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RESUMO

A angiostrongiliase abdominal (AA) ¢ uma doenca causada pelo nematddeo
Angiostrongylus costaricensis, tendo como hospedeiros definitivos roedores silvestres
e hospedeiros intermedidrios moluscos terrestres. No homem, hospedeiro acidental,
pode causar infartos intestinais e pseudotumoracdes, que podem complicar com
peritonite e sepse. O diagnostico definitivo € realizado pelo estudo histopatologico de
pecas cirurgicas, ao serem identificadas estruturas parasitarias como vermes, ovos ou
larvas. Este processo demanda tempo e experiéncia do patologista. Até o presente
momento ndo existe tratamento disponivel contra o parasito ou para evitar as
complicacdes, apesar de vdrias tentativas realizadas com o uso de antiparasitarios. O
presente estudo teve dois objetivos: 1. Testar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em bloco parafinado para o diagnostico de angiostrongiliase abdominal em seres
humanos; e 2. Avaliar o efeito da enoxaparina na prevengcdo de complicacdes
isquémicas intestinais em camundongos com AA. Para a técnica da PCR utilizamos
iniciadores de DNA do Angiostrongylus cantonensis. Blocos parafinados de 4 grupos
foram divididos em: (1) casos confirmados (n=20), onde haviam estruturas
parasitarias; (2) casos suspeitos (n=20), sendo alvos os granulomas e infiltrado
eosinofilico; (3) controle negativo (n=3), proveniente de pacientes operados por
adenocarcinomas; e (4) controle de especificidade (n=7), outras parasitoses,
representados por estrongiloidiase, enterobiase, ascaridiase e esquistossomose. Para
avaliar do tratamento foram utilizados 24 camundongos Swiss infectados com
Angiostrongylus costaricensis (10L3/animal), sendo 12 tratados com enoxaparina
subcutanea (40mg/kg/dia) e 12 com dagua destilada (placebo) por 50 dias. Os

resultados mostraram que a sensibilidade da PCR foi de 55%, a especificidade de



100% e valor preditivo positivo de 100% para confirmagioo da AA. O tratamento dos
camundongos com enoxaparina ndo mostrou diferenca com o grupo placebo, em
relacdo a prevencdo das lesdes tissulares e obito. Concluindo, a PCR pode tornar-se
uma ferramenta promissora para auxiliar na defini¢do diagnostica da AA, em especial
quando o patologista ndo esta familiarizado com esta doencga. A enoxaparina na dose

profilatica ndo preveniu as lesdes e os 0bitos causados pelo parasito.
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ABSTRACT

Abdominal angiostrongyliasis (AA) is a disease caused by the nematode
Angiostrongylus costaricensis. The parasite has wild rodents as definitive hosts and
molusks as intermediate hosts. Incidental contamination in men can provoke bowel
infarction and pseudotumoral lesions, clinically manifested as acute abdomen. The
diagnosis has been confirmed after histopathological examination of surgical
specimens, with the identification of parasitic structures such as worms, eggs and
larvae. Diagnostic workup demands high expertise from the pathologist. Hitherto
there is no available treatment either for parasite eradication or avoidance of
complications, despite several studies addressing the effect of anti-parasitic drugs.
The current study aimed: 1. To test polimerase chain reaction (PCR) in formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) tissue for the diagnosis of AA in humans; and 2. To assess
the effect of enoxaparin in preventing intestinal ischemic complications in mice with
AA. For PCR we used DNA primers from Angiostrongylus cantonensis. Four groups
of FFPE intestinal tissue from surgically treated patients were tested with PCR: (1)
confirmed cases (n = 20), in which AC structures were present in the target tissue; (2)
presumptive cases (n = 20), containing eosinophilic infiltrates and/or granulomatous
reaction in the absence of AC structures; (3) negative controls (n = 3), consisting of
normal colonic tissue surrounding resected colonic adenocarcinoma; and (4) tissue
affected by other parasitosis (n = 7), including strongiloidiasis, ascaridiasis,
schistosomiasis, and enterobiasis. In the study with enoxaparin, 24 mice infected with
Angiostrongylus costaricensis (10L3/animal) were allocated to receive subcutaneous
enoxaparin (40mg/kg/day, n = 12) or sterile water (n = 12) for 50 days. Regarding

results, PCR showed sensitivity of 55%, specificity of 100% and positive predictive
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value of 100% in confirming AA. Treatment with enoxaparin was not superior to
placebo in preventing AA related complications or death. In conclusion, the PCR
technique might be a promising tool to be used in the diagnostic workup of AA,
particularly in the setting of non-experienced pathologists. Enoxaparin in prophylactic

doses did not prevent lesions or death in mice suffering from AA.
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1- INTRODUCAO

A angiostrongiliase abdominal (AA) ¢ uma doenca causada pelo nematddeo
Angiostrongylus costaricencis, podendo acometer adultos e criangas de ambos os
sexos (Morera and Céspedes 1970). A doenga tem sido detectada principalmente na
regido sul do Brasil e na Costa Rica (Agostini et al. 1984, Graeff-Teixeira et al. 1991).
Apresenta como hospedeiro definitivo roedores silvestres, tais como Sigmondon
hispidus na Costa Rica e Oligoryzomys ratticeps € Oligoryzomys nigripes no Sul do
Brasil (Graeff-Teixeira et al. 1990). Moluscos terrestres sdao hospedeiros
intermediarios, incluindo Vaginulos (Sarasinula) plebeia na Costa Rica e Phyllocaulis
no Brasil (Graeff-Teixeira et al. 1989). A doeng¢a usualmente se manifesta com lesdes
intestinais caracterizadas por infarto, pseudotumor ou apendicite aguda. O diagnostico
definitivo ¢ realizado pela identificagdo de vermes, ovos ou larvas em cortes
histologicos de pegas cirurgicas intestinais ou apendiculares (Graeff-Teixeira et al.
1991).

Muitas vezes ndo ¢ possivel identificar as estruturas parasitarias nos cortes
histologicos, mesmo apods a inclusdo de toda a pega cirtirgica com a realiza¢do de
cortes seriados. Nestes casos o diagnéstico de AA ¢ presuntivo. A utilizacdo da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em bloco parafinado poderia ser
util para confirmar a suspeita diagndstica de AA. No entanto, estudos sdo necessarios
para definir a viabilidade e a acurdcia da PCR no diagnéstico da AA.

A patogénese da AA ndo estd totalmente esclarecida. Uma das principais
hipéteses esta relacionada a lesdo vascular caracterizada pelo infiltrado eosinofilico e
pelos granulomas perivasculares. Estas lesdes podem estar associadas com eventos

tromboticos, combinados com a presenga de estruturas parasitdrias na luz vascular
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(Agostini et al. 1984; Graeff-Teixeira et al. 1991). Estes fendmenos sdo estudados em
modelo animal experimental infectados pelo Angiostrongylus costaricensis, como o
camundongo Swiss.

Quanto ao tratamento, ndo ha eficacia comprovada no uso de drogas anti-
helminticas, existindo o risco tedrico de agravamento das lesdes intestinais com a
inducdo da morte do parasito em localizagdo intra-arterial (Morera and Bontempo
1985; Mentz and Graeff-Teixeira 2003). O uso de drogas que bloqueiam a oviposicao
(Bohrer et al. 2007) e drogas anti-inflamatorias (Fante et al. 2008), ndo tiveram
resultados satisfatorios. O tratamento cirtrgico pode ser necessario em caso de
complicagdes por oclusdo ou perfuracdo intestinal. Nos demais casos, indica-se a
conduta expectante, além de cuidados gerais como hidratacdo e analgesia (Graeft-
Teixeira et al. 2007).

A descoberta do mecanismo pelo qual o A. costaricensis induz lesdes
isquémicas ¢ crucial para o desenvolvimento de estratégias de preveng¢do e tratamento
das complicagdes a ele associadas. O eventual uso de anticoagulantes ou
tromboliticos poderia auxiliar no esclarecimento da patogenia que envolve associagdo
entre parasito e lesdo intestinal isquémica. Drogas como a enoxaparina exercem efeito
anticoagulante e sdo amplamente disponiveis para uso clinico (Mousa 2004). Com
base nisto, a hipdtese deste estudo ¢ a de que o uso de anticoagulantes poderia
prevenir as complicagdes isquémicas relacionadas ao A. costaricencis. Este estudo
tem como objetivo a resposta a este questionamento. Para isto, enoxaparina foi
utilizada em modelo animal desenvolvido para o estudo da AA, na tentativa de

prevenir as complica¢des isquémicas intestinais.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

A doenca foi inicialmente descrita na Costa Rica, em 1967, como granuloma
parasitdrio intestinal (Céspedes et al. 1967). Foi proposto a denominacdo de
“Angiostrongylus costaricensis” como espécie nova por P. Morera e R. Céspedes e a
doenca como “angiostrongiliase abdominal” para diferenciar da angiostrongiliase
meningo-encefalitica, produzida pelo Angiostrongylus cantonensis (Morera &
Céspedes 1970)

O primeiro caso publicado fora da Costa Rica foi em Honduras (Sierra &
Morera 1972). Posteriormente, outros paises da Ameérica do Sul relataram a doenga:
México (Veldsquez et al. 1974) e Equador (Morera 1983). Casos provavelmente
importados ocorreram nos EUA (Ubelaker and Hall 1979) e Europa (Vazquez et al.
1993). No Brasil, foram publicados casos em Sdo Paulo (Iabuki & Montenegro 1979),
Santa Catarina/Parand (Ayala 1987), Rio Grande do Sul (Agostini et al. 1984;
Graeff-Teixeira et al. 1991; Rodriguez et al. 2008 ), Minas Gerais (Rocha et al. 1991),

Espirito Santo (Pena et al. 1995) e Rio de Janeiro (Zucaro et al. 1998).

2.2 Parasito

O Angiostrongylus costaricensis € um metastrongilideo, da subfamilia
Angiostrongylidae. Os primeiros parasitos identificados (2 machos e 1 fémea) foram
obtidos das artérias mesentéricas das pecas cirturgicas de casos humanos e a
morfologia inicialmente descrita por Morera & Céspedes 1970.

O macho mede entre 16,8 mm e 18,9 mm de comprimento e 0,3 mm de

largura. O corpo € filiforme e, na extremidade caudal, encontra-se levemente
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encurvado, terminado em uma bolsa copuladora bem desenvolvida. A fémea mede
entre 24,6 mm e 27,9 mm de comprimento. O corpo filiforme € ligeiramente
encurvado na extremidade distal, que € cOnica.

Os ovos encontrados nos tecidos humanos costumam apresentar forma
ovalada, medindo aproximadamente 90 um no maior eixo, com parede fina. Podem
ser observados em varias etapas de evolucdo, desde uma fase de mérula, com trés ou

quatro blastobmeros, até a larva bem desenvolvida.

