oito semanas apos a exposi¢ao de
camundongos sadios ao parasita, o figado e hipotalamo mostraram niveis elevados
do fator neurotréfico. Eles estavam aumentados em 3 vezes no figado, cinco vezes
no hipotalamo enquanto que no intestino ndo houve alteragéo significativa. Estudos
imunohistoquimicos demonstraram que os granulomas do figado mostravam intensa
positividade para o NGF.

Wiesel & Hubel (1963), Baker et al. (1974), Drager (1978), Boothe et al.
(1985), Berardi & Fiorentini (1991) e Aloe et al. (1996; 1998) demostraram que apds
15 a 18 semanas de infecgdo de camundongos por S. mansoni ja ocorria a
deposigado de ovos no cérebro os quais estdo associados com granulomas. Estes
granulomas foram encontrados principalmente no hipocampo, cerebelo, tronco
encefalico e nas proximidades de vasos sanguineos do coértex, confirmando a
hipotese que os ovos alcangam o SNC via sistema arterial ou através do fluxo
venoso retrégrado. A presenga de ovos e granulomas no SNC determinou altos
niveis de NGF no hipotalamo e tronco encefalico. Dentro dos granulomas,
numerosas células, principalmente mastdocitos, mostravam imunopositividade para
NGF, indicando que estas células poderiam contribuir para o aumento do mesmo.
Os niveis de NGF decairam no hipocampo de camundongos infectados e também
encontraram perda de neurbnios piramidais, os quais sdo uns dos responsaveis pela
producao do NGF. Além disso, camundongos cronicamente infectados, sem ovos ou
granulomas no cérebro, mostraram uma diminuigdo no peso corporal e marcantes

disturbios nos comportamentos exploratérios, de manutencdo e deslocamento.
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Assim, postula-se que a variagdo nos niveis de NGF no cértex de camundongos
infectados, de alguma forma, participa na regulacdo do comportamento desses
animais durante a tentativa de recuperagdo da célula nervosa (Giffin & Mitchell,
1978; Harwerth et al., 1989; Domenici et al., 1991; Alleva et al., 1993).

1.7 O NGF E O SISTEMA VISUAL

Sabe-se que a inativacdo de um dos olhos durante os primeiros dias de
desenvolvimento pds-natal modifica o balango de aferéncias nervosas vindas dos
dois olhos sobre neurdnios individuais no cértex visual de mamiferos. A maioria dos
neurdnios corticais perde suas entradas funcionais a partir do olho inutilizado, e a
distribuicao de células das colunas de dominancia ocular se altera em favor do olho
ativo (Wiesel & Hubel, 1963; Baker et al., 1974; Drager, 1978; Shatz & Stryker, 1978;
LeVay et al., 1980; Boothe et al., 1985; Berardi & Fiorentini, 1991). O olho inativado
torna-se amblidtico: sua acuidade visual e sensibilidade ao contraste sdo fortemente
diminuidas (Guillery & Stelzner, 1970; Sherman et al., 1974; Giffin & Mitchell, 1978;
Harwerth et al., 1989; Domenici et al., 1991).

Anatomicamente, a inativagdo monocular feita durante o periodo critico
resulta na reducao dos territoérios ocupados no cértex visual primario pelos terminais
vindos da lamina inativada do nucleo geniculado lateral (NGL) e da expanséao
complementar dos territérios ocupados pelas entradas vindas da lamina ativa (Shatz
& Stryker, 1978; LeVay et al., 1980; Hooks & Chen, 2007). Em acréscimo, existe um
substancial grau de encolhimento para as células de projecdo do NGL na lamina
inativada, mas somente na porcéo correspondente a representacao do campo visual
binocular (Guillery & Stelzner, 1970; Sherman et al., 1974; Maffei et al., 1992).

Os efeitos da inativagdo monocular sdo considerados consequéncias da
competicdo entre as entradas vindas de laminas ipsilaterais e contralaterais do NGL
na formacao das sinapses sobre os neurdnios corticais binoculares, competicao que
normalmente leva a segregacao em territérios separados.

Como consequéncia da privagao monocular, o olho com visdo normal domina
a entrada cortical. Os neurbnios binoculares sao fortemente diminuidos, e a maioria

das células corticais para de responder ao olho inutilizado.
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Diversos estudos mostram que o NGF possui papel fundamental na correta
formagdo do sistema visual em mamiferos. Em particular, esta neurotrofina ajuda a
modular e coordenar as colunas de dominancia durante o “periodo critico” do animal
(Micera et al., 2004; Hooks & Chen, 2007).

Abordando essa questdo, Carmignoto et al., (1989), Maffei et al. (1992),
Siliprandi et al. (1993), Lambiase & Aloe (1996) e Lambiase et al. (1997b)
demonstraram que o NGF é efetivo na prevencdo dos efeitos resultantes da
inativagdo monocular no cortex visual do rato e sugeriram que o0 mesmo € um fator
crucial nos processos de competicdo que levam a estabilizacdo das conexdes
funcionais geniculo corticais durante o periodo critico. Neste estudo, ratos foram
mantidos com um dos olhos suturados durante um més, comeg¢ando em P14 (14° dia
de vida pdés-natal). Trés grupos de estudo foram utilizados: um grupo monocular,
outro grupo monocular tratado com injegdes intraventriculares de B-NGF, e o terceiro
grupo de ratos com visdo normal. Notaram que a privagdo monocular causou uma
mudanca devastadora da distribuicdo das colunas de dominancia ocular em ratos
nao tratados, com diminuicdo do numero de células binoculares e aumento do
numero de células dominadas pelo olho ativo. Nos ratos monoculares tratados com
NGF, as colunas de dominancia permaneceram idénticas as dos ratos normais.

Segundo Lesser & Lo (1995) e Micera et al. (2004) o NGF atua tanto como
um fator na diferenciacdo quanto na sobrevivéncia celular. Ele modula o
desenvolvimento/diferenciacdo da retina e nervo Optico e promove a sobrevivéncia e
recuperacao das células ganglionares retinianas, fotorreceptores, nervo éptico e do
coértex visual apds injurias experimentais (Carmignoto et al., 1989; Siliprandi et al.,
1993; Lambiase & Aloe, 1996; Lambiase et al., 1997b; Heath et al., 1998).
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Sendo a esquistossomose um problema de saude publica mundial e tendo
vastas areas do Brasil como regides endémicas para a doenga, torna-se necessario
estudos mais detalhados com relacdo aos possiveis efeitos a fungdo neuronal em
decorréncia da hiperexpressao do NGF que a doenca pode desencadear sobre o
cortex visual.

