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RESUMO

OBIJETIVO: Estabelecer e avaliar um modelo experimental com primatas neotropicais ndo humanos Sapajus apella
para verificar métodos diagndsticos mais eficazes na detecg@o da esquistossomose, subsidiando novos estudos que
auxiliam na cura e controle dessa doenca. MATERIAIS E METODOS: Foram utilizados seis primatas adultos da espécie
Sapajus apella, distribuidos randomicamente em dois grupos experimentais de igual nimero. Desses, trés animais foram
infectados por via intradérmica e trés por via transcuténea, com suspens@o de cercdrias obtidas de caramujos Biomphalaria
glabrata infectados naturalmente. Para acompanhamento da infeccao, foram coletadas amostras de urina via sonda
ou puncdo direta, com o animal anestesiado, e fezes diretamente das gaiolas. As amostras de urina foram examinadas
pelo teste rapido de urina (point-of-care cathodic circulating antigen — POC-CCA) e as amostras de fezes por exames
de sedimentacdo esponténea das fezes (HPJ) e Kato-Katz. RESULTADOS: O uso das vias transcuténea e intradérmica
resultou na infeccdo de dois dos trés animais avaliados (66,6%) em cada grupo experimental. O exame POC-CCA foi
o primeiro a detectar positivos (21° dia), seguido dos exames de HPJ (35° dia) e Kato-Katz (42° dia). CONCLUSAO: O
modelo analisado apresenta-se vidvel para reproducéo em diferentes estudos sobre esquistossomose mansénica, pois
os animais responderam de maneira satisfatéria & infecgGo em ambas as vias utilizadas, sendo possivel verificar ainda
a praticidade da via intradérmica quando comparada & transcuténea.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; Infecco Experimental; Modelo Animal; Primatas; Esquistossomose
Mansénica.

ABSTRACT

OBJECTIVES: To establish and evaluate an experimental model with non-human neotropical primates Sapajus apella to
verify more effective diagnostic methods in the detection of schistosomiasis, supporting new studies that help in the cure
and control of this disease. MATERIALS AND METHODS: Six adult primates of the Sapajus apella species were used,
randomly distributed in two experimental groups of equal number. Of these, three animals were infected intradermally
and three transcutaneously, with suspension of cercariae obtained from naturally infected Biomphalaria glabrata snails. To
monitor the infection, urine samples were collected via probe or direct puncture, with the anesthetized animal, and stool
samples were collected directly from the cages. The urine samples were examined by the rapid urine test (point-of-care
cathodic circulating antigen — POC-CCA) and the stool samples by tests of spontaneous stool sedimentation (HPJ) and
Kato-Katz. RESULTS: The use of transcutaneous and intradermal routes resulted in the infection of two of the three animals
evaluated (66.6%) in each experimental group. The POC-CCA test was the first to detect positives (21st day), followed
by HPJ (35th day), and Kato-Katz (42nd day) tests. CONCLUSION: The model analyzed is viable for reproduction in
different studies on schistosomiasis mansoni, as the animals responded satisfactorily to the infection in both routes used,
making it possible to verify the practicality of the intradermal route when compared to the transcutaneous one.
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INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doenca infectoparasitdria
causada por helmintos da classe dos trematédeos e do
género Schistosoma. Por ser uma doenca negligenciada,
com caracteristicas de morbidade crénica, carece de
maior atencdo das autoridades'. Estudos acerca desse
parasito vém sendo desenvolvidos desde a década de
1950 no Brasil e trouxeram grandes contribuicées,
sobretudo nos aspectos clinicos e epidemiolégicos
da doenca?. Diante disso, surgem diferentes modelos
utilizando  animais, como roedores (principalmente
camundongos), mamfferos (como o coelho Sylvilagus
floridanus) e primatas de diferentes espécies®*. Essa
crescente demanda por investigacdes experimentais
com o Schistosoma mansoni levou & busca de modelos
animais que pudessem se assemelhar ao mdximo
aos humanos. O modelo primata surgiu como uma
possibilidade, j& que esses animais apresentam
caracteristicas morfolégicas e biolégicas semelhantes
ads do homem, o que sugere formas de infeccdo
similares*®.  Portanto, objetivou-se estabelecer um
modelo de estudo de esquistossomose em espécies de
primatas ndo humanos neotropicais, a fim de obter
novos conhecimentos acerca de melhores formas para
prevencdo pelo uso de novas drogas e vacinas, que
possibilitem a cura e controle, além da possibilidade de
estabelecer métodos diagndsticos mais eficazes.