2.3 Hospedeiro definitivo

Morera identificou em 1970 os primeiros hospedeiros definitivos do
Angiostrongylus costaricensis, ao capturar roedores no peridomicilio de um paciente
com AA. Os roedores que apresentaram parasitos foram o Rattus rattus (rato do
sotdo) e Sigmondon hispidus (rato do algodao).

No Rio Grande do Sul foram identificados os primeiros roedores naturalmente
infectados: Oligoryzomys nigripes e Oligoryzomys ratticeps, no peridomicilio de um
paciente com diagndstico de AA (Graeff-Teixeira et al. 1990). Caes podem participar

do ciclo evolutivo como “hospedeiro reservatdrio da doenca” (Rodriguez et al. 2002).

2.4 Hospedeiro intermediario

Ao estudar a AA, Morera identificou moluscos como os hospedeiros
intermedidrios. O primeiro molusco naturalmente infectado com larvas do terceiro
estadio (L3) do Angiostrongylus costaricensis, foi Vaginulus (Sarasinula) plebeia, na
Costa Rica, atualmente denominada de Sarasinula plebeia ( Morera & Céspedes

1970).
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No Brasil, o primeiro hospedeiro intermediario identificado foi o Phyllocaulis
variegatus. Posteriormente, foram identicadas mais trés espécies infectadas nos
estados do Rio Grande do Sul e Parana: Limax maximus, Bradybaena similaris e
Limax flavus. Com isso, foi mostrado uma diversidade de moluscos contaminados

(Graeff-Teixeira et al.1989).

2.5 Ciclo evolutivo

Morera descreveu pela primeira vez o ciclo da AA, indicando dois
hospedeiros naturais definitivos do Angiostrongylus costaricensis € um hospedeiro
intermedidrio. Nos roedores (hospedeiros definitivos), os parasitos adultos localizam-
se nos ramos da artéria mesentérica, predominantemente da regido ileo-cecal. Os ovos
sdo carreados pela corrente sanguinea até as camadas da parede intestinal, desde a
serosa até a mucosa. Nestes locais, os ovos embrionam e formam larvas do primeiro
estadio (L1), que atravessam a parede intestinal e caem na luz do 6rgdo, para depois
serem expelidas ao exterior com as fezes. As larvas L1 se transformam em larvas 1.2
nao infectantes, e estas posteriormente evoluem para formas infectantes nos
hospedeiros intermedidrios (moluscos terrestres), denominadas L3. O ciclo se
completa quando os roedores ingerem moluscos ou alimentos contaminados pelo
muco dos moluscos contendo L3. O homem se infecta ao ingerir alimentos
contaminados pelo muco dos moluscos ou o préprio molusco, caracterizando-se como
um hospedeiro acidental. Uma vez nas artérias mesentéricas do homem, o parasito
adulto deposita os ovos que ficam retidos na parede intestinal ( Morera & Céspedes

1970).
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O ciclo proposto por Mota (Mota et al. 1995) difere do anterior pela presencga
de uma via pulmonar para passar da circulagdo linfatica/venosa para o sistema

arterial, e de uma via venosa portal.

2.6 Aspectos clinicos e laboratoriais

Nos primeiros casos descritos na literatura, observou-se que a dor abdominal é
o principal sintoma da doenca. Este sintoma varia de leve a intenso, podendo evoluir
para um quadro de abdomen agudo e necessitar de laparotomia de urgéncia (Céspedes
et al. 1967). A doenga pode ainda se apresentar como dor abdominal recorrente, sendo
a forma mais comum da doenca. H4 ainda outros sintomas que acompanham a dor
isolada ou conjuntamente, como febre, nduseas, vOmitos, anorexia, diarréia ou
constipacdo, urticdria e perda de peso (Graeff- Teixeira et al. 1987).

Os sinais clinicos relatados sdao distensdo abdominal, palpacdo dolorosa do
abddmen com resisténcia muscular ou irritagdo peritoneal, e rigidez abdominal. Um
dado de muita importancia € a presenca de massa tumoral palpavel no abdomen,
localizado no quadrante inferior direito, flanco direito ou mesogdstrio. Tal massa
tumoral pode ser confundida com plastrdo apendicular ou com tumor maligno, sendo
por vezes volumosa e dolorosa, e podendo ser palpada ao toque retal (Lobo-Sanahuja
et al.1987).

Ocasionalmente, o quadro clinico pode confundir-se com larva migrans
visceral, quando hd o acometimento hepatico, pelo A. Costaricensis (Rodriguez et al.
2008). Mais raramente pode haver o comprometimento dos testiculos, omento e em
hérnia de parede abdominal (Lobo- Sanahuja et al 1987).

Os estudos hematolégicos costumam evidenciar leucocitose com intensa

eosinofilia. A leucocitose pode variar de 10.000 a 52.000 mm’, e a eosinofilia de 11%
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a 81%. Raramente, observa-se eosinofilia menor do que 10% e leucocitose maior de

50.000 mm® (Rodriguez et al 2008).

2.7 Anatomia patologica

Os aspectos macroscopicos relevantes na AA s30: a) necrose isquémica
intestinal, semelhante aos infartos €ntero-mesentéricos; b) espessamento segmentar do
intestino delgado, mimetizando a doengca de Crohn; c¢) nddulos mimetizando
carcinomas em cOlons de adultos; d) apendicites agudas. Relatos de casos
descreveram lesdes em figado, testiculos, vulva, omento, estdmago, vesicula biliar e
pele (Ruiz et al. 1983; Graeff- Teixeira et al. 2007).

No exame microscépico destacam-se a arterite eosinofilica, infiltrado
eosinofilico intenso e granulomas perivasculares, por vezes, seguindo os trajetos
vasculares (Graeff-Teixeira et al. 1991; Rodriguez 1997).

O diagnostico definitivo € realizado quando sdo identificadas estruturas
parasitdrias, como vermes adultos, ovos ou mais raramente larvas. Muitas vezes €
necessdario a realizagdo de cortes seriados ou até mesmo a inclusdo de toda a peca
cirdrgica em bloco parafinado para o encontro das estruturas parasitdrias, € assim
confirmar o diagnoéstico da doenca (Graeff-Teixeira et al.1991). Salienta-se ainda a

necessidade de experi€ncia do patologista para o sucesso diagndstico.

3- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

3.1 Utilidade da PCR para o diagnostico de AA
Em casos suspeitos, o diagndstico presuntivo da AA pode ser realizado por

método soroldgico ELISA e confirmado pelo exame histopatologico ao serem
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identificadas estruturas parasitarias. Recentemente, a deteccdo de acidos nucléicos
através da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido utilizada em
soros de pacientes com AA (Silva et al. 2003). A PCR em soro mostrou-se técnica
especifica e promissora para uso clinico.

O diagnoéstico da AA nos casos em que ndo sdao encontradas as estruturas
parasitarias nos cortes histologicos € presuntivo, podendo a PCR em bloco parafinado

ser util para confirmar a doenca.

4- TRATAMENTO

Nao existe tratamento especifico para a AA. Em estudo experimental,
roedores Sigmondon hispidus foram tratados com tiabendazol, levamisol e
dietilcarbamazina e foi observado que as drogas utilizadas ndo paralisam ou matam o
parasito (Morera & Bontempo 1985). Ocorreram 6bitos de alguns roedores depois do
tratamento, possivelmente devido a migracdo errdtica do Angiostrongylus
costaricensis. Em um estudo “in vitro” com essas mesmas drogas foi demonstrado
que elas ndo matam o parasito, mas o excitam, aumentando os movimentos dos
mesmos, podendo induzir migragdo errdtica dos mesmos para outros orgaos. O PF
1022A, Pyrantel e Flubendazole apresentaram efeito larvicida em modelo
experimental.

Anti-inflamatdrios sdo utilizados com freqii€ncia utilizadas para o alivio dos
sintomas. Em estudo experimental com betametasona e extrato de Arctium lappa em
camundongos ndo houve eficicia na protecdo das lesdes causadas pelo
Angiostrongylus costaricensis. Ao contrario, o tratamento com betametasona

produziu o agravamento das lesdes e morte dos roedores. Portanto, ndo €
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recomendado o uso desses anti-inflamatorios na AA, ja que pode haver agravamento
das lesdes e mascarar sinais e sintomas de complicacdes, tais como perfuracoes e
peritonites (Fante et al 2008).

Até o presente momento na AA € recomendada a conduta expectante, com
monitoramento cuidadoso do paciente, para a detec¢do precoce das complicagdes e
indicagdo correta do procedimento cirurgico, principalmente nos casos de obstrucdo
ou infarto intestinal (Graeff-Teixeira et al 2007).

Apesar dos varios estudo experimentais com drogas no tratamento da infec¢ao
por Angiostrongylus costaricensis, em ratos e camundongos, ainda muitos aspectos
continuam sem respostas € nao foi encontrada uma droga eficaz para o tratamento

desta parasitose (Mentz & Graeff-Teixeira 2003).

5- HEMOSTASIA E TROMBOSE

5.1 Conceitos basicos

A hemostasia normal € o resultado de uma série de processos bem regulados
que mantém o sangue num estado liquido livre de codgulos e quando hd lesdo
vascular produz um tampao hemostdtico. A trombose € o oposto patologico da
hemostasia. Tanto a hemostasia como a trombose sao reguladas por trés componentes
gerais: parede vascular, plaquetas e cascata da coagulacdo (Churg 1991).

Na trombose arterial hd uma clara relacdo entre a lesdo vascular e a formacao
do trombo. O trombo que precipita o infarto miocardico, por exemplo, usualmente é
precedido por ruptura da placa aterosclerdtica, devido a exposicdo de ligantes
adesivos a plaquetas como o fator VIII, coldgeno e também o fator tissular. As

plaquetas formam o nucleo do trombo arterial e os componentes celulares estao
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intimamente relacionados a parede vascular. Duas condicdes estdo frequentemente
associados com a trombose: inflamacdo e estase. A inflamacdo local € caracterizada
pela ativacdo do endotélio. De forma aguda, a ativacdo endotelial resulta na liberagdo
de granulos de corpos de Weibel Palade, que contém fator VIII e P-seletinas. Estas
proteinas tem a capacidade de se ligar a leucdcitos € os mondcitos em particular e sdo

as células que mais rapidamente sintetizam fator tissular (Churg 1991).