Diante dos indicios de envolvimento do NGF na formagédo de projecdes
visuais, e também por sua elevada expressdo durante o curso dessa infecgao,
propomos um estudo morfolégico em células neuronais piramidais abordando dois
modelos experimentais com diferentes respostas imunes ao parasita. Um modelo
permissivel a infec¢do, ou seja, o camundongo, em comparagdo com um modelo
reconhecidamente nao permissivel, o rato (Capron & Capron, 1986; Pena et al.,
1995).

2.0 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Utilizar a infecgdo por S. mansoni como ferramenta para iniciar um aumento
patolégico de NGF e, assim, avaliar as possiveis alteragdes morfoldgicas no cortex

de ratos e camundongos infectados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o possivel comprometimento das propriedades morfométricas basicas
de neurdnios piramidais na camada IV do cértex cerebral em ambos os modelos
infectados, sempre comparando-os com grupos-controle. Os parametros
morfolégicos avaliados foram: area do corpo celular, comprimento dendritico total,
numero de dendritos, numero de ramificacbes primarias, area do campo receptor

dendritico e distribuicdo dendritica de acordo com a analise de Sholl.
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3.0 METODOLOGIA

3.1 MODELOS EXPERIMENTAIS

Neste estudo utilizamos dois modelos experimentais — camundongos e ratos.
Os camundongos sdo os modelos classicos de estudo em esquistossomose. Neste
organismo o ciclo do parasita € completo o que nos permite avaliar de forma integral
toda a gama de aspectos fisiopatoléogicos que a formagdo de granulomas
desencadeia tanto no sistema digestivo quanto em deposi¢des ectdpicas no SNC.
Por outro lado, a razdo para a escolha do rato como segundo modelo experimental
requer explicacbes mais detalhadas. A maioria dos estudos bioquimicos e
moleculares no SNC foram realizados no cértex visual deste animal, além disso, as
propriedades funcionais do cértex visual do rato sdo muito similares a de outros
mamiferos; por exemplo, as células binoculares corticais perfazem
aproximadamente 80% do total de neurbnios desta area e a seletividade a
orientacédo esta claramente presente (Maffei et al., 1992; Fagiolini et al., 1994). As
propriedades funcionais dos neurbnios do cortex visual do rato estdo imaturas
quando o animal abre os olhos alguns dias apés o nascimento e se desenvolve
gradualmente durante o primeiro més de vida pds-natal (Fagiolini et al., 1994). O
desenvolvimento do sistema visual do rato € fortemente influenciado pela
manipulagdo da experiéncia visual durante o curto periodo de desenvolvimento pds-
natal chamado de “periodo critico”. No rato, este periodo é particularmente ainda
mais breve alcan¢gando, no maximo, a terceira semana pos-natal (Fagiolini et al.,
1994). Este curto periodo torna o animal um modelo excelente para se avaliar as
possiveis implicacbes que o NGF poderia causar sobre a plasticidade neuronal
desencadeada pela infeccdo mansénica.

Diante do exposto acima, os animais em experimentacdo foram divididos em
4 grupos totalizando 174 ratos e 135 camundongos. O primeiro grupo de animais,
composto por 97 ratos, foram infectados por via subcutanea com 50 cercarias até 72
horas apdés o nascimento, portanto, antes da completa formagao da circuitaria
neuronal. O segundo grupo foi composto por 62 camundongos albinos infectados da

mesma forma descrita para os ratos. O terceiro e quarto grupos foram constituidos
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pelos animais ndo tratados pertencentes a cada espécie estudada (77 ratos e 73
camundongos) (figura 4). As areas estudadas compreenderam: uma amostra do
figado com o objetivo de comprovar a infecgdo, uma amostra de bloco cerebral
contendo a area cortical visual e, o restante do encéfalo de modo a se fazer
comparacgdes quanto as alteragcdes encontradas.

Esta divisdo em grupos foi aplicada a todas as fases do estudo. Estes animais
receberam agua e comida ad libitum.

O estudo foi realizado em 3 fases, sendo elas: 1) Detecgdo molecular, através
da técnica de PCR, de parasitas e/ou ovos no cértex cerebral, figado e demais areas
cerebrais dos animais infectados e confirmagéo da auséncia do parasita em animais
controle; 2) Dosagem, por meio da técnica de ELISA, da concentragdo de NGF no
cértex cerebral, figado e demais areas cerebrais dos animais infectados e controle;
3) Estudo morfométrico celular com objetivo de avaliar as possiveis alteragdes
morfolégicas em neurdnios expostos a uma hiperexpressao patoldgica de NGF.

O uso de cobaias de experimentacdo foi autorizado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Com Animais do Instituto Evandro Chagas (CEPAN/IEC — N° 0016/07) e
foram tratados de acordo com as normas éticas em vigor. Os animais sacrificados
dos grupos experimental e controle foram armazenados em recipientes descartaveis
apropriados ao descarte de material biolégico infectante. Os mesmos foram
eliminados ao fim de cada dia de experimentos no incinerador do Instituto Evandro
Chagas.

A analise estatistica foi feita comparando grupos de ratos inoculados com n&o
inoculados assim como para os camundongos. Utilizamos os teste t de Student para
amostras independentes quando comparamos grupos de mesma espécie e também
quando avaliamos o grau de diferenga entre periodos de infecgcédo, sempre utilizando
a = 0,05. Um resumo do numero de animais utilizados em cada fase do estudo pode

ser visto na tabela 1.
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Figura 4 Esquema proposto para os grupos de trabalho. Grupo experimental: 1. Rato
McCoy (modelo ndo permissivel) infectado com 50 cercarias de S. mansoni; 2.
Camundongo albino (modelo permissivel) infectado com 50 cercérias de S. mansoni.
Grupo controle: 3. Rato McCoy néo infectado; 4. Camundongo albino n&o infectado.

Todas as infecgdes ocorreram até 72 horas apos o nascimento de cada animal.