MATERIAIS E METODOS
ASPECTOS ETICOS

O projefo referente a este estudo foi elaborado e
submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa
com Animais (CEUA) do Instituto Evandro Chagas
(IEC), sendo aprovado pelo mesmo sob o Certificado
n® 25/2018, registrado com o n® 10/2018.

ANIMAIS

Foram utilizados seis primatas adultos da espécie
Sapajus apella, trés machos e trés fémeas, todos
provenientes do biotério destinado ao manejo de primatas
do Centro Nacional de Primatas (CENP), localizado no
I[EC campus Ananindeua, estado do Pard. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais (70 x 70 x
80 cm), no galpdo de experimentacdo animal do CENP

INFECCAQ EXPERIMENTAL COM S. MANSONI
Obtencgéo das cercdrias

Para a obtencdo das cercdrias (formas infectantes
do parasito S. mansoni), foram utilizados espécimes de
Biomphalaria glabrata, naturalmente infectados, obtidos
durante coleta de rotina em bairros da cidade de Belém,
capital do Pard, e mantidos no Laboratério de Parasitoses
Intestinais, Esquistossomose e Malacologia (LPIEM),
pertencente & Secdo de Parasitologia do IEC. Quinze
caramujos infectados foram colocados em um Becker
com 300 ml de &gua desclorada e expostos a ldmpadas
incandescentes de 60 W, por um periodo de 2 h, para
liberacéo de cercdrias (Figura 1). Cerca de 1 mlL dessa
solucdo foi retirada para visualizacdo e contagem das
cercdrias em lupa eletrénica, seguindo as prdticas e
guias do LPIEM, obtendo-se, ao final, uma aliquota
referente & média de 500 cercdrias.

Infecg@io experimental

Os primatas foram distribuidos randomicamente
em dois grupos experimentais de igual ndmero
para infeccGo. Dentro dos grupos, também foram
randomizadas as formas de infeccéo de cada animal. Ao
final, trés primatas foram infectados por via intradérmica
e trés por via transcutdnea.

Na infeccdo por via transcuténea, cada animal teve
uma parte do pelo do seu abdébmen e térax raspados,
onde foi colocada, gota a gota, uma solucdo com cerca
de 500 cercérias sobre a pele depilada, por 45 min,
como descrito por Brener e Alvarenga® e Brito et al.®.
Na infecc@o por via intradérmica, uma suspensdo com
volume referente a 500 cercarias foi transferida para
uma seringa com agulha de calibre 22 e injetado nos
animais’ (Quadro 1).

Com o objetivo de diminuir o estresse dos animais
durante os processos de infeccdo e exames de rotina,
foi induzida a anestesia por injecdo via inframuscular de
4,4 mg/kg de Zoletil® (Virbac, SP, Brasil) — cloridrato de
tiletamina e cloridrato de zolazepam. Para a prevencédo
de possiveis efeitos adversos provocados pelo uso desses
medicamentos, a exemplo de sialorreia, foi aplicado um
anticolinérgico, o sulfato de atropina a 1%, na dose de
0,05 mg/kg de peso do animal, por via subcuténea®.

Fotos: LPIEM/IEC/SVS/MS.

A: Molusco B. glabrata em Becker com dgua desclorada; B: Exposicdo & luz para liberagao de cercdrias; C: Cercdria de S. mansoni vista

em microscépio estereoscédpio com obijetiva de 40x.