5.2 Hemostasia e trombose na AA

As alteragdes vasculares na AA ocorrem nos territdrios arterial, venoso, capilar
e linfatico, variando desde depdsitos fibrinoides a vasculites e tromboses, sendo essas
mais frequentes nas artérias (Agostini et al. 1984). As tromboses tém sido causa de
infartos intestinais ou apendiculares, que desencadeiam casos graves e agudos,
incluindo necroses, peritonites e obito. As lesdes vasculares podem acometer artérias
que ndo contém o parasito, mas quando os vermes encontram-se degenerados na luz
arterial, pode haver associagdo com arterite eosinofilica e trombose. As areas de
necroses da parede intestinal sdo frequentemente observadas nos casos de trombose
arterial. Dentre as hipoteses que poderiam explicar o fendmeno tromboembolico na
AA, salienta-se a producdo de fatores pré-coagulantes pelo parasito ou falhas no
sistema de coagulagdo dos pacientes com AA que desenvolvem infartos intestinais

(Graeft-Teixeira 1986; Rodriguez 1997).
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6- JUSTIFICATIVA
Estudo 1 (PCR)

O diagnéstico definitivo da AA depende do encontro de estruturas parasitarias
nos cortes histologicos de pegas cirlirgicas ressecadas dos pacientes com
complicacdes da doenca. Muitas vezes no exame macroscopico € necessario a
inclusdo em bloco parafinado de toda a area de lesdo na tentativa de localizar ovos,
larvas ou vermes adultos, necessitando a confeccdo de varias laminas histologicas,
seguidas da realiza¢do de cortes seriados, aumentando o custo do exame. Quando as
estruturas parasitarias ndo sdo encontradas o diagnostico ¢ presuntivo, mesmo com
exames soroldgicos positivos pelo método de ELISA. Essa dificuldade diagndstica,
juntamente com o pouco conhecimento sobre esta parasitose entre os profissionais da
saude contribuem para o subdiagnéstico da doenca. Acreditamos que a técnica da
PCR seja uma ferramenta que possa facilitar a elucidacdo diagnostica desta parasitose,
ao identificar fragmentos de DNA do parasito nos cortes histologicos de tecido

humano emblocado em parafina.

Estudo 2 (Enoxaparina)

Atualmente ndo existe tratamento disponivel para a AA. Os anti-helminticos
ndo apresentam eficacia e ndo ¢ recomendado a sua utilizagdo devido ao risco das
migracgoes erraticas dos parasitos e suas complicacdes.

O tratamento da AA ¢ expectante ou cirirgico nos casos com complicagdes
isquémicas ou obstrutivas. As complicagcdes isquémicas sdo os infartos éntero-
mesentéricos, que podem evoluir para perfuragdes e 6bitos.O uso de anticoagulantes

poderia ser util na preven¢do das complicac¢des isquémicas.
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7- HIPOTESE

Estudo 1 (PCR)
A técnica da PCR pode ser uma ferramenta fidedigna no diagndstico da AA, quando

utilizada em blocos parafinados de pecas cirurgicas, de pacientes infectados.

Estudo 2 (Enoxaparina)
Os infartos éntero-mesentéricos na AA estdo relacionados com tromboses arteriais
causadas pelo parasito. Atualmente ndo ha tratamento contra o parasito. Acreditamos

que o uso de anticoagulantes possa prevenir a trombose e evitar os infartos intestinais.

8- OBJETIVOS

Estudo 1 (PCR)

Geral

Testar a técnica da PCR em bloco parafinado para o diagndstico da angiostrongiliase
abdominal em casos humanos.

Especificos

1. Avaliar o desempenho diagnostico comparando casos confirmados de AA com
outras parasitoses.

2. Avaliar a PCR em casos suspeitos de AA e controles negativos.

Delineamento: Transversal

Enfoque: Diagnostico

Fator em estudo: PCR

4



Desfecho: Angiostrongiliase abdominal

Estudo 2 (Enoxaparina)

Geral

Avaliar o efeito da enoxaparina na prevengdo de complicacdes isquémicas intestinais
em camundongos com AA.

Especificos

1. Verificar o peso e achados morfologicos post-mortem.

2. Verificar se ha redu¢do no nimero de 6bitos nos camundongos infectados.

Delineamento: experimental tipo ensaio clinico
Enfoque: Terapéutico
Fator em estudo: Enoxaparina

Desfecho: Mortalidade por angiostrongiliase abdominal

9- METODOS

Estudo 1 (PCR)

Este estudo foi conduzido de acordo com as regras da declaragcdo Helsinki e
Resolugdo 196/96 do CFM e foi aprovado pelo comité de ética da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, Brazil (protocolo n® 10/00174).

Utilizamos amostras de tecidos fixados em formol e emblocados em parafina
de 4 grupos de pacientes: casos confirmados de AA (n = 20), casos suspeitos de AA
(n = 20), controles negativos (n = 3), e casos com outras parasitoses (n = 6). Todas as

amostras foram obtidas do arquivo de laboratério de patologia, de um periodo entre
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1996 e 2012. Os casos confirmados apresentavam estruturas do Angiostrongylus
costaricensis localizados na luz vascular intestinal, representados por vermes adultos,
larvas e ovos. Apds a identificagdo das estruturas parasitarias em cortes corados na
hematoxilina e cosina, as areas alvos eram desemblocadas e reincluidas em blocos
menores (5 x 5x 5 mm), para retirar o excesso de parafina e de tecido. Os casos
suspeitos eram aqueles que apresentavam infiltrado eosinofilico, reacdo
granulomatosa e vasculite eosinofilica, sem estruturas parasitarias, sendo estas areas
selecionadas e preparadas como os casos confirmados para o estudo pela PCR. Como
controle negativo foram utilizados areas normais de tecido colonico, obtidos de
pacientes operados por adenocarcinoma. Para controle de especificidade, foram
utilizados blocos parafinados de tecido intestinal contendo Enterobius vermicularis,
Strongyloides stercoralis, Schistosoma mansoni e Ascaris lumbricoides, como alvos
para a PCR. Também analisamos dados demograficos e clinicos obtidos dos
prontudrios, bem como os achados macrocopicos e microscopicos. A reagdo
granulomatosa e o infiltrado eosinofilico foram graduados em leve, moderada e

intensa.

PCR

O DNA do Angiostrongylus costaricensis foi extraido de tecido fixado em
formol e emblocado em parafina, cortados com 10 pm espessura. Esse procedimento
foi realizado em triplicata, gerando 3 amostras de cada caso. Os cortes foram
desparafinados em xilol, obtendo-se 25 mg de tecido. Este material foi centrifugado e
lavado duas vezes com etanol a 100% e deixado secar em temperatura ambiente.
DNeasy Tissue kit (Qiagen) foi empregado para a extragdo do DNA. Os iniciadores

foram desenhados a partir de sequéncias publicadas de mRNA de Angiostrongylus
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cantonensis (Genbank, nimero de acesso U17585) (Silva et al. 2003). A reagdo de
amplificacdo foi realizada com adicdo de 25 uL de solugio 0,4 uM dos
oligonucleotideos Angio R1 Rev (5’-CTCGGCTTAATCTTTGCGAC-3’) e Angio F1
For (5-AACGAGCGGCAGTAGAAAAA-3’), utilizando o kit de amplificacdo
AmpliTaq Gold PCR Master Mix da Invitrogen. Para a reagdo foi empregado o
seguinte protocolo de ciclos: 94 °C por 4 min, 34 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 58 °C
por 2 minutos, e 72 °C por 1 minuto no termociclador FTC405. A verificagcdo da
amplificacdo do DNA, com produto esperado de 232 pares de base, foi realizada por
eletroforese horizontal em gel de agarose e andlise de imagem através do software
Bionumerics (Applied Maths, Bélgica). A visualizagdo das bandas de DNA foi
realizada em transiluminador. Para a quantificagdo da extracdo do DNA foi usado o

Kit Qubit™ fluorometer, Invitrogen.
g

Analise estatistica (PCR)

Para os dados quantitativos utilizou-se média e desvio padrao (DP). Para
dados qualitativos utilizou-se frequéncia absoluta e percentual. Teste ¢ de Student e
teste exato de Fisher foram usados quando apropriados, com a ajuda de Graph Pad
Prism versdao 4. O software WinPepi foi utilizado para calcular o desempenho da

PCR. Significancia estatistica foi assumida quando o valor de P foi menor que 0.05.

Estudo 2 (Enoxaparina)
O experimento foi realizado de acordo com a lei brasileira 11.794/08 e os
principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério. O

estudo foi aprovado pelo comité de Etica da Universidade de Passo Fundo-UPF sob o

n° 161/2008.
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Animais

Foram estudados 24 camundongos Swiss machos, com 10 semanas de idade,
pesando entre 25 g e 38 g, oriundos do biotério da Universidade de Passo Fundo. Os
animais ficaram em caixas apropriadas, com consumo de agua e ragdo (Nuvilab®) ad
libitum.
Obtencao das larvas L3 do Angiostrongylus costaricensis

As larvas L3 do Angiostrongylus costaricensis foram obtidos de caramujos
Biomphalaria glabrata infectados ( cepa Santa Rosa, PUCRS). Apés 20 dias os
caramujos foram sacrificados e os tecidos digeridos em solu¢dao de pepsina 0,03% e
acido cloridrico 0,7% por 3h a 37°C.
Drogas

Foi usado enoxaparina (Sanofi-Aventis, Sdo Paulo, Brasil) injetdvel em
frascos de 20 mg. A droga foi diluida em 4gua destilada e colocada em seringa de
insulina para aplica¢do por via subcutanea. As doses variaram de 0,16 a 0,25 ml, de
acordo ao peso do animal. No grupo placebo foi injetado apenas agua destilada. Para
sacrificar os animais foi usado por via inalatoria o isoflurano ( Isoforine®, Cristalia,
Sao Paulo, Brasil)
Protocolo

O experimento com animais foi realizado por trés pesquisadores (RR,SMP e
RFS), sempre no mesmo horario da manha. No primeiro dia cada animal foi infectado
por gavagem oral com 10 L3. Os animais foram separados em grupos de 2 a 5 em
gaiolas apropriadas, com acesso livre a alimentos e 4gua. Os animais foram
monitorados diariamente para avaliacio de dor (pelo arrepiado, tremores e
prostragdo). Cada animal foi pesado semanalmente durante todo o periodo do estudo.

As fezes eliminadas durante a manipulagdo foram observadas para detec¢do
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macroscopica de sangue. No 15° dia pos infec¢do (dpi), os animais foram
randomizados para receber 40 mg/Kg de enoxaparina ou agua destilada por via
subcutanea. Eles receberam tratamento até 50 dpi, quando os que sobreviveram foram
sacrificados com isoflurano. Todos os animais foram autopsiados para a descri¢ao dos
achados de lesdes macroscopicas, seguido de fixacdo dos oOrgdos toracicos e

abdominais em formol a 10%, para analise microscopica.
b

Avalia¢do patologica

Os achados macroscopicos foram descritos como segue: (1) lesdes intestinais,
incluindo infartos, granulagdes na serosa, abscessos peritoneais € outros sinais de
peritonite; (2) infarto esplénico; (3) abscesso da cédpsula hepdtica; (4) congestdo e

petéquias pulmonares.