Tabela 1 Resumo da quantidade de animais utilizada de acordo com cada fase do estudo

23

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Total

Ratos Infectados (n)

Camundongos

Infectados (n)

Ratos Controle (n)

Camundongos

Controle (n)

30

53

14

97

30

20

12

62

30

28

19

77

30

18

25

73
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3.2 FASE 1: DETECCAO MOLECULAR DO PARASITA

Trinta ratos e camundongos infectados, e 30 nado infectados, foram
submetidos a detecgdo do parasita no SNC como forma de confirmar a origem da
elevacado de NGF. Esta deteccao foi feita através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR — polymerase chain reaction) uma vez que o0 uso da amplificagao
de DNA como forma de detectar e identificar parasitas e outros organismos em seus
hospedeiros tém sido amplamente utilizado (Jones et al., 1993; de Caballero et al.,
1994; Rognlie et al., 1994; Pena et al., 1995). Esta fase foi totalmente realizada nas

instalagdes da plataforma de biologia molecular do Instituto Evandro Chagas.

3.2.1 Extragdo do DNA

Amostras do figado, coértex visual e o restante das areas cerebrais foram
extraidas 40 dias apds a inoculagdo dos animais (periodo o qual a oviposigao ja se
deu inicio). A anestesia foi feita com injecao intraperitoneal de cloridrato de
guetamina mais xilazina (0,1 ml/ 100g) e posterior sacrificio dos animais através de
deslocamento cervical.

A extracdo de DNA do parasita a partir das amostras foi feita utilizando-se o
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA) seguindo o seguinte protocolo:
aproximadamente 20 mg de tecido fresco foi macerado e homogeneizado com 600
Ml de solugao de lise e incubados a 65°C por 30 minutos. Foram adicionados 3 pl de
solugdo de RNAse e o material foi agitado a 37°C durante 30 minutos. Apds o
esfriamento a temperatura ambiente, adicionamos 200 pl de solugao de precipitagao.
Mais uma vez o material foi agitado em vértex e resfriado em gelo por 5 minutos. A
amostra foi precipitada em centrifuga refrigerada a 16.000 x g durante 4 minutos. O
sobrenadante resultante da centrifugagéo foi transferido para um novo microtubo
contendo 600 pl de isopropanol onde foi mais uma vez centrifugado a 16.000 x g por
apenas 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e acrescentado 600 ul de etanol
70% ao pellet. Seguiu-se mais uma centrifugacédo sob as mesmas circunstancias
descritas anteriormente e, apds isso, o etanol foi aspirado. O pellet de DNA foi
secado ao ar livre por 15 minutos e reidratado com a solug¢ao de reidratacao por 1
hora a 65°C.
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3.2.2 PCR e eletroforese

Uma regido minissatélite no DNA mitocondrial (mtDNA) de S. mansoni foi
identificada por Pena et al., (1995) e Jannotti-Passos et al. (1997). Esta regido
consiste de varias repeticdes de fragmentos com 558 pb e um numero variavel de
fragmentos organizados em 62 pb. A amplificagdo do DNA, usando sequéncias
repetitivas que sao especificas para S. mansoni e sao altamente representativas de
seu genoma, € uma abordagem valiosa para a detec¢gdo do organismo em seu
hospedeiro uma vez que mostra um elevado grau de especificidade para S. Mansoni
em comparacao com outras infec¢des por trematddeos.

Desta forma, utilizamos um par de iniciadores (primers) desenhados para
amplificar unidades minissatélites em tandem do mtDNA de S. mansoni (Pena et al.,
1995) . Os iniciadores foram: ER (5-ACCTACCGTACTATGACG) e EF (5-
GGTCCTAGTGTTATAGCC).

As concentragdes dos reagentes constituintes da reagdo de PCR foi feita de
acordo com Jannotti-Passos et al. (1997), ou seja, 0,8 unidades de TAQ Polimerase
(INVITROGEN); dNTPs (200 uM); MgCl, (1,5 mM); KCI (50 mM); Tris-Hcl (10 mM) e
5 pmol de cada iniciador em um volume final de 10 yL. O mtDNA foi amplificado em
um termociclador MasterCycler Personal (EPPENDORF), utilizando 35 ciclos de
amplificagdo sob as seguintes condi¢des: etapa de desnaturagao inicial a 95°C por 3
minutos; fase de anelamento a 40°C por 1 minuto e uma fase de extensdo a 72°C
por 1 minuto. Para os proximos 34 ciclos, o tempo de desnaturagao foi diminuido
para 45 segundos. Uma etapa final de extensao (72°C) foi adicionada nos ultimo 5
minutos da reacgdo. A eletroforese para separagao das bandas foi feita em gel de

agarose 2% corado com Brometo de Etidio.

3.3 FASE 2: ANALISE IMUNOENZIMATICA

Uma amostragem de 53 ratos infectados e 28 n&o infectados foram
submetidos a infecgcdes de 1 a 44 semanas de duragao. De forma semelhante, 20
camundongos infectados e 18 ndo infectados foram submetidos a infeccbes de 1 a

39 semanas.
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Animais representantes de todos os grupos foram submetidos a dosagens
corticais e hepaticas de NGF quantificados em kit comercial padronizado
(ChemiKine™ Nerve Growth Factor (NGF) Sandwich ELISA Kit - CHEMICON
INTERNATIONAL). A concentragdo de NGF no figado foi medida para se realizar
comparagado com a concentragdo alcangada no cortex visual, tornando segura a
afirmacdo de que a infecgao teve inicio e que o animal esta pronto para os testes
subsequentes no SNC.

Para isso os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de
cloridrato de quetamina mais xilazina (0,1 ml/ 100g) e posterior sacrificio dos animais
através de deslocamento cervical. Um bloco cortical contendo a area visual foi
removido, assim como uma amostra de tecido do figado. Estes foram submetidos ao
protocolo de extragdo e dosagem fornecido pelo fabricante do kit.

O longo periodo de infecgdo (até 44 semanas) serviu para nos mostrar o
momento preciso em que o pico de hiperexpressao de NGF aconteceu, dando-nos
assim, a indicagao de infeccdo ideal para iniciarmos os estudos morfométricos em

células do coértex visual.

3.4 FASE 3: ESTUDO MORFOMETRICO

Apods a obtencao da informacéo sobre o tempo necessario para que o nivel de
NGF alcangasse seu valor maximo de expresséo, 14 ratos e 12 camundongos
infectados e 19 ratos e 25 camundongos né&o infectados foram anestesiados com
injecao intraperitoneal de cloridrato de quetamina mais xilazina (0,1 ml/ 1009).