Figura 1 - Procedimentos de obtencao das cercdrias em espécimes de B. glabrata naturalmente infectados
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Animais Sexo Tipo de inoculacdo Tempo de exposicdo S.Orr\:EZS(joeni
AM-BDLOT* Macho Intradérmica - Presente
AM-ALO02 Fémea Intradérmica - Ausente
AM-AXBO3 Macho Transcutdnea 45 min Ausente
AM-ABVO4* Fémea Intradérmica - Presente
AM-APRO5* Fémea Transcutdnea 45 min Presente
AM-APWO6* Macho Transcutdnea 45 min Presente

* Animais positivos nos exames parasitolégicos de fezes.

Quadro 1 - Identificacdo dos primatas e suas respectivas formas de infeccéo

COLETAS DO MATERIAL BIOLOGICO

Anterior & infeccdo experimental dos animais, foram
coletadas amostras de urina, sangue e fezes para
atestar que os animais estavam livres de qualquer fipo
de infeccdo. Foram coletadas semanalmente, durante
seis semanas (7°, 14°, 21°, 28°, 35° e 42° dia
pds-infeccdo), amostras de urina e fezes para a deteccéo
de antigeno e ovos de S. mansoni, respectivamente. Em
seguida, aproximadamente a cada 30 dias (70°, 98°,
126°, 154° dia pds-infeccdo), foram coletadas uma
amostra de urina e uma de fezes para monitoramento
da infeccdo. Os animais foram tratados no 161° dia
pds-infeccdo. Todo material biolégico coletado que néo
foi utilizado para a realizacéo de exames foi etiquetado,
processado e armazenado em biobanco.

Para a coleta de fezes, um papel esterilizado era
posicionado ao fundo das gaiolas dos animais, de

Fotos: Alvaro Luan Santana Fonseca e Isabelle Helena Lima Dias.

forma a forrd-las, para receber o material fecal, o qual
era coletado utilizando colheres plésticas esterilizadas e
entdo armazenado em potes pldsticos até a realizacdo
da andlise diagnéstica.

Para a coleta de urina, foi adaptado um método
utilizando sonda uretral Tom Cat de 1,8 mm, estéril
e lubrificada com gel para auxiliar na insercdo na
uretra do animal, para que alcancasse a vesicula
urindria para remocdo de 2 mL de urina. Em caso de
impossibilidade da obtencdo de urina via sonda, esse
material foi coletado diretamente da bexiga dos animais,
por meio de puncdo com o auxilio do equipamento de
ultrassonografia LOGIQ E® (GE Medical Systems, China)
e transdutor multifrequencial de banda larga linear, com
frequéncia de 8 a 18 Mhz (Figura 2). Apés a coleta,
os recipientes contendo as urinas foram etiquetados, a
urina analisada pelo método imunocromatogrdfico e o
restante armazenado e congelado em biobanco.

B

A: Utilizagéo da sonda uretral para a coleta nos machos; B: Coleta por pungéo com o auxilio de equipamento de ultrassonografia.

Figura 2 — Procedimento de coleta de urina nos animais experimentais
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METODOS DIAGNOSTICOS

Método de sedimentacéio espontdnea das fezes
- HPJ (adaptado)

As amostras de fezes foram processadas de acordo
como o método de sedimentacéo esponténea descrito
por Lutz’ e padronizado por Hoffman, Pons e Janer'®,
que consiste na homogeneizacéo das fezes, as quais
devem ser filtradas em gaze e suspensas em dgua,
retendo residuos fecais e aumentando a concentracdo
de ovos dos demais detritos encontrados.

Método de Kato-Katz

E um método qualitativo e quantitativo que permite
a determinacdo do nimero de ovos por grama de fezes
(OPG), estimando assim a intensidade da infeccdo. As
l&minas de Kato-Katz!' sdo preparadas usando o Helm
Test Kit® (Bio-Manguinhos/Fiocruz, RJ, Brasil) (Figura 3).
O numero de ovos encontrados durante a leitura das
l&dminas é multiplicado por 24 para quantificacdo do
nimero de ovos por grama de fezes, considerando
que o orificio da placa perfurada contém, em média,
43,7 mg de fezes.