Os achados microscopicos foram descritos apds a inclusdo do material em
blocos de parafina e andlise de laminas coradas em HE na microscopia Optica
(Axioplan 2 Zeiss, Alemanha). Para esse propdsito os intestinos delgado, grosso e
mesentério foram enrolados, fixados e emblocados em parafina, método que permite a
avaliagdo microscopica de todo o trato intestinal. Em andlises discordantes, foi

realizado um consenso entre os observadores.

Analise estatistica (enoxaparina)

Os dados estdo apresentados como média (+ desvio padrao ou amplitude) ou
do contrario quando especificado. Testes t de Student (paramétrico ou Wilcoxon-
Mann-Whitney) foram usados para analizar dados quantitativos de acordo com o

padrdo normal ou assimétrica de distribui¢do. Diferencas entre propor¢des foram
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comparadas com teste de qui-quadrado ou exato de Fisher. As andlises foram
realizadas com o software GraphPad Prism versdo 4 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA). Um valor de P menor que 0,05 foi indicativo de significancia

estatistica.
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10- RESULTADOS

Estudo 1 (PCR)
Caracteristicas demograficas e clinicas

A maioria dos pacientes com AA confirmados eram adultos (quartil 25%: 21
anos), e dois tercos eram homens (tabelal). Os casos suspeitos também ocorreram em
adultos, igualmente entre homens e mulheres. Nao houve diferenca estatistica em
relacdo a idade e sexo entre os casos confirmados e suspeitos. A maioria dos casos de
AA (65%) ocorreram no verdo e acometeram principalmente o intestino delgado e
grosso. A maioria dos casos suspeitos apresentaram comprometimento do apéndice
cecal.
Patologia

Dos 20 casos confirmados, 8 foram encontrados no intestino delgado (5 na
forma de pseudotumor e 3 infartos), 6 no intestino grosso (todos na forma de
pseudotumor), 4 casos na regido ileocecal (forma pseudotumoral) e 2 casos se
apresentaram como apendicites agudas. A perfura¢do ocorreu em 3 casos de infartos
intestinais. Dos 20 casos suspeitos, 14 eram apendicites agudas, 4 se apresentaram
como pseudotumores no colon e 2 casos de infartos no intestino delgado, sendo que
um deles perfurou. Vermes no lumen arterial foram identificados em 13 casos
(figural). Nos 7 casos restantes haviam larvas ou ovos do Angiostrongylus
costaricensis na luz de capilares ou arteriolas (figura 2). Neste grupo foi registrado
ainda arterite eosinofilica, reacdo granulomatosa e infiltrado eosinofilico. Este ltimo
foi intenso em 75% dos casos. Nos casos suspeitos a arterite eosinofilica esteve
presente em 75% dos pacientes, a reagdo granulomatosa foi leve e o infiltrado

eosinofilico moderado (intenso em menos de 50%) (figura 3).
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Achados da PCR

A amplificacdo do DNA do Angiostrongylus costaricensis foi positiva em
areas contendo vermes, ovos ou larvas em 11 (55%) dos 20 casos confirmados (figura
4): sendo 6 onde haviam vermes e 5 em ovos e larvas. O DNA do parasito também foi
encontrado em area de reagdo granulomatosa de um caso confirmado, onde nao
haviam estruturas parasitarias. O caso mais antigo, de 1998, foi positivo pela PCR.
Nos casos suspeitos a PCR foi positiva em 4 (20%) dos 20 casos, nas areas de reacao
granulomatosa ou de infiltrado eosinofilico. Neste grupo o caso positivo mais antigo
foi de 2001. A PCR foi negativa nos casos controles e nas outras parasitoses. Quando
comparados os casos confirmados de AA com outras parasitoses (tabela2), a técnica
da PCR mostrou sensibilidade de (55%), alta especificidade (100%), alto valor
preditivo positivo (100%) e valor preditivo negativo intermediario (44%). A taxa de

positivos verdadeiros e negativos verdadeiros (acuracia) foi 67%.

Estudo 2 (enoxaparina)
Animais

Dez camundongos (42%) morreram de AA ap6s 368 dpi na média. Destes,
cinco (50%) foram tratados com enoxaparina e cinco (50%) estavam no grupo
placebo. Nao houve diferencas entre estes dois grupos em relagdo a perda de peso
(mediana: 1,3 vs. 4,2 g; P=0,303) e sangue nas fezes (25% vs. 50%; P=0,678). A dor
foi igualmente observada entre os grupos enoxaparina e placebo (58% vs. 58%;
P=0,104), sendo mais frequente em ndo sobreviventes comparado com o0s
sobreviventes, entretanto, com significancia estatistica limitrofe (80% vs. 43%;

P=0,068).
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Achados macroscopicos

As lesdes foram vistas nos intestinos, baco, figado e pulmdes. As lesdes
observadas nos intestinos foram: granulagdes na serosa em 9 camundongos,
aderéncias dos intestinos com a parede abdominal em 8 camundongos (figura 1a),
deposito fibrino-purulento na superficie peritoneal em 7, abscesso ileocecal formando
pseudotumor em 6 camundongos (figura 1b), Infarto intestinal em 4 animais (figura
Ic). Infarto esplénico foi visto em um animal. Depdsito fibrino-purulento na capsula
hepatica em 3 camundongos, sendo que a pneumonia estava presente em 6 animais. A
comparagdo entre camundongos tratados com enoxaparina e placebo ndo mostraram
diferengas estatisticas em relacdo aos achados macroscopicos. Entretanto, a
comparagdo entre sobreviventes (n=14) e ndo sobreviventes (n=10) revelou que os
primeiros apresentaram significativamente mais abscesso ileocecal de aspecto
pseudotumoral (43% vs. 0%; P=0,023), mais granulagdes na serosa (57% vs. 10%;
P=0.033) e menos depdsito fibrino-purulento (7% vs. 60%; P=0,008) na superficie
peritoneal, bem como menos infarto intestinal (0% vs. 40%; P=0,019). Os
sobreviventes também tiveram menos pneumonia que os ndo sobreviventes (7% vs.

50%).

Achados microscopicos

Na comparagdo entre os grupos tratados com enoxaparina e agua destilada,
ndo foram encontradas diferencas em relacdo a morfologia intestinal, como segue:
granuloma vascular [mediana (IIQ 25-75%), 2 (1-3) vs. 3 (2-3); P=0,267] (figura 2a),
vasculite eosinofilica (75% vs. 100%; P=0,217) (figura 2b), trombose (42% vs. 58%;
P=0,414) (figura 2c), necrose intestinal (42% vs. 58%; P=0,414) e infiltrado

eosinofilico [ mediana (IIQ 25%-75%), 2 (1,5-2) vs. 3 (2-2); P=0,342]. O padrao de
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reagdo granulomatosa caracteristica foi observado na parede intestinal da maioria dos
animais (92%), na qual ovos e larvas de Angiostrongylus costaricensis ficaram retidos
na luz de pequenos vasos, particularmente da submucosa e camada muscular (figura
2d). As lesdes pulmonares foram similares entre os camundongos tratados com
enoxaparina e placebo, como pneumonia e reagdo granulomatosa. Ovos e larvas de
Angiostrongylus costaricensis foram encontrados em 42% dos animais em ambos 0s
grupos, como mostra a figura 2a. A esplenite foi observada na maioria dos
camundongos tratados, tanto com enoxaparina (75%) como placebo (83%). Ovos e
larvas foram encontrados no bago de dois animais tratados com enoxaparina. As
lesdes hepaticas de ambos os grupos estavam representados por: reacdo
granulomatosa (58% vs. 92%; P=0,666), infiltrado eosinofilico (92% vs. 92%;
P=0,999) e hepatite reacional (83% vs. 100%; P=0,478). Ovos e larvas de
Angiostrongylus costaricensis foram encontrados em nove animais (75%) de cada
grupo. Foram achados incomuns os abscessos (7% em cada grupo) e infarto hepatico
(25% vs. 17%; P=0,999). A comparacdo entre ndo sobreviventes e sobreviventes
revelou que os primeiros tiveram mais pneumonia (90% vs. 21%; P= 0,002), mais
infarto intestinal (40% vs. 0%; P=0,02) e mais peritonite purulenta (60% vs. 7%;

P=0,008) que os sobreviventes.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas nos casos humanos confirmados e

suspeitos de AA
Casos confirmados Casos suspeitos P
(n=20) (n=20)

Idade em anos, média + SD 38.8 £18.5 36.8+13.4 0.371
Mulheres n (%) 7 (35) 11 (55) 0.203
Estacdo do ano, n (%) 0.203

Verao 13 9

Outras* 7 11
Localizagdo anatomica 0.0002
Intestino delgado e/ou grosso 18 6

Apéndice cecal 2 14

*QOutono, inverno e primavera
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Tabela 2. Resultado da PCR em casos humanos confirmados (n = 20) comparado

com outras parasitoses (n = 7).

Parametro Desempenho
% (0.95 IC)

Sensibilidade 55 (34-74)

Especificidade 100 (65-100)

Valor preditivo positivo

Valor preditivo negativo

Acuréacia

100 (72-100)

44 (23-66)

67
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Figura 1. Caso confirmado com verme do Angiostrongylus costaricensis na luz da

artéria mesentérica (HE 200X).
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Figura 2. Larva de Angiostrongylus costaricensis no centro de um granuloma de caso

confirmado (HE 100X).
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filico na parede intestinal (HE 200X).

Figura 3. Intenso infiltrado eosino
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Figura 4. Amplificacdo do DNA de Angistrongylus costaricensis no lumen da artéria

mesentérica: 1-Marcador molecular; 2-Controle negativo no intestino grosso;
3-Controle positivo no verme; 4- Positividade em area granulomatosa; 5-Positividade

em verme: 6-MIX.
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Figura 5. Achados macroscopicos:  A)
aderéncias dos intestinos a parede
abdominal anterior (seta); B) abscesso na
regido ileocecal formando aspecto
pseudotumoral (seta); C) infarto intestinal

(seta).



Figura 6: Reacdo granulomatosa na periferia e parede de

arteria mesentérica, com verme do Angiostrongylus
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Figura 7: Vasculite com infiltrado eosinofilico na parede

arterial.
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Figura 8: Artéria mesentérica de médio calibre com
trombo obstruindo completamente a luz.

Figura 9: Reacdo granulomatosa no trajeto de pequenos
vasos onde hd ovos e larvas do Angiostrongylus
costaricensis.
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11- DISCUSSAO

Estudo 1 (PCR)

O diagnodstico de AA costuma ser dificil, tanto pelo reduzido niimero de
parasitos nas pecas cirirgicas, quanto pela escassez de patologistas que conhecem a
doenga. Seu diagnéstico definitivo baseia-se na identificagdo de estruturas
parasitarias, como vermes, larvas e ovos nas amostras de tecido com AA. Esse
processo demanda tempo e custos em fungdo do grande niimero de cortes histologicos
necessarios para o diagnostico. Na auséncia de estruturas parasitarias, o diagndstico
de suspeita de AA pode ser assumido na presenca de lesdes intestinais sugestivas,
como infiltrado eosinofilico intenso, rea¢do granulomatosa e vasculite eosinofilica
(Graeff-Teixeira et al. 1991). No entanto, estas caracteristicas ndo sdo
patognomonicas de AA e tém sido descritas em pacientes com outras parasitoses ou
mesmo condi¢des ndo parasitarias como doenca de Crohn, gastroenterite eosinofilica
e granulomatose de Wegener (Lazarev et al. 2013; Pagnoux et al. 2005). Como
consequéncia, novos métodos de identificacdo do Angiostrongylus costaricensis sao
necessarios para auxiliar no diagndstico de AA.