Estes animais foram levados ao aparelho estereotaxico adequado para
roedores onde foram feitas inje¢cdes extracelulares de Dextrana 10.000 kD
(INVITROGEN) diretamente no cértex visual do animal. As coordenadas
estereotaxicas utilizadas foram aquelas propostas por Ling & Gerard, (1949);
Paxinos & Franklin (2004) e Paxinos & Watson (2007). Apés as injegbes, 0s animais
foram suturados e tratados com os seguintes antibidticos: sulfato de neomicina (5
mg/g) associado a bacitracina (250 Ul) na forma tdpica e enrofloxacina (2,5 mg/kg)
intramuscular diariamente por 3 dias. Também utilizamos o analgésico e
antiinflamatorio piroxicam na forma intramuscular. Estes animais foram recolhidos

em gaiolas esterilizadas para um periodo de recuperagao. Apos 48-72h estes foram
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submetidos a perfusdo intracardiaca com Paraformaldeido (4%) mais Glutaraldeido
(2%). Seus cérebros foram retirados, a area visual separada e cortada em fatias de
250 uym de espessura através de um micrétomo.

As fatias foram lavadas com tampéo fosfato salino (PBS) em 3 etapas de 5
minutos com agitagao de 100 RPM; em seguida foi acrescentado PBS mais perdxido
de hidrogénio (1%) onde as fatias foram incubadas por 30 minutos sob agitagao.
Seguiu-se uma lavagem com PBS com 5 minutos de duragédo e incubagdo com
Triton-X por 30 minutos, também sob agitagdo. Foram acrescidas 3 lavagens com
duragédo de 5 minutos para que, entdo, o material fosse incubado juntamente com a
solucdo A mais a solucdo B que fazem parte do Vectastain Elite ABC kit; 1:100
(Vector Laboratories) por 2 horas. As secg¢bes foram lavadas em PBS e tampéo Tris
(0,1M) e entdo coradas com 3,3-diaminobenzidina (DAB). As fatias foram montadas
em laminas e coradas através da técnica de Nissl para contracoloracdo e melhor
diferenciagao das camadas corticais.

Os neurdnios revelados foram fotografados com uma camera Zeiss Axiophot
(Carl Zeiss AG) em intervalos de 2 ym descendo em diregdo ao eixo Z. Os planos
individuais foram montados utilizando o software Helicon Focus (HeliconSoft) e as
reconstrugdes das células foram feitas usando o plugin Neurond desenvolvido para o
software Imaged (Meijering et al., 2004).

Neste trabalho, avaliamos as propriedades morfométricas de neurbnios
piramidais da camada |V, sendo elas: Quantidade de dendritos, quantidade de
dendritos primarios, comprimento dendritico total, area do soma, area do campo

receptor dendritico e distribuicdo de Sholl.

3.4.1 Controle de qualidade

O conhecimento acerca da morfologia neuronal na regido cerebral de
interesse € crucial para se realizar medicbes precisas, por isso, utilizamos os
critérios descritos por Roitman et al. (2002) para avaliar quais neurdnios seriam
apropriados a serem utilizados em nossas analises. Estes critérios foram: completo
preenchimento do corpo celular, nenhuma quebra ou descontinuagéo ao longo dos
dendritos, nenhum entrelagamento visivel entre neurbnios proximos, um numero

minimo de neuritos partindo do corpo celular assim como das ramificacdes
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subsequentes. Os neurdnios que se enquadraram nestes critérios foram tragcados e
medidos através do software Imaged com auxilio do plugin Neurond.

Os seguintes parametros morfométricos foram avaliados: quantidade de
dendritos primarios, quantidade de dendritos secundarios, comprimento dendritico
total (soma dos comprimentos de todos os dendritos), area de campo receptor
dendritico e drea do soma neuronal. Também utilizamos a analise de Sholl como
ferramenta de avaliagdo da morfologia neuronal. Esta analise ¢é feita,
conceitualmente, desenhando-se circulos concéntricos em torno do corpo celular,
aumentando-se o raio destes circulos e contando-se o numero de vezes que cada
circulo cruza uma ramificacdo neuritica (exemplo desta analise pode ser vista na
figura 5). O numero de interse¢des € entdo plotada em um grafico em fungédo da
distancia radial a partir do corpo celular. Esta ferramenta nos fornece uma
representacdo quantitativa do quanto a densidade neuritica varia espacialmente. Em
nosso estudo, esta andlise foi feita automaticamente atraves do plugin ShollAnalysis
(GoshLab) também desenvolvido para o software ImageJ.

Para se eliminar o bias causado pela grande variagdo de tamanho existente
entre neurdnios de diferentes camadas, escolhemos apenas neurénios marcados na

camada |V cortical.
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Figura 5 Exemplo de como ¢ feita a analise de Sholl em um neurénio piramidal. Os
circulos vermelhos possuem um incremento de 50 ym em relagdo ao seu
antecessor. Os pontos azuis representam as ramificacbes encontradas em cada

intersecao e que foram plotadas em funcao da distancia em relagédo ao corpo celular.
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40 RESULTADOS

41 DETECCAO DO PARASITA

Em nossos estudos realizamos a deteccao do parasita em blocos corticais
contendo a éarea visual e também no figado de ratos e camundongos albinos,
infectados e n&o infectados, através da técnica de PCR.

Dos 30 ratos inoculados com o parasita S. mansoni foi possivel identificar a
presenga do parasita (ou de seu ovo) no SNC em 10% (3 ratos) das amostras, o que
nos mostra que, apesar da conhecida resisténcia do animal a infeccdo mansodnica,
ainda assim, uma quantidade significativa de individuos sucumbem a infecgéo
ectdpica da parasitose, sem no entanto, apresentar sintomas aparentes. No figado,
a taxa de detecgao foi de 50% (15 animais).

Quanto aos camundongos, a taxa de identificagdo do parasita (ou de seu ovo)
no SNC chegou a 80% dos individuos inoculados (24 camundongos). Quatro
camundongos morreram durante o curso da infecgao e o restante apresentou sinais
classicos de infegdo, tais como emagrecimento, apatia e hepatomegalia. No figado,
a taxa de detecgao de ovos/parasitas foi de 100%, mostrando uma alta eficacia na
relagao inoculagao/infeccao.

Este resultado nos mostra uma alta sensibilidade da técnica quando
comparada com outras formas de deteccéo ja realizadas (Cheever, 1970; Silva et
al., 2002; Nascimento-Carvalho & Moreno-Carvalho, 2005).

Os animais controle mostraram-se negativos para a presenga de Schistosoma
mansoni em qualquer area estudada, ou seja, ndo houve amplificagdo da regido
minisatélite do DNA mitocondrial do parasita onde foram encontradas apenas
amplificagdo inespecificas.