Teste rdpido de urina (point-of-care cathodic
circulating antigen — POC-CCA)

A urindlise foi realizada de acordo com o feste
imunocromatogrdfico para a deteccGo presuntiva
qualitativa de uma infeccGo ativa por S. mansoni
com o objetivo de detectar antigenos circulating
cathodic antigen (CCA) do parasito adulto na urina do
paciente'?. De acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante do kit (Rapid Medical Diagnostics, Africa
do Sul), todos os testes devem ser lidos dentro de um
perfodo de 20 a 25 min apds a aplicagéo do reagente,
e qualquer resultado obtido fora desse periodo deve ser
considerado invdlido e necessita repetico. Qualquer
teste em que a linha controle permaneca azul também
deve ser desconsiderado'® (Figura 4).

RESULTADOS

Quanto aos métodos de inoculagéo de cercdrias de
S. mansoni em primatas da espécie Sapajus apella, de
um total de seis primatas desafiados, quatro (66,6%)
adquiriram a infeccéo, dois por via intradérmica e dois
por via transcutnea.

Fotos: LPIEM/IEC/SVS/MS.

A: Fezes posicionadas em papel; B: Compresséo das fezes em malha de nylon; C: Preenchimento do orificio em placa perfurada; D: Posicionamento
da lamina de celofane sobre as fezes; E: Fezes sendo espalhadas para posterior andlise.

Figura 3 — Aplicacéo da técnica Kato-Katz para determinar a quantidade de ovos de S. mansoni nas fezes dos animais experimentais
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Rapid test for qualitative detection'of:
Bilharzia (Schistosoma) Antigen

(25 Diagnostic tests)

G e

Fotos: LPIEM/IEC/SVS/MS.

A: Caixa contendo 25 testes diagnésticos; B: Manual, testes e reagente para a realizacdo do teste; C:
Vista do orificio, linha controle e resultado positivo do teste.

Figura 4 — Caixa do teste POC-CCA utilizado no experimento para a deteccdo de antigeno

de Schistosoma

A verificacdo da infeccGo (presenca de ovos) dos
quatro primatas positivos foi observada pela técnica de
Kato-Katz no 42° dia para o animal AM-APRO5, no 70°
dia para os animais AM-BDLO1 e AM-ABV04 e no 126°
dia para o animal AM-APWO06, com média de 77 dias
pos-infeccdo (Quadro 2).

As cargas parasitdrias dos exames de fezes positivos
variaram entre 8 e 1.120 OPG no animal AM-BDLOT,
com média geométrica de 40,6. Assim, esse animal foi
classificado com baixa carga parasitaria. Para o animal
AM-ABV04, os valores variaram entre 16 e 1.104 OPG,
com média geométrica de 123,9, sendo classificado
com carga parasitdria média. Para o animal AM-APRO5,
os valores variaram entre 8 e 296 OPG, com média
geométrica de 45, sendo classificado com baixa carga
parasitéria. O animal AM-APW06 foi o Unico que ndo
apresentou variacdo, pois s6 foram encontrados ovos em
uma Unica l&mina, apresentando assim 8 OPG, sendo
classificado com baixa carga parasitaria (Gréfico 1).

A avaliagéo pela técnica de HPJ mostrou a primeira
presenca de ovos no 35° dia para os animais AM-BDLO1
e AM-APRO5, no 42° dia para o animal AM-ABV04 e no
98° dia para o animal AM-APWO06, com média de 52,5
dias pés-infeccdo (Quadro 2).

Para a técnica POC-CCA, a presenca de antigeno
circulante de S. mansoni foi detectada no 21° dia para
os animais AM-BDLO1 e AM-APRO5 e no 28° dia para os
animais AM-ABV04 e AM-APWO06, com média de 24,5
dias pés-infeccéo (Quadro 2). O animal AM-ALOQ2,
apesar de ter apresentado traco, ndo foi considerado
positivo por néo ter confirmacéo de presenca de ovos
nas fezes pelas técnicas coproscépicas.