Nesta grande série de pacientes com AA tratados com cirurgia, os achados
principais foram: (1) A técnica de PCR usando iniciadores de Angiostrongylus
cantonensis foi capaz de identificar material genético do parasito em tecidos de casos
humanos de AA, preservados em blocos de parafina, incluindo amostras conservadas
por mais de 10 anos desde a cirurgia; (2) Embora sua sensibilidade tenha sido
intermediaria (55%) na identificacio da doenga, a PCR apresentou Otima
especificidade (100%), considerando-se que nenhum caso de controles negativos e de

outras parasitoses resultou em teste falso-positivo; e (3) Apesar da auséncia de
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estruturas parasitarias ao estudo histologico de casos suspeitos, a PCR foi positiva em
20% deles, reduzindo o indice de resultados falsos-negativos da histologia.

A técnica de PCR aqui utilizada empregou duas sequéncias de DNA do género
Angiostrongylus para confirmagdo de AA em casos humanos. Tais sequéncias foram
previamente descritas em nosso laboratério (da Silva et al. 2003) e recentemente
testadas com sucesso na identificagdo de Angiostrongylus em liquor de casos com
meningite eosinofilica relacionados a Angiostrongylus cantonensis (Eamsobhana et al.
2013). Embora estas duas sequencias de DNA tenham sido capazes de identificar
casos acometidos tanto por Angiostrongylus cantonensis quanto por Angiostrongylus
costaricensis, estudos adicionais s30 necessarios para o sequenciamento especifico
das espécies de Angiostrongylus, com o intuito de melhorar a acuracia diagndstica da
PCR na AA. Contudo, tal limitacdo ndo invalida a utilizacio da PCR no cenério
clinico, uma vez que manifestagdes andtomo-clinicas especificas para AA e meningite
eosinofilica ditam o diagndstico diferencial.

A PCR possibilitou a identificagdo de DNA parasitdrio mesmo em amostras
teciduais antigas, apesar da possivel degradagdo sofrida pelos tecidos ao longo de
anos de armazenamento. Este achado levanta a possibilidade da revisdao diagnostica de
casos antigos eventualmente armazenados em bancos de dados de servigos de
patologia (Guerrero et al. 1997). Com base nisso, ¢ possivel especular que o
desempenho da PCR seria superior ao descrito neste estudo, quando testado
prospectivamente em amostras de tecidos recém processadas na rotina de servigos de
patologia. Ainda assim, casos de PCR negativa em tecidos com diagndstico
histologico firmado de AA deverdo ocorrer como encontrado neste estudo, sem uma
explicagdo plausivel no momento atual do nosso conhecimento. Um tempo

prolongado de fixacdo poderia ser um contribuinte para esta falha diagndstica, como
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jé& sugerido na literatura (Macabeo et al. 2002). A PCR mostrou uma sensibilidade
intermedidria e uma 6tima especificidade para a detec¢do de DNA do Angiostrongylus
nos casos confirmados. Na pratica clinica, isso significa que a PCR sera
particularmente Util quando seu resultado for positivo, dada sua alta especificidade e,
por conseguinte, baixa probabilidade de falso positivo. Além disso, a PCR foi capaz
de modificar o diagnodstico e confirmar a presenga de AA em 20 % dos casos
suspeitos. A dificuldade em identificar estruturas parasitarias pela histologia nos casos
suspeitos pode dever-se a intensa destruigdo de vermes, larvas e ovos de
Angiostrongylus costaricensis em decorréncia de exuberante reposta imunoldgica (de
Azevedo et al. 2011). Ainda assim, um patologista atento deve manter um nivel de
suspeicdo quanto a possibilidade de AA apos resultados histologicos negativos na
presenca de quadro clinico e laboratorial suspeitos. Estudos adicionais sdo necessarios
para confirmar o desempenho diagnostico da PCR nos casos suspeitos.

Na nossa série, casos confirmados de AA ocorreram predominantemente em
homens adultos, em contraste com séries da Costa Rica, onde criangas representaram
a maioria dos pacientes (Lobo Sanahuja et al. 1987). Observamos concentragdo de
casos nas estagdes quentes do ano, particularmente no verdo. Esta observacio
provavelmente resulta de uma maior atividade dos moluscos durante estagcdes quentes
¢ umidas (Graeff-Teixeira et al. 1991), aumentando o risco de transmissao da doenga
para seres humanos. Finalmente a maioria dos casos da nossa série apresentaram
lesdes em intestino delgado e/ou intestino grosso, especialmente na forma
pseudotumoral. Esta ¢ caracterizada por intenso infiltrado eosinofilico transmural,
acompanhado de reagdo granulomatosa perivascular, eventualmente com retengdo de
estruturas parasitdrias tais como ovos e larvas (Rodriguez R. et al. 2011).

Curiosamente, casos de perfuracdo foram restritos a pacientes com lesdes em intestino
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delgado, como ja descrito por Graeff-Teixeira (1991), enquanto que um nimero
reduzido de casos se manifestou como apendicite aguda. Estes achados
anatomopatologicos diferem daqueles de casos suspeitos, nos quais a apendicite

aguda foi a forma predominante de apresentacao.

Estudo 2 (enoxaparina)

AA ¢ uma doenga para a qual ndo ha tratamento especifico. Considerando-se
que a trombose mesentérica secunddria ao Angiostrongylus costaricensis
provavelmente participe da patogénese da AA, o uso de agentes anti-tromboticos
torna-se uma abordagem potencial. Com base nisso, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito da enoxaparina na sobrevida e na apresentacdo histopatologica em
camundongos com AA.

Os principais achados do nosso estudo foram: (1) os indices de sobrevida nao
diferiram entre camundongos tratados com doses profilaticas de enoxaparina ou
placebo; (2) as caracteristicas macro e microscopicas foram similares na comparagao
destes grupos de tratamento; e (3) em analise separada de camundongos sobreviventes
e ndo sobreviventes, um numero maior de animais deste grupo apresentou infartos
intestinais e complicagdes sépticas, incluindo pneumonia e peritonite purulenta.

Pelo que se sabe, este ¢ o primeiro estudo avaliando o efeito de um agente
anti-trombotico na AA. A razdo para seu uso ¢ a ocorréncia de eventos
tromboembolicos na patogénese da doenga, o que pode resultar em infarto intestinal,
uma grande causa de morbidade relacionada a AA (Graeff-Teixeira et al. 1991;
Waisberg et al.1999). No entanto, o uso de enoxaparina em doses profilaticas nao
mostrou beneficio no presente estudo, tanto para mortalidade quanto para prevengao

de lesdes teciduais. A auséncia de beneficio poderia ser em parte explicada pela dose
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insuficiente de enoxaparina ou pelo reduzido tamanho amostral, caracterizando o erro
tipo II.

As caracteristicas macroscopicas foram semelhantes entre camundongos
tratados com enoxaparina e placebo. Lesdes abdominais incluiram granulagdes
serosas, aderéncias do intestino com a parede abdominal, deposito fibrinopurulento e
abscessos ileo-cecais do tipo pseudotumor. Foi notéria a escassez de infartos
intestinais nos animais estudados. De acordo com a literatura e na experiéncia clinica,
achados macroscopicos em humanos com AA usualmente limitam-se a lesdes
pseudotumorais e isquémica congestiva (Graeff-Teixeira et al. 1991; Rodriguez R. et
al. 2008). Os achados peculiares aos camundongos como intenso envolvimento
peritoneal resultando em aderéncias e depdsito fibrino-purulento merecem estudos
adicionais para elucidacao.

Achados microscopicos também nao diferiram entre os grupos enoxaparina e
placebo. Os animais tratados com estes esquemas apresentaram caracteristicas
semelhantes, incluindo granuloma vascular, vasculite eosinofilica, trombose, necrose
intestinal e infiltrado eosinofilico. Cabe ressaltar que a maioria dos animais
apresentaram lesdes vasculares caracterizadas por vasculite eosinofilica e granuloma,
particularmente em locais de retengdo de ovos e larvas. Tais achados foram
encontrados principalmente na submucosa e camada muscular da parede intestinal,
seguindo o trajeto de arteriolas e capilares (Rodriguez R. 1997). Podemos especular
que a vasculite e a formagdo de granuloma possam culminar em oclusdo vascular e
isquemia tecidual ao invés de eventos tromboticos. Estudos adicionais sdo necessarios
para determinar a importancia destas reagdes inflamatérias na patogénese da AA.

Nos realizamos uma andlise separada dos camundongos de acordo com sua

sobrevida, independente do tratamento recebido. Assim, ndo sobreviventes
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apresentaram mais infarto intestinal e complicagdes sépticas comparados aos
sobreviventes, ou seja, os animais acometidos de AA que foram sacrificados ao final
do estudo. Uma possivel explicagdo para estes resultados é relacionada com achados
de um estudo recente mostrando uma correlagdo entre sobrevida e eliminagao de L1
nas fezes de camundongos infectados com A. costaricensis (de Azevedo et al. 2010).
Tal correlagdo sugere um fenomeno de tolerancia entre o hospedeiro e o parasito,
indicando que quanto menor a inflamagdo vascular, maior a quantidade de L1

eliminadas, e maior a sobrevida.
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12- CONCLUSOES

A angiostrongiliase abdominal ¢ uma doenga que no Brasil tem uma
prevaléncia maior no Rio Grande do Sul e até 0 momento sem tratamento especifico e
o seu diagnodstico ¢ dependente da experiéncia do patologista. Neste trabalho foi
utilizado a técnica da PCR para auxiliar no diagndstico, além de testar o tratamento
anticoagulante com enoxaparina em camundongos, com o objetivo de prevenir
tromboses causados pelo parasito e assim impedir a formagdo de trombos, infartos,
perfuragdes, peritonites, sepse e Obitos.

A PCR em bloco parafinado ¢ uma técnica que apresenta dificuldades devido
ao tempo de fixagdo, tipo de fixador, tempo de estoque do bloco, retirada de excesso
de parafina do tecido e quantidade de DNA na amostra. A possibilidade de utilizagao
da PCR em material fixado em formol e emblocado em parafina podera auxiliar o
patologista no diagndstico definitivo desta parasitose, em especial nos casos em que
as estruturas parasitarias estdo degeneradas ou quando identificam-se apenas
estruturas granulomatosas, vasculites eosinofilicas e infiltrado eosinofilico.