Na figura 6, mostramos um gel de agarose representativo das amplificagcbes

da regiao especifica de S. mansoni.
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Figura 6 Gel de agarose 2% corado com Brometo de Etidio mostrando a
amplificagdo da regido especifica do mtDNA de S. mansoni. 1) Padrdao peso
molecular; 2) Controle positivo (cercarias de S. mansoni); 3) Bloco cortical contendo
a area visual de camundongo inoculado ha 32 semanas; 4) Bloco cortical contendo a
area visual de camundongo nao inoculado; 5) Bloco cortical contendo a area visual
de rato ndo inoculado; 6) Bloco cortical contendo a area visual de rato infectado ha

39 semanas; 7) Figado de camundongo inoculado.



Tabela 2 Taxa de sucesso de identificacdo do parasita de acordo com cada area estudada em cada modelo experimental
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Modelo n SNC (+) Figado (+)

Rato 30 10% 50%

Camundongo 30 80% 100%




33

4.2 CONCENTRACAO DE NGF

4.2.1 Camundongos

Nao foram encontradas diferengas significativas quanto a concentracéo de
NGF entre os hemisférios direito e esquerdo em qualquer grupo estudado.

Na Figura 7A, nota-se que a concentracédo de NGF no bloco retirado da area
visual de camundongos infectados foi 94,1% superior ao grupo controle
(infectados: 478,4 + 284,0 pg/mL; p < 0,01; controle: 246,5 + 76,8 pg/mL). Nas
demais regides cerebrais esse aumento foi de 138,7% (infectados: 516,3 £ 266,0
pg/mL; p < 0,001; controle: 216,3 + 78,4 pg/mL).

O aumento da concentracdo de NGF no figado dos animais, apds a
inoculacdo, acompanhou o0 mesmo ritmo de elevagcdo do SNC, demonstrando que a
migragdo de parasitas/ovos para o encéfalo ocorre concomitantemente (86,5%;
infectados: 561,8 £ 260,7 pg/mL; p < 0,01; controle: 301,3 + 134,6 pg/mL).

N&o observamos aumentos significativos antes de 3 semanas de infecgéao.
Apdés 21 semanas todas as areas estudadas ja mostravam niveis muito
elevados, porém apos a 39° semana, apenas o figado mostrou queda significativa
na concentracdo de NGF. Nesse periodo a concentragcdo do fator de crescimento

neuronal no SNC se manteve ainda muito elevado (figura 7B).
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Figura 7 Concentragdo de NGF em diferentes areas de interesse. Topo) Resultado
da hiperexpressédo do fator de crescimento neuronal apdés a inoculagdo de 50
cercarias em camundongos. O aumento de NGF nas 3 areas estudadas foi
estatisticamente significativo (figado p< 0,01; visual p< 0,01; demais areas p<
0,001); Baixo) Camundongos infectados com 50 cercarias mostrando o pico de
producdo da neurotrofina em torno da 21° semana; Até 3 semanas ndo ha aumento

significativo comparado com o grupo controle.
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4.2.2 Ratos

A concentragdo de NGF, no bloco cortical contendo a area visual de ratos
inoculados, foi 39,2% superior ao grupo controle (infectados: 400,9 + 143,1 pg/mL; p
< 0,0001; controle: 2880 <+ 31,9 pg/mL). Nas outras areas
cerebrais esse aumento foi de 29,9% (infectados: 372,1 + 168,8 pg/mL; p
< 0,01; controle: 286,4 + 26,3 pg/mL); (Figura 8A).

No figado o aumento foi mais rapido (2 semanas) porém de menor
magnitude do que nos camundongos inoculados (28,94%; infectados: 340,9
+ 103,9 pg/mL; p < 0,01; controle: 264,4 + 38,6 pg/mL). Nao observamos
aumentos significativos antes de 3 semanas de infecgao.

Apos 8 semanas todas as areas estudadas ja mostravam niveis muito
elevados, porém apos a 10° semana, notamos um decréscimo continuo,
provavelmente em virtude das defesas imunolégicas do modelo ndo permissivel
(Figura 8B).
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Figura 8 Topo) Diferentes regides do rato também s&o afetadas pelo aumento na
concentragdo de NGF, porém, em menor escala; O aumento de NGF nas 3 areas
estudadas também foi estatisticamente significativo no rato (figado p< 0,01; visual p<
0,0001; demais areas p< 0,01); Evolugdo da concentragcdo de NGF ao longo do
tempo de infecgdo. Baixo) Ratos inoculados mostraram uma reacéo de produgao da
neurotrofina em menor escala do que os camundongos e também mostraram um

quedas nos niveis de forma mais constante.



Tabela 3 Resumo das concentracbes de NGF encontradas em cada modelo de estudo por area de interesse
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Ratos Camundongos
Area C(ﬁrzmtzrgl)e Inzic;tSag)o S Aumento  Valorde p C(grzlt{gl)e Inzic;tgg)o S Aumento Valor de p
Area Visual 288 +31,9 400,9 £ 1431 39,2% 0,0001 246,5+ 76,8 478,4 +284,0 94,1% <0,01
Figado 264,4 + 38,6 340,9+103,9 28,9% 0,01 301,3+134,6 561,8 +£260,7 138,7% <0,01
Areas do SNC  286,4 +26,3 372,1+168,8 29,9% 0,01 216,3+78,4 516, 3 +266,0 86,5% < 0,001
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4.3 MORFOMETRIA NEURONAL

4.3.1 Camundongos

Quando avaliamos as diferengas na morfometria de neurénios piramidais da
camada IV em camundongos encontramos diferencgas significativas comparadas ao
grupo infectado por Schistosoma mansoni.

A quantidade de dendritos foi 11,41% maior no grupo infectado do que no
controle (controle: 25,28 + 5,19; infectados: 28,16 + 7,45; p < 0,05) assim como a
quantidade de dendritos primarios foi aumentada em 16,56% (controle: 6,52 + 2,17,
infectados: 7,60 £ 1,96; p < 0,05). O comprimento total dos dendritos também foi
afetado (controle: 4.916,52 £ 1.492,65 ym; infectados: 5.460,40 + 1.214,07 uym; p <
0,05) correspondendo a um aumento de 11,06%. A éarea total do campo receptor
dendritico sofreu um aumento de 12,99% (controle: 29.346,69 + 11.298,62 pm?;
infectados: 33.158,20 £ 7.758,31; p < 0,05) enquanto que a area somatica teve uma
reducao de 13,61% (controle: 119,38 + 19,68; infectados: 103,13 £ 24,69; p < 0,001).