A coleta de urina nos machos foi possivel com o uso
de sondas uretrais, sem dificuldades. Entretanto, nas
fémeas, esse mesmo processo foi invidvel, tendo sido
entdo necessdrio realizar pungéo na vesicula urindria
com o auxilio do aparelho de ultrassonografia como
guia.

Parasitolégicos
Animais POC-CCA
Kato-Katz HPJ
AM-BDLO1 70° dia 35° dia 21° dia
AM-ABV04 70° dia 42° dia 28° dia
AM-APRO5 42° dia 35° dia 21° dia
AM-APWO06 126° dia 98° dia 28° dia
Média 77 dias 52,5 dias 24,5 dias

Quadro 2 - Presenca de ovos de S. mansoni nas fezes e antigeno circulante e suas médias em dias pés-infeccdo pelos métodos

coproscédpicos e POC-CCA, respectivamente
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Grdfico 1 — Variagéo do total de ovos por grama de fezes eliminada pelos animais experimentais durante o

perfodo de positividade

DISCUSSAO

A infeccGo por via intradérmica se mostrou mais
vidvel devido & facilidade de aplicacio e uso de
menores dosagens de anestésicos. J& na forma
transcutdnea, o tempo de contencdo dos animais é
maior, requerendo assim, intervalos maiores entre
infeccoes de diferentes animais, o que pode influenciar
na vida U0fil das cercdrias'. Além disso, o uso de
maiores doses do anestésico durante o processo de
infeccdo pode causar impactos negativos & sadde do
animal, pois cada um responde de maneira diferente
d dosagem recomendada pelo Guia Terapéutico
Veterindrio'.

As técnicas coproscopicas HPJ e Kato-Katz
detectaram ovos de S. mansoni dentro do perfodo
esperado em que os vermes atingem maturidade
sexual e iniciam a postura de ovos'®!'. Entretanto,
em todos os animais positivos, foram identificados
ovos de S. mansoni primeiramente pela técnica de
HPJ, fato que pode ser explicado principalmente
pela quantidade maior (3 a 5 g de fezes) examinada
nesse método, quando comparada aos 43,7 mg por
l&dmina utilizados pela técnica de Kato-Katz''. Nesse
sentido, a utilizacdo das duas técnicas melhora a
deteccGo de positivos; entretanto, apenas a técnica
de Kato-Katz pode estimar o OPG, possibilitando o
acompanhamento de possiveis flutuacées na carga
parasitdria  dos individuos e, consecutivamente, a
verificacdo de morbidade.

A aplicaggo do teste  imunocromatogréfico
POC-CCA detfectou anfigeno circulante mais cedo
nas urinas dos primatas, quando comparado aos
ovos encontrados pelas técnicas  coproscépicas,

corroborando com diferentes estudos'2'8'?. Contudo,
a presenca de "tracos' detectados pelo POC-CCA em
animais negativos para os testes coproscépicos pode
indicar cargas parasitdrias muito baixas ou infeccoes
unissexuadas, o que justificaria a auséncia de ovos nas
fezes e a presenca de tracos de antigeno em um dos
animais que permaneceu negativo até o tratamento?.

CONCLUSAO
Este estudo demonstrou que os primatas
responderam de maneira satisfatéria & infecgdo

com 500 cercarias de S. mansoni em ambas as
vias de infeccdo, além de terem eliminado ovos em
quantidades significativas  sem desenvolver doenca
grave durante todo o periodo de observacdo. Além

disso, mostrou a praticidade da via intradérmica
quando comparada & transcutdnea. Quanto &
ofimizacdo da deteccdo inicial da infeccdo, foi

demonstrado que o melhor é o uso do método de
HPJ em conjunto com o de Kato-Katz. Em suma, este
modelo apresenta-se vidvel para diferentes estudos
relacionados & esquistossomose mansénica.
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