A inexisténcia de tratamento para esta parasitose nos levou a tentar uma
abordagem diferente. Uma das formas de apresentagdo da AA ¢é a congestiva-
isquémica, onde sdo identificados tromboses arteriais, que levam ao infarto intestinal
e até mesmo perfuracdo. O uso de enoxaparina em dose profilatica ndo preveniu o
6bito em camundongos com AA, comparando com placebo. Em teoria, isso pode ser
devido a dose profilatica de anticoagulante utilizada ou porque a vasculite e
granulomas perivasculares poderiam ter um papel relevante na patogénese da

isquemia.
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Concluindo, neste estudo utilizamos a PCR para a identificagdo molecular do
Angiostrongylus em uma série de casos humanos com AA tratados cirurgicamente.
Esta técnica diagndstica mostrou resultado positivo tanto nos locais com estruturas
parasitarias (ovos, larvas ou vermes) quanto nas areas com reacao granulomatosa. O
sucesso da PCR aqui relatado aponta a necessidade de novas pesquisas para
estabelecer o desempenho da técnica em um estudo prospectivo na rotina de
laboratérios de patologia.

O uso de enoxaparina ndo teve efeito na sobrevida ou padrdo anatomo-
patologico em camundongos com AA. Nao houve diferencas entre os camundongos
tratados com dose profiladtica de enoxaprina ou placebo. Deve-se ter cuidado na
interpretagdo desses dados considerando-se que o estudo foi realizado em modelo
experimental e com dose profilatica. Um achado interessante foi a sepse como causa
principal do 6bito dos camundongos, levantando a hipdtese que o diagnostico precoce

e o tratamento da sepse na AA possam ser alvo de pesquisas futuras.
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ABSTRACT

Background: The diagnosis of abdominal angiostrongyliasis (AA) depends on the
histological identification of Angiostrongylus costaricensis (AC) structures in surgical
specimens. However, microscopic evaluation is time consuming, observer dependent,
and often fails in identifying the parasite. The polymerase chain reaction (PCR)
technique might help in the diagnosis of AA by identifying parasite DNA in formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue. Methods: We employed PCR technique
using primers based on DNA from Angiostrongilus cantonensis. Four groups of FFPE
intestinal tissue from surgically treated patients were tested with PCR: (1) confirmed
cases (n = 20), in which AC structures were present in the target tissue; (2)
presumptive cases (n = 20), containing eosinophilic infiltrates and/or granulomatous
reaction in the absence of AC structures; (3) negative controls (n = 3), consisting of
normal colonic tissue surrounding resected colonic adenocarcinoma; and (4) tissue
affected by other parasitosis (n = 7), including strongiloidiasis, ascaridiasis,
schistosomiasis, and enterobiasis. Results: Most lesions of confirmed cases were
located in small and/or large bowel (90%), as compared with presumptive cases, in
which 70% of lesions were in the appendix (P = 0.0002). When confronted with cases
of other parasitosis (n = 7), PCR showed sensitivity of 55%, specificity of 100% and
positive predictive value of 100% for confirmation of AA. In presumptive cases (n =
20), PCR was positive in 4 (20%). All specimens from negative controls and other
parasitosis were negative. Conclusions: The PCR technique showed intermediate
sensitivity and optimal specificity, being clinically relevant when positive for
abdominal angiostrongyliasis. There was a 20% gain in the diagnosis of presumptive
cases. PCR might help in the diagnosis of abdominal angiostrongyliasis, particularly

in the setting of non-experienced pathologists.
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INTRODUCTION

Angiostrongylus costaricensis is an intra-arterial nematode harboring wild rodents as
a definitive host, and mollusks as intermediate hosts '. Human infection may be
accompanied by a clinical entity named abdominal angiostrongyliasis (AA). Several
cases have been reported in the Americas °, particularly in southernmost State of
Brazil »*.

A definitive diagnosis of AA is made from surgical specimens in the pathological
examination. For microscopic analysis it is necessary to include the specimens in
paraffin block, attempting to find parasitic forms, which demands multiple
histological sections and examiner expertise. However, in most cases the finding of
parasitic structures such as worms, larvae and eggs is difficult, addressing to
presumptive or misdiagnosis °. The presumptive diagnosis is made in the presence of
severe eosinophilic infiltration, granulomatous reaction and eosinophilic vasculitis °.
Immunodiagnostic tests in serum have been developed for humans, but show
limitations due to cross-reaction with other parasite-related antibodies’. Detection of
nucleic acids amplified by polymerase chain reaction (PCR) in serum was recently
tested in a series of patients with AA. In paraffin block from animal and human cases,
PCR has been shown to be useful for identification of other parasitosis, such as
Ascaris sp 6 Trypanosoma cruzi 7 Neospora caninum 8, and Leishmania spp .
However, the utility of PCR for identification of Angiostrongylus costaricensis in
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paraffin block from surgical specimens is unknown . We therefore designed this
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study to assess whether PCR can identify 4. costaricensis DNA in paraffin block of

human cases with AA.
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METHODS

This study was conducted according with rules of the Helsinki Declaration and was
approved by the Ethical Committee of Pontificia Universidade Catoélica do Rio
Grande do Sul, Brazil (protocol n° 10/00174).

We used formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue samples from 4 groups of
patients: confirmed cases of AA (n = 20), presumptive cases of AA (n = 20), negative
controls (n = 3), and cases with other parasitic diseases (n = 6). All samples were
obtained from an archive of FFPE tissue, corresponding to the period between 1996
and 2012. Confirmed cases contained structures of Angiostrongylus costaricensis
located in intestinal tissue, including worms, eggs and larvae. After identification of a
parasitic structure in a standard staining section, a block of paraffin (5 x 5 x 5 mm)
was cut with a scalpel, containing a minimum amount of paraffin and tissue with the
target structure. Presumptive cases presented histological findings suggestive of AA,
i.e. eosinophilic infiltration, granulomatous reaction and eosinophilic vasculitis, in the
absence of parasitic structures. They were prepared as confirmed cases, considering
eosinophilic infiltrates, vasculitis and granulomas as targets for PCR. Negative
controls corresponded to normal colonic tissue obtained from surgical specimens of
patients with adenocarcinoma, whereas cases with other parasitosis were patients
incidentally treated with surgery, harboring Enterobius vermicularis, Strongyloides
stercoralis, Schistosoma mansoni and Ascaris lumbricoides. FFPE tissue from these
patients was prepared as described for confirmed and presumptive cases. However,
they contained parasitic structures as target. We also analyzed demographic and
clinical features taken from medical records, as well as gross and histological
findings. Eosinophilic infiltration and granulomatous reaction were both graded as

mild, moderate and severe.
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PCR

DNA of Angiostrongylus costaricensis was extracted from FFPE tissue with sections
of 10 um of thickness. This procedure was repeated three times, generating 3 sub-
samples for each case. A number of sections were conditioned in xylene for
deparaffinization, in such way that approximately 25 mg of tissue were obtained. It
was centrifuged and washed twice with 100% ethanol, and dried at room temperature.
DNeasy Tissue kit (Qiagen) was employed for DNA extraction. The primers were
designed based on published sequences from mRNA of Angiostrongylus cantonensis
(Genbank, U17585). The amplification reaction was performed in a final volume of
25 mL of 0.4 mM of the primer R1 Angio Rev (5’-CTCGGCTTAATCTTTGCGAC-
3’) and Angio F1 For (5> AACGAGCGGCAGTAGAAAAA-3’), using AmpliTaq
Gold PCR Master Mix, on the following conditions: 94 ° C for 4 min, 35 cycles of 94
° C for 1 min, 58°C for 2 min and 72°C for 10 minutes in the thermocycler FTC405.
For verification of amplicon with the expected product of 232 bp we used the
horizontal electrophoresis in agarose gel with ethidium bromide. DNA bands
visualization was performed in transluminator. To quantify the DNA extraction we

used a Kit Qubit™ fluorometer, Invitrogen.
g

Statistical analysis

We used mean = SD for quantitative data and frequency and percentage for
qualitative data. Student’s ¢ test and Fisher exact test were used when appropriate,
with the help of Graph Pad Prism version 4. WinPepi software was used to calculate
PCR performance. A P-value < 0.05 was assumed as indicative of statistical

significance.
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RESULTS

Demographics and clinical characteristics

Most patients with confirmed AA were adults (25th quartile: 21 years), and about
two-thirds were men (Table 1). Presumptive cases also occurred in adults, affecting
equally men and women. There was no statistical difference in age and gender
distribution between confirmed and presumptive cases. Most cases of AA (65%) were
diagnosed in summer and were located mainly in small and/or large bowel. The

majority of presumptive cases occurred in the appendix.

Pathological findings

Among 20 confirmed cases, 8 had lesions in the small bowel (5 pseudotumoral and 3
infarction), 6 had involvement of large bowel (all pseudotumoral), 4 cases showed
damage in both ileum and ceccum (all pseudotumoral), and 2 cases presented as acute
appendicitis. Perforations were found in the 3 cases with intestinal infarction. Out of
20 presumptive cases, 14 had acute appendicitis, 4 showed lesions in the large bowel
(all pseudotumoral), and 2 cases had infarction located in the small bowel. One of
these presented perforation.

Intra-arterial worms were found in 13 of the confirmed cases (Figure 1). The
remaining 7 cases presented eggs and/or larvae in the mesenteric arteries (Figure 2).
All patients of this group showed eosinophilic artheritis, as well as granulomatous
reaction and eosinophilic infiltrates. This latter was severe in 75% of the cases.
Eosinophilic arteritis was found in 75% of the presumptive cases, which also
presented mild granulomatous reaction and moderate eosinophilic infiltrates (severe

in less than 50%) (Figure3).
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PCR findings

Amplification of DNA from A. costaricensis was positive in areas containing wormes,
eggs or larvae in a total of 11 (55%) out of 20 confirmed cases (Figure 4): 6
specimens with worms, and 5 containing larvae and/or eggs. Parasite DNA was also
seen in FFPE material containing only granulomatous reaction from a confirmed case,
in the absence of worms, larvae and eggs. The oldest case with positive PCR was
from 1998.

In presumptive cases, PCR was positive in 4 (20%) out of 20, in areas containing
granulomatous reaction or eosinophilic infiltration. In this group, the oldest case with
positive PCR was from 2001. PCR was negative either in control cases or cases with
other parasitosis.