4.3.2 Ratos

Em ratos inoculados com 50 cercarias até 72 horas apds o nascimento
encontramos um aumento, sem significancia estatistica, de 1,82% na quantidade de
dendritos (controle: 21,97 £ 6,94, infectados: 22,37 £ 6,66), no entanto, a quantidade
de dendritos primarios foi grandemente afetada, com um aumento de 20,21%
(controle: 4,70 + 1,62; infectados: 5,65 + 1,23; p < 0,001). Outro parametro
morfométrico que também foi fortemente afetado em neurdnios piramidais de ratos
foi a area do corpo neuronal onde observamos um aumento da ordem de 21,18%
(controle: 132,20 £ 28,46; infectados: 160,20 + 31,63; p < 0,00001), contrariamente
ao observado no grupo infectado dos camundongos onde notou-se uma diminui¢ao
do mesmo parametro. As demais propriedades estudadas ndo mostraram diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos controle e experimental (tabela 4).
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Tabela 4 Resumo das propriedades morfométricas encontradas para cada modelo experimental nas duas situacées de tratamento

Ratos Camundongos
Paréametro Controle Infectados Aumento \c/jzlcr))r Controle Infectados Aumento \c/jzl?)r
Dendritos (un.) 21,97 6,94 22374666  1,82% n/s 2%,21%* 28,16 +745  1141% <005
De”dr”‘(’jn‘_’)”mé”°s 470£162 565+123  2021% <0001 652£217 760+19  1656%  <0,05
Comprmerooel | LOE00s 1TSS ogn w48 S i <oos
feawagosoms s 10208 g, o | B 0B e <om
fmadoCempe  pomls WIS asw owe |00 WIWAL pew  <on
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Figura 9 Alteracées na morfologia dendritica observadas apds inoculagdo com 50

cercarias de S. mansoni em células piramidais da camada |V de ratos.
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Figura 10 Alteragdes na morfologia dendritica observadas apds inoculagdo com 50

cercarias de S. mansoni em células piramidais da camada IV de camundongos.
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Figura 11 Andlise de Sholl demonstrando que a distribuicdo dendritica de
camundongos (A) mostra, em animais infectados, um maior numero de intersecdes
até 50 ym de distancia do soma devido ao fato da maior quantidade de dendritos
primarios. Em ratos (B), este aumento no grupo contaminado também foi detectado

até 10 um de distancia do soma.
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100 pm

Figura 12 Exemplo do aumento da quantidade total de dendritos e dendritos
primarios em camundongos infectados. As figuras a direita representam
reconstrugdes digitais das fotomicrografias reais a esquerda; A) Neurdnio piramidal
em camundongo sadio; B) Neurénio piramidal em camundongo infectado; As setas

indicam dendritos secundarios emergindo a partir de dendritos primarios.
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100 ym

Figura 13 Exemplo do aumento da quantidade de dendritos primarios em ratos
infectados. As figuras a direita representam reconstru¢cdes digitais das
fotomicrografias reais a esquerda; A) Neurénio piramidal em rato sadio; B) Neurdnio
piramidal em rato infectado; A seta indica dendrito apical emergindo a partir do

soma.
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100 um

Figura 14 Exemplo do aumento da area do soma em ratos infectados. As figuras a
direita representam reconstrugdes digitais das fotomicrografias reais a esquerda; A)
Neurdnio piramidal em rato sadio (soma = 72,56 pm?); B) Neurdnio piramidal em rato
infectado (soma = 251,25 pm?); A seta indica o soma significativamente aumentado

de tamanho no neurdnio piramidal pertencente a mesma camada cortical (V).
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100 ym

Figura 15 Exemplo da diminui¢gdo da area do soma em camundongos infectados. As
figuras a direita representam reconstrugbes digitais das fotomicrografias reais a
esquerda; A) Neurdnio piramidal em camundongo sadio (soma = 144,86 ym?); B)
Neurdnio piramidal em camundongo infectado (soma = 117,65 pm?); A seta indica o
soma significativamente diminuido de tamanho no neurénio piramidal pertencente a

mesma camada cortical (1V).
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100 unit

Figura 16 Exemplo do aumento da area do campo receptor dendritico em
camundongos infectados. As figuras a direita representam reconstru¢des digitais das
fotomicrografias reais a esquerda; A) Neurdnio piramidal em camundongo sadio
(4rea do campo receptor = 11.456,06 um?); B) Neurdnio piramidal em camundongo
infectado (soma = 65.902,29 um?); A linha pontilhada indica a delimitacdo do campo
receptor significativamente aumentado de tamanho no neurbnio piramidal

pertencente a mesma camada cortical (V).
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5.0 DISCUSSAO

5.1 DETECCAO MOLECULAR DO PARASITA

Neste estudo, um ensaio utilizando a reagdo em cadeia da polimerase foi
usada como ferramenta para a detec¢cao do parasita Schistosoma mansoni ou de
seu ovo no sistema nervoso central de ratos e camundongos inoculados com 50
cercarias até 72 horas apos o nascimento. Esta inoculagao foi feita com o objetivo
de eliciar um aumento na taxa de NGF. Também foi realizada a deteccdo deste
parasita no figado de cada um dos modelos experimentais utilizados com o intuito de
confirmar a infecgdo na forma tradicional da doenga assim como em outras areas do
SNC. Isto foi feito para tornar possivel uma comparagao sobre o grau de deposi¢cao
do parasita em relagao a area de interesse deste estudo, o cortex visual.

Utilizando o primer descrito por Jannotti-Passos et al. (1997) nés obtivemos
uma taxa de sucesso de identificagcao do parasita em 10% das amostras retiradas do
cortex visual de ratos e 50% das amostras de figado. Em camundongos, um modelo
permissivel a infecgcao - aquele que completa o ciclo do parasita eliminando ovos no
ambiente - a taxa de deteccao foi consideravelmente maior. Em 80% das amostras
do cértex visual primario foi possivel identificar a presenga de S. mansoni enquanto
que em amostras hepaticas esta taxa apresentou positividade total, ou seja 100%
delas.