When confronted to cases with other parasitosis (Table 2), PCR technique showed
intermediate sensitivity (55%), high specificity (100%), high positive predictive value
(100%), and intermediate negative predictive value (44%). The rate of true-positive

and true-negative (accuracy) was 67%.
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DISCUSSION

The diagnosis of AA is often difficult due to the scarce number of parasites in surgical
specimens as well as limited pathological expertise. A definitive diagnosis of AA is
based on the histopathological identification of parasitic structures such as worms,
eggs and larvae in tissue. This process is time-consuming and costly due to the need
of a high number of histological sections. When parasitic structures are not found, a
presumptive diagnosis of AA may be assumed in cases of suggestive intestinal lesions
characterized by a combination of eosinophilic infiltration, granulomatous reaction
and eosinophilic vasculitis °. However, these features are not pathognomonic of AA
and can be missed with conditions such as other parasitosis, Crohn’s disease,

eosinophilic gastroenteritis and Wegener’s granulomatosis '>

. Therefore, new tools
designed for parasite identification are necessary to help in the diagnosis of AA.

In this large surgical series of AA, the main findings were: (1) PCR technique using
primers of Angiostrongylus cantonensis was able to identify genetic material of
Angiostrongylus costaricensis in paraffin-embedded tissue of patients with AA,
including specimens conserved for more than 10 years; (2) Although the sensitivity of
PCR for detection of the disease in confirmed cases was intermediate (55%), the
specificity was optimal (100%), since no case including negative controls and other
parasitosis disclosed a positive test; (3) Despite the absence of parasitic structures in
presumptive cases, PCR was positive in 20% of them, decreasing the rate of false
negative findings of the histological workup.

The PCR technique here employed used two DNA sequences of the genus
Angiostrongylus for confirmation of AA in human cases. Such DNA sequences were

designed in our laboratory '° and were recently tested for identification of

Angiostrongylus in cerebrospinal fluid of cases with A. cantonensis related
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cosinophilic meningitis ''. Although these DNA sequences of Angiostrongylus were
able in diagnosing cases of either A. cantonensis or A. costaricensis, further studies
for DNA sequencing of specific Angiostrongylus species are still warranted in order
to increase diagnostic accuracy of such technique. However, such limitation does not
rule out the utility of PCR in the clinical setting, since anatomical and clinical
presentation of AA caused by A. costaricensis and eosinophilic meningitis related to
A. cantonensis dictate the final diagnosis. PCR was able to detect parasitic DNA from
old FFPE specimens, despite potential tissue degradation inherent to storage time. It
raises the possibility of using PCR for diagnostic revision of old and unknown cases

. 14, 15
of tissue database

. Nevertheless, it is not known whether PCR performance
would increase when tested in fresh FFPE tissue, as used in the routine of a pathology
laboratory. There is no clear explanation for a negative PCR in confirmed cases. A
prolonged formalin fixation time could adversely affect the performance of PCR '°,
PCR showed intermediate sensitivity and optimal specificity for detection of
Angiostrongylus DNA in confirmed cases. In the clinical practice, it means that the
test is particularly useful when positive, given its high specificity (low false positive
rate) and high positive predictive value. Moreover, in presumptive cases the PCR was
able to indicate the diagnosis of AA in 20% of patients. This could be explained by
advanced destruction of parasitic structures in retention sites after strong
immunologic response ', precluding pathological identification. Nevertheless, a
pathologist must be aware after a negative result from a case with high level of
suspicion. Further studies in prospective cases are needed to confirm the accuracy of
PCR in the diagnostic workup of AA.

In our series, confirmed cases of AA occurred mainly in adult men, in contrast with

series from Costa Rica, where infants were mostly described '*. We also observed a
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concentration of cases presenting during hot seasons, especially during summer. It
likely reflects a higher activity of mollusks during hot and wet weather '°, increasing
the risk of contamination. Finally, most of our cases compromised small and/or large
bowel, particularly with the pseudotumoral form. It is characterized by severe
eosinophilic infiltrate in the bowel wall, accompanied of perivascular granulamatous
reaction, eventually with retention of parasitic structures such as eggs and larvae *°.
Curiously, cases of perforation were restricted to patients with small bowel lesions, as
described by Graeff-Teixeira et al. °, and few cases of AA presented as acute
appendicitis. This contrasts with presumptive cases, in which the appendix dominated
the anatomical presentation.

In conclusion, we report the molecular identification of Angiostrongylus in the largest
series of human cases surgically treated for AA. The employed PCR used two DNA
sequences of Angiostrongylus genus and resulted positive in the analysis of FFPE
tissue either for specimens with parasite structures or granulomatous reaction. The
successful utilization of PCR here reported points to the need of further studies to
establish the diagnostic performance of this technique in a prospective study based on

pathological routine.
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TABLES

Table 1. Demographic and clinical characteristics of confirmed and presumptive

cases of AA
Confirmed cases Presumptive cases  P-value
(n=20) (n=20)
Age in years, mean + SD 38.8+18.5 36.8+ 134 0.371
Women, n (%) 7 (35) 11 (55) 0.203
Season of presentation, n (%) 0.203
Summer 13 9
Other than summer* 7 11
Anatomical location 0.0002
Small and/or large bowel 18 6
Appendix 2 14

* Autumn, winter and spring

71



Table 2. PCR performance in confirmed cases (n = 20) compared to cases with other

parasitosis (n = 7).

Parameter Performance
% (0.95 CI)

Sensitivity 55 (34-74)

Specificity 100 (65-100)

Positive predictive value

Negative predictive value

Accuracy

100 (72-100)

44 (23-66)

67
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FIGURE and LEGENDS

Figure 1. A confirmed case with worms of Angiostrongylus costaricensis inside

mensenteric artery (H&E, 200X).
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Figure 2. Larvae of Angiostrongylus costaricensis inside a granuloma in a confirmed

case (H&E 100X).
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Figure 3. Eosinophilic infiltration in bowel wall (H&E 200X).
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Figure 4. Amplification of DNA from A. costaricensis found inside the lumen of

mesenteric artery: 1-Molecular marker; 2-Control negative in large bowel; 3-Control

positive in Worm; 4- Positive case in granulomatous area; 5-Positive case in worm: 6-

MIX.
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(Publicado em margo de 2011 no periddico Parasitology Research)
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ABSTRACT

Abdominal angiostrongyliasis (AA) is caused by the nematode Angiostrongylus costaricensis. Parasite-
associated thrombosis of mesenteric vessels may lead to intestinal infarction, which might be prevented with
anti-thrombotic agents. This study assessed the effect of enoxaparin on survival and pathological findings in
Swiss mice with AA. In this experiment, 24 mice were infected with A4.costaricensis (10 L3 per animal) followed
by treatment with subcutaneous enoxaparin (40 mg/kg/day) or water (sham), starting from 15 days post infection
(dpi) and continued until animal death. Animals were monitored until death or sacrificed or sacrifice at 50® dpi.
Ten mice (42%) were dead after 36 £ 8 dpi. Of these, 5 (50%) were treated with enoxaparin. Animals treated
with enoxaparin and sham did not differ in terms of weight loss (median: 1.3 vs. 42 g; P = 0.303) and
macroscopical findings. Microscopically, no difference was found in regard to vascular granuloma (median
grade: 2 vs. 3; P = 0.293) and presence of either vasculitis (75% vs. 100%; P = 0.217), mesenteric thrombosis
(33% vs. 50%; P = 0.680) or bowel necrosis (25% vs. 50%; P = 0.400). Mice dead before 50™ dpi showed more
pneumonia (90% vs. 21%; P = 0.002), bowel infarction (40% vs. 0%; P = 0.02) and purulent peritonitis (60% vs.
7%; P = 0.008) compared to survivors. Prophylactic enoxaparin in mice did not prevent tissue damage and
mortality related with AA. It was notorious the lower prevalence of mesenteric thrombosis and bowel infarction
regardless of treatment. Frequent septic complications suggest the need of studies addressing the effect of

antibiotics in AA.

Key-words: Angiostrongylus costaricensis; abdominal angiostrongyliasis; mice; outcomes; pathological

findings; enoxaparin.
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INTRODUCTION
Abdominal angiostrongyliasis (AA) is caused by the nematode Angiostrongylus costaricensis, first
described by Morera and Céspedes in 1970 (Morera and Cespedes 1970). The parasite lives inside the
mesenteric arteries of rodents, having slugs as intermediated hosts (Morera 1970;Morera and Ash 1970).
Angiostrongylus costaricensis may be found in stool of rodents as first stage larvae 1 (L1) and in mucous
of slugs as third stage larvae (L3). This latter stage may infect humans after ingestion of contaminated
foods, particularly vegetables (Morera and Céspedes 1971).
Infected humans may develop a clinical entity named abdominal angiostrongyliasis (Morera 1973),
manifested mainly by infarct or pseudotumor-like lesions in the ileum-cecum segment of the bowel
(Graeff-Teixeira et al. 1991). AA has been detected in many countries of Central and South America, like
southern Brazil (Agostini et al. 1984;Graeff-Teixeira et al. 2005), Costa Rica (Morera 1985), and Ecuador
(Morera et al. 1983). Probably imported cases were also detected in North America (Ubelaker and Hall
1979) and Europe (Vazquez et al. 1993). In Brazilian series, asymptomatic patients with positive serology
for Angiostrongylus costaricensis are believed to be more common than patients with symptomatic
disease (Graeff-Teixeira et al. 2005).
The pathogenesis of AA is not well understood. A major hypothesis includes mesenteric vessels
damage characterized by eosinophilic infiltration and perivascular granulomas. Such lesions may be
associated with thrombotic events, combined with the presence of parasitic eggs or larvae in the
vascular lumen (Agostini et al. 1984;Graeff-Teixeira et al. 1991). In addition, recent evidence in mice
indicate an inverse correlation between fecal elimination of 4. costaricensis L1 and survival,
suggesting the existence of immunotolerance in animals who did not develop the disease (de Azevedo
et al. 2010). Nevertheless, the mechanism of mesenteric thrombosis and its contribution to tissue

damage and survival is poorly defined in research models for AA.

Patients with AA have been managed with support therapy in uncomplicated presentations and with
surgical treatment in cases of bowel obstruction or infarction (Rodriguez et al. 2008). Several studies
have tested pharmacological approaches, including antihelmintics (Mentz and Graeff-Teixeira
2003;Morera and Bontempo 1985), oviposition blocking agents (Bohrer et al. 2007) and anti-
inflammatory drugs (Fante et al. 2008), although with disappointing results. Theoretically, the use of
anti-thrombotic agents such as enoxaparin might be benefic in preventing mesenteric thrombosis as

observed in patients with AA. Therefore, the aim of this study was to assess the effect of enoxaparin
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on survival and pathological features in a validated animal model for AA (de Azevedo et al. 2010).
For this purpose, a controlled trial with enoxaparin was performed in mice infected with

Angiostrongylus costaricensis.

METHODS

Animals

We studied 24 male Swiss mice, ten weeks old, weighing 25 to 38 g, obtained from the Universidade of
Passo Fundo Animal House breeding stock (UPF, Passo Fundo, Brazil). The animals were housed under
standard caging conditions, with ad libitum consumption of water and pellet chow (Nuvilab ®). The
experiment was conducted in accordance with Brazilian law 11.794/08 and ethical principles from
Brazilian Society of Laboratory Animal Science (SBCAL). The study was approved by the Ethical

Committee - UPF (certificate n° 161/2008).

Acquisition of A. costaricensis larvae
Larvae L3 were obtained from Biomphalaria glabrata snails infected with 4. costaricensis (Santa Rosa
strain, PUCRS). After 20 days, the snails were killed and tissues were digested using a 0.03% solution of

pepsin and 0.7% hydrochloride acid for 3 hours at 37°C.

Drugs

Enoxaparin for subcutaneous injection were acquired in bottles of 20 mg (Sanofi-Aventis, Sdo Paulo,
Brazil). The drug was diluted in sterile water and prepared in insulin like syringes, in doses ranging 0.16
to 0.25 ml, according to animal weight. Sterile water in identical preparation was used in the sham group.

Inhalatory isoflurane (Isoforine®, Cristalia, Sdo Paulo, Brazil) was employed to sacrifice the animals.

Study protocol

Experiments with animals were performed by three authors (RR, SMP and RSF), always in the morning.
In the first day, each mouse was infected with 10 L3 by oral gavage. Animals were kept in groups of 2 to
5 in appropriate cages, with free access to water and food. They were monitored daily to detect signs of
pain, including piloerection, tremors and prostration. Animals were weighed weekly during the entire

study. Feces eliminated during animal manipulation were examined to detect gross signs of blood. At the
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15° day post infection (dpi), animals were randomized to receive enoxaparin 40 mg/kg or water
subcutaneously. They were treated daily until death or 50° dpi, when survivors were sacrificed with
isoflurane. All animals underwent to autopsy for characterization of macroscopic findings, followed by

fixation of thoracic and abdominal organs in formalin 10%.

Pathological evaluation

Macroscopic findings were described as follows: (1) bowel lesions, including infarction, serosal
granulations, peritoneal abscesses and other signs of peritonitis; (2) spleen infarction; (3) capsular liver
abscesses; and (4) congestion and petechia in the lungs.

Microscopical findings were determined after analysis of slices from paraffin blocked tissue. For this
purpose, the entire bowel and mesentery were rolled and fixed in such way to allow a complete view of
the intestinal tract in a couple of parafine blocks. The slices were stained with hematoxilin and eosin, and
examined in optical microscopy (Axioplan 2 Zeiss, Germany) by two independent pathologists (RR and

AMM). A consensus was reached in case of discordant analysis.

Statistical analysis

Data are presented as mean (+ SD or range) or when otherwise stated. Student’s ¢ or Wilcoxon-Mann-
Whitney tests were used to analyze quantitative data according to variable distribution. Differences in
proportions were tested with chi-square test or Fisher exact test. The analyses were carried out using
GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). A P-value < 0.05 was assumed as

indicative of statistical significance.
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RESULTS

Animals

Ten mice (42%) died from AA after 36 £ 8 dpi on average. Of these, 5 (50%) were treated with
enoxaparin and 5 (50%) participated in the sham group. Animals treated with enoxaparin and sham did
not differ in terms of weight loss (median: 1.3 vs. 4.2 g; P = 0.303). Blood in feces was equally found
in both comparisons: between enoxaparin and sham groups (25% vs. 50%; P = 0.400), and between
survivors and non-survivors (43% vs. 30%; P = 0.678). Pain was similarly observed between
enoxaparin and sham groups (58% vs. 58%; P = 0.104). It was more frequent in non-survivors

compared to survivors, however with borderline significance (80% vs. 43%; P = 0.068).

Macroscopic findings

These include lesions in bowel, spleen, liver and lungs. Bowel lesions were: serosal granulations in 9
mice, adherences of intestines with anterior abdominal wall in 8 (Figure 1A), fibropurulent deposit in
the peritoneal surface in 7, pseudotumor-like ileocecal abscesses in 6 mice (Figure 1B), and others,
including intestinal infarction in 4 animals (Figure 1C). Spleen infarction was identified in only one
animal. Fibropurulent deposit in hepatic capsule was found in 3 mice, while signs of pneumonia were
present in 6 animals. The comparison of mice treated with enoxaparin and sham revealed no statistical
difference in regard to gross findings. However, the comparison of survivors (n = 14) and non-
survivors (n = 10) revealed that the first showed significantly more pseudotumor-like ileocecal
abscesses (43% vs. 0%; P = 0.023), more serosal granulations (57% vs. 10%; P = 0.033) and less
fibropurulent deposit (7% vs. 60%; P = 0.008) in the peritoneal surface, as well as less bowel infarction
(0% vs. 40%; P = 0.019). Survivors also tended to have less pneumonia than non-survivors (7% vs.

50%; P = 0.050).

Microscopic findings

In the comparison of groups treated with enoxaparin and sham, no difference was found in regard to
pathological findings in the intestines, as follows: vascular granuloma [median grade (IQR25%-75%):
2 (1-3) vs. 3 (2-3); P = 0.267] (Figure 2A), eosinophilic vasculitis (75% vs. 100%; P = 0.217) (Figure
2B), thrombosis (42% vs. 58%; P = 0.414) (Figure 2C), bowel necrosis (42% vs. 58%; P = 0.414), and

eosinophilic infiltrate [median grade (IQR25%-75%): 2 (1.5-2) vs. 2 (2-2); P = 0.342]. A characteristic
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pattern of granulomatous reaction was observed in the bowel of most animals (92%), in which ova or
larvae of A. costaricensis are retained into small vessels, particularly in submucosa and muscular layers
(Figure 2D).

Lung damage was similar between mice treated with enoxaparin and sham, including pneumonia and
granulomatous reaction. Ova and/or larvae of A. costaricensis were found in 42% of animals in both
groups, as illustrated in Figure 2A. Splenitis was found in most mice treated either with enoxaparin
(75%) or sham (83%). Ova and/or larvae of A. costaricensis in spleen were found in two animals
treated with enoxaparin. Hepatic features in the enoxaparin and sham groups were as follows:
granulomatous reaction (58% vs. 75%; P = 0.666), eosinophilic infiltrate (92% vs. 92%; P = 0.999),
and reactive hepatitis (83% vs. 100%; P = 0.478). Ova and/or larvae of A. costaricensis in liver were
found in 9 animals (75%) in each group. Infrequent findings included abscesses (7% in each group)
and liver infarct (25% vs. 17%; P = 0.999).

The comparison of non-survivors and survivors revealed that the firsts showed more pneumonia (90%
vs. 21%; P = 0.002), more bowel infarction (40% vs. 0%; P = 0.02), and more purulent peritonitis (60%
vs. 7%; P = 0.008) than survivors.

DISCUSSION

Abdominal angiostrongyliasis (AA) has no specific treatment. Since mesenteric thrombosis associated
with A. costaricensis likely participates on disease pathogenesis, the use of anti-thrombotic agents
became a rational approach. In the light of this, the aim of the present study was to assess the effect of
enoxaparin on survival and pathological features in mice with AA.

The main findings of our study were: (1) Survival rates did not differ between mice treated with
prophylactic doses of subcutaneous enoxaparin and sham; (2) Macroscopic and microscopic features
were both similar in the comparison of these treatment groups; and (3) In a separate analysis of
survivors and non-survivors, the latter group showed more bowel infarction and septic complications,
including pneumonia and purulent peritonitis.

To the best of our knowledge, this is the first study addressing the effect of an anti-thrombotic agent in
AA. The rationale for its use is the involvement of thromboembolic events in the pathogenesis of AA,
which may result in intestinal infarction, a major cause of AA related morbidity (Graeff-Teixeira et al.

1991;Waisberg et al. 1999). However, the use of enoxaparin in prophylactic doses in the present study
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did not show benefit neither in mortality nor in tissue damage. The lack of benefit might be related to
insufficient doses of enoxaparin or a decreased sample size (type II error).

Macroscopic features were similar in mice treated with enoxaparin and sham. Abdominal lesions
included serosal granulations, adherences of intestines with anterior abdominal wall, peritoneal
fibropurulent deposit, and pseudotumor-like ileocecal abscesses. Noteworthy, intestinal infarction was
found in a minority of animals. Based on literature and clinical experience, gross findings in humans
with AA are usually limited to pseudotumor and/or ischemic-congestive lesions (Graeff-Teixeira et al.
1991;Rodriguez et al. 2008). Peculiar findings of AA in mice, such as severe peritoneal involvement
resulting in adherences and fibropurulent deposit, deserve further studies.

Microscopic findings also did not differ between treatment groups. Animals treated with enoxaparin
and sham showed a similar scenario on microscopy, including vascular granuloma, eosinophilic
vasculitis, thrombosis, bowel necrosis and eosinophilic infiltrate. Interestingly, most animals presented
vascular lesions characterized by eosinophilic vasculitis and granuloma, particularly in places of AA
ova and larvae retention. Such features were found mainly in the submucosa and muscular layer of the
bowel wall, following the pathway of arterioles and capillaries (Rodriguez 1997). We are tempted to
speculate that vasculitis and granuloma formation may culminate in vascular occlusion and tissue
ischemia rather than thrombotic events. Further studies are needed to address the importance of these
inflammatory reactions in the pathogenesis of AA.

We performed a separate analysis of mice categorized according to survival, regardless of treatment.
Thus, non-survivors showed more bowel infarction and septic complications compared to those
considered as survivors, i.e. mice suffering from AA who were sacrificed at the end of the study. A
possible explanation for these outcomes may be related with findings of a recent study showing a
correlation between survival and L1 elimination in feces from mice infected with A. costaricensis (de
Azevedo et al. 2010). Such correlation suggests a phenomenon of tolerance between host and parasite,
indicating that as less vascular inflammation as higher the amount of L1 elimination and longer the
survival.

In conclusion, we assessed the effect of enoxaparin on survival and pathological features in mice with
AA. We found that neither survival nor pathological features differed between mice treated with
prophylactic doses of enoxaparin and sham. Caution should be assumed in the interpretation of these

data, considering the study in an experimental scenario and with prophylactic doses of enoxaparin. An
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interesting finding indicating septic complications as an important cause of death in our animal model
points to the need of studies addressing a new approach with early diagnosis and treatment of sepsis as

a complication of AA.
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FIGURE and LEGENDS

Figure 1. Macroscopic findings. In A, adherences of intestines with anterior abdominal (arrow); in

B, pseudotumor-like ileocecal abscesses (arrow); and in C, bowel infarction (arrow).
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Figure 2. Microscopic findings. In A, a granulomatous reaction surrounding a large-size mesenteric
artery (major arrow), which contains an adult worm of A. costaricensis (minor arrow). In B,
vasculitis showing eosinophils infiltrating both muscle layer and vascular endothelium. In C,
thrombosis in mesenteric artery of medium-size. In D, granulomatous reaction engulfing

embryonated eggs of A. costaricensis (arrows), following small vessels in the muscular layer.
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