Técnicas moleculares para o diagnéstico da esquistossomose foram descritas
em varios trabalhos anteriores (Pontes et al., 2002; 2003; do Vale Gomes et al.,
2006; Sandoval et al., 2006), no entanto, uma comparagao valida entre estes
métodos é dificil de se realizar uma vez que eles sao muito diversos com relacédo ao
uso dos fragmentos de DNA utilizados como alvo, isolamento do DNA,
procedimentos da PCR e métodos de selegcao das amostras.

Obviamente, devido ao alto custo, esta técnica molecular ndo pode ser
aplicada para diagndsticos clinicos de rotina da esquistossomose em areas e/ou
paises endémicos, embora os precos dos equipamentos e material de consumo tem

se tornado cada vez mais acessiveis.
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Em nossa opinido, a técnica de PCR descrita acima, associada aos nossos
resultados fornecem uma poderosa alternativa para estudos sobre a deposicao
ectdpica de ovos e/ou parasitas em modelos animais mesmo que este seja um
animal ndo permissivel a infeccdo tal como o rato, onde obtivemos 10% de
positividade no SNC. Esta abordagem também pode ser utilizada para estudos
sobre a deteccao ectopica de diversos outros parasitas intestinais tais como Giardia
lamblia, Cryptosporidium sp. e Entamoeba histolytica (Verweij et al., 2004; Hove et
al., 2007; Verweij et al., 2007).

A deteccdo do parasita no SNC também provoca a discussdo sobre os
possiveis efeitos clinicos que esta deposicdo ectdpica possa ocasionar no
hospedeiro. No presente trabalho, esta abordagem nao foi avaliada mas futuros
estudos correlacionando a deteccdo molecular do parasita e as consequentes
repercussodes fisiopatoldgicas e comportamentais em modelos experimentais podem
elucidar muitas questdes ainda nao abordadas adequadamente.

Quando este tipo de deposicao de ovos de Schistosoma sp. acontece no SNC
utilizamos o termo “neuroesquistossomose” (NESQ) onde podemos incluir o
envolvimento sintomatico ou assintomatico do sistema nervoso central. Quando
associada com sintomas clinicos, ela representa umas das mais severas
apresentacoes da infeccdo mansbénica. A NESQ pode ser causada pelo
Schistosoma japonicum, S. mansoni, e S. haematobium. Considerando a forma
sintomatica, as duas Uultimas espécies estdo quase sempre associadas com a
sindrome mielorradicular e comprometimento cerebral.

A esquistossomose mielorradicular (ESQMR) é menos frequente do que a
doenga cerebral. Embora esta seja considerada uma forma rara de NESQ, sua
prevaléncia é desconhecida e provavelmente responsavel por muitos falso-
negativos. O S.mansoni € a espécie responsavel pela maior parte dos casos de
ESQMR (de Abreu Ferrari, 2004). Como demonstrado por estudos de necropsia
(Scrimgeour & Gajdusek, 1985), a deposi¢cao assintomatica de ovos de Schistosoma
sp. nas estruturas cerebrais altamente vascularizadas € mais frequente do que as
formas sintomaticas da NESQ.

Varios aspectos da patogénese da NESQ sao desconhecidos, embora
algumas evidéncias disponiveis sugiram que as lesdes vistas no SNC dependem
basicamente da presenca do ovo do parasita no tecido nervoso e da resposta imune

do hospedeiro.
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A deposicao assintomatica de ovos no cérebro € mais frequentemente
associada com a forma crbnica severa por Schistosoma mansoni, ou seja, a forma
hepatoesplenica (Pittella, 1991b; 1997). Nestas formas, a embolizagdo dos ovos a
partir do sistema mesentérico portal para o cérebro e, menos frequentemente, para a
medula espinhal, ocorre favorecida pela hipertensao portal que causa a abertura das
anastomoses ou através do sistema arterial. A alta frequéncia de deposicbes de
ovos no cérebro de camundongos pode ser explicada pela carga parasitaria, intensa
oviposicdo e continua embolizagdo de ovos através dos vasos colaterais da
circulagao portal-sistémica (Ferrari et al., 2008). A falta de sintomas neuroldgicos
pode ocorrer devido a esparca dispersdo dos ovos e a uma reacao inflamatoria
periovular menos intensa observada nas infecgdes mansoénicas de longa duragao
(Pittella, 1997).

Diante destas informagdes nosso trabalho pode abrir novas perspectivas de
detecgcdo em areas onde antes uma deposicdo de ovos de S. mansoni poderia

parecer improvavel.
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5.2 ANALISE IMUNOENZIMATICA

A andlise realizada atraves da técnica de ELISA em nosso estudo demonstrou
que a inducgao parasitaria por S. mansoni causou um aumento na produgao de NGF
da ordem de 94,1% na area visual primaria em camundongos e 39,2% em ratos.
Concomitantemente também foram detectados, nas demais regides cerebrais,
aumento nos niveis de NGF da ordem de 86,5% e 29,9%, respectivamente. Quando
o figado foi avaliado (6rgdo mais afetado em uma infeccdo mansénica tradicional)
este demonstrou uma reacao na producido da neurotrofina da ordem de 138,7% em
camundongos e 28,9% em ratos, confirmando o fato que o ultimo modelo
experimental sofre um ataque em menor escala durante a infestacdo parasitaria.
Nossos estudos, no entanto, ndo excluem a possibilidade de que outras
neurotrofinas da familia do NGF também possam ser hiperexpressadas durante uma
infeccado desta natureza.

Ao nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a demonstrar que esta
infeccao parasitaria resulta em um aumento de NGF na area visual primaria tanto
em um modelo permissivel quanto em um modelo ndo-permissivel ao parasita. Aloe
et al. (1994) evidenciaram aumentos no hipocampo utilizando a mesma técnica,
inclusive com mudangas comportamentais em camundongos (Aloe et al., 1990).
Sabe-se que a formagéo dos granulomas em torno do ovo e a consequente reagao
inflamatdria desencadeada por ele inicia 0 mecanismo que leva a este aumento de
NGF, no entanto, ndo nos parece haver uma oviposicao preferencial nesta area uma
vez que nado encontramos uma diferenga estatisticamente significativa entre os
niveis de NGF aumentados nesta area quando comparada com as outras regides
encefalicas.

Outros fatores parecem estar envolvidos nesta hiperexpressao de NGF, como
por exemplo o stress induzido pela infecgdo (Male, 1994) assim como um estado
alterado do eixo pituitario-adrenal (Male, 1991). As observagbes de que esterdides
circulantes (Isseroff et al., 1986) e citocinas (Pearce & Appleton, 1992) aumentam
de concentragcao durante infeccbes e as evidéncias de que ambas as citocinas
(Lindholm et al., 1987; Gadient et al., 1990) e esterdides (Levi-Montalcini, 1987; Levi-

Montalcini et al., 1990) regulam a sintese de NGF, sugerem que estes mediadores
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bioldgicos, atuando sozinhos ou em cooperagao, podem estar envolvidos nos niveis
elevados de NGF.

5.3 ESTUDO MORFOMETRICO

O estudo morfométrico realizado neste trabalho a partir de amostras de ratos
e camundongos infectados com S. mansoni, e com comprovado aumento de NGF
na area visual primaria apdés a inoculacdo, mostrou uma intensa alteragcdo nas
propriedades morfolégicas de neurbnios piramidais da camada IV no modelo
permissivel. Por outro, lado este efeito ndo foi tdo intenso no modelo nao-
permissivel onde apenas a quantidade de dendritos primarios e area somatica foram
afetadas. E importante ressaltar que este é o primeiro trabalho relacionando uma
mudanca na estrutura neuronal ocasionada por uma infecgao parasitaria associada
a um aumento do fator de crescimento neuronal.

Sabe-se que o termo “plasticidade neural”’ refere-se a mudancgas na estrutura
e funcdo neuronal causada por algum estimulo ambiental. Tipicamente, a divisdo
celular cessa muito cedo ao longo do desenvolvimento do sistema nervoso e, por
isso, mudancas plasticas a estimulos externos, tais como as mudangas na
arborizagcdo dendritica observadas em nosso trabalho, sdo de fundamental
importancia para neurénios pos-mitéticos.

Os dendritos sdo os sitios de onde a maioria das sinapses sao formadas e
desta forma, com o aumento do numero destas estruturas observados em
camundongos e com o aumento de dendritos primarios em ratos, muito
possivelmente, o numero de sinapses nestes individuos também pode ter sido
grandemente alterado, no entanto, torna-se necessario dizer que o aumento de NGF
identificado em nosso trabalho pode nao ser o unico fator responsavel por estas
mudangas morfolégicas.

Do ponto de vista fisiolégico, as evidéncias mais diretas relacionando
mudangas morfolégicas e alteragdes na atividade elétrica (associado a fatores
neurotroficos) vem de estudos realizados com neurotrofinas tais como o BDNF
(McAllister et al., 1995; 1996), contudo também ja foi demonstrado que a

estimulagdo de uma via particular no hipocampo leva a um aumento na expressao
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génica de NGF. Esta foi uma descoberta crucial ao se relacionar o fator de
crescimento neuronal com a regulacdo na atividade elétrica no SNC (Gall &
Isackson, 1989).

As primeiras observacdées mostrando que, além dos efeitos sobre a
sobrevivéncia celular, o NGF também afeta a arquitetura neuronal vieram de estudos
abordando os ganglios simpaticos. Uma perda de transmissdo sinaptica foi
experimentalmente causada pela aplicagdo de anticorpos contra o NGF (Nja &
Purves, 1978). Este resultado foi de particular interesse pois mostrou que os sitios
primarios da resposta ao NGF sdo os neurdnios simpaticos em si e ndo os terminais
pré-sinapticos. Posteriormente, apds a aplicacdo in vivo de NGF, medicbdes
morfométricas indicaram um aumento na arborizagdao dendritica, semelhantemente
mostrado em nosso trabalho (Ruit et al., 1990).

No SNC, o NGF é expressado em neurbnios sendo que 0s niveis mais
elevados de mRNA podem ser encontrados no hipocampo e cértex visual. Além
disso, estudos in vitro e in vivo também estabeleceram que nestas areas cerebrais
os niveis de mMRNA de NGF sao fortemente aumentados apds a ativacao de inputs
excitatérios (Gall & Isackson, 1989; Zafra et al., 1990) e também se sabe que a
liberagcdo de NGF é regulada pela atividade elétrica (Blochl & Thoenen, 1995).

A secrecdo de NGF dependente de atividade também péde ser localizada ao
longo de processos neurais incluindo dendritos (Blochl & Thoenen, 1996). Estes
resultados sugerem que o NGF, assim como outras neurotrofinas, podem
compartilhar algumas propriedades com os neurotransmissores. O NGF também
causa a rapida liberagao de neurotransmissores in vitro (Knipper et al., 1994; Blochl
& Sirrenberg, 1996) e presumivelmente também in vivo uma vez que injecdes de
NGF alteram a atividade elétrica hipocampal e cortical (manifestada na forma de
convulsdes) (Berzaghi et al., 1995). Estes resultados indicam que o NGF possui
acdes rapidas no SNC e que a sua biossintese e liberagdo sao dependentes de
atividade.

Diante das informagdes acima ndés podemos formular uma hipétese de que o
aumento de NGF apdés uma infecgdo parasitaria, e consequente destruicdo de
células nervosas ao redor da area afetada pelo granuloma, poderia ativar a
expressdo génica de NGF, que é dependente de atividade, para que a perda
neuronal e o resultante comprometimento da atividade elétrica no circuito envolvido

fossem compensados com o incremento da arborizagcdo dendritica e consequente
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formagdo de novas conexdes sinapticas nos demais neurdnios. Este aumento de
NGF seria menor em ratos, pois a baixa formagado de granulomas neste modelo
acarretaria uma menor destruigao celular e por conseguinte uma menor perturbagao
na circuitaria local levando assim a uma menor modificagdo sobre a morfologia

dendritica de células piramidais.

6.0 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos em nosso estudo podemos concluir que a
infeccao por Schistosoma mansoni elicia um aumento robusto nos niveis de NGF no
cértex visual de camundongos, assim como nas demais areas cerebrais em
decorréncia da formagao de granulomas ao redor dos ovos que ali se depositaram
de forma ectopica. Esta deposicdo pdde ser comprovada devido a detecgao
molecular positiva em 80% das amostras de cortex visual obtida dos camundongos
inoculados. Juntamente a este aumento nos niveis da neurotrofina também foi
detectado uma modificagdo maciga em todos os parametros avaliados na morfologia
dendritica das células estudadas. Contrariamente, em ratos, um modelo em que o
ciclo ndo chega ao estagio de eliminagdo de ovos nas fezes, seja pela destruicdo do
parasita ou pela destruicdo do ovos, esses efeitos se demonstraram mais brandos
levando a uma menor producdo do fator de crescimento neuronal e poucas

modificagdes detectaveis na morfologia dendritica nas células piramidais.
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