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RESUMO

CORREA, Christiane Leal. Estudo parasitologico e histopatoldgico da infeccao
esquistossomatica em animais adultos cujas maes foram desnutridas na lactacdo. Brasil. Tese
(Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) - Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, RJ, 20009.

Estudos mostram uma grande associacdo entre alteragdes nutricionais, hormonais ou
ambientais durante periodos criticos da vida, como a gestacdo e lactacdo, e o surgimento de
doengas cronicas na vida adulta tais como obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares,
decorrentes de alteracBes fisio-adaptativas do organismo. Esse fendmeno biologico é
denominado programacdo metabolica. No presente trabalho, avaliamos a resposta
parasitolégica e histopatologica, durante a fase aguda da infeccdo, em camundongos adultos
infectados com Schistosoma mansoni no modelo de programacao pela desnutricdo materna na
lactacdo. Ao nascimento da ninhada, as lactantes foram divididas em: (C) controle - livre
acesso a racao normal com 23% de proteina; (RP) restricdo proteica - livre acesso a dieta com
8% de proteina; (RC) restricdo caldrica - acesso restrito a racdo controle, cuja quantidade foi
calculada de acordo com a ingestdo do grupo RP. A restricdo alimentar foi mantida até o final
da lactacdo. Pds-desmame, todos os filhotes tiveram livre acesso a racdo. A infeccdo das
proles de 60 dias de idade foi por via transcutdnea com 50 cercérias (cepa BH). O sacrificio
ocorreu apds 9 semanas de infeccdo (120 dias de vida). Avaliamos ingestdo alimentar, peso e
composicédo corporais, massa tecidual, horménios séricos, aléem de morfometria, concentragdo
de colageno e a resposta inflamatdria celular dos granulomas hepaticos. Nos vermes adultos
recuperados avaliamos a infectividade e a morfologia do sistema reprodutor e tegumento. No
estudo parasitoldgico foi avaliado o nimero de ovos eliminados nas fezes e o percentual de
estagios evolutivos (oograma). A desnutricdo materna pds-natal programou a prole RP para
menor ganho de peso e hipofagia e a prole RC para sobrepeso e hiperfagia. O periodo pré-
patente foi mais longo (45 dias) em ambas as proles programadas. Aos 55 dias de infecgéo
com S mansoni, 0 grupo RP apresentou maior nimero de ovos nas fezes. Este grupo
apresentou maior nimero de ovos totais nas porcoes intestinais e fezes, assim como aumento
de ovos em todos os estagios evolutivos. Observamos que 0s vermes machos e fémeas obtidos
das proles RC e RP apresentaram alteracfes no sistema reprodutor e na estrutura do
tegumento. O grupo RP infectado apresentou maior grau de lesdo hepatica provocada pelo
nimero aumentado de areas alteradas pelo estagio pré-granulomatoso classificado por
exsudativo, menor capacidade de producdo de colageno e maior manifestacdo inflamatdria,
caracterizando uma deficiéncia na modulacdo do processo inflamatério. Ja o grupo RC
mostrou menor nimero de granulomas hepéticos, maior producdo de colageno e varios
hepatdcitos binucleados, portanto, apresentando melhores condi¢fes para modular a resposta
inflamatdria e melhor capacidade de regeneracdo hepética diante da presenca de lesao,
apresentando uma relacdo parasito-hospedeiro mais equilibrada. O conjunto dos nossos
achados sugere que a desnutricdo neonatal programou o estado metabolico do hospedeiro
repercutindo na evolucdo da esquistossomose, onde o grupo RC apresentou maior habilidade
na modulacao da resposta inflamatoria e o grupo RP exibiu fragilidades nesta complexa, mas
fascinante, relacdo parasito-hospedeiro. Assim, a programacdo pela desnutricdo materna na
lactacdo afeta a evolucdo da esquistossomose murina experimental.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Mal nutricdo. Lactacao.



ABSTRACT

Studies have shown a strong association between nutritional, hormonal or
environmental changes during critical periods of life, as pregnancy and lactation, and chronic
diseases in adult life such as obesity, diabetes and cardiovascular disease, due to body
physiological adaptive changes. This biological phenomenon is called metabolic
programming. In the present study, we evaluated parasitological behavior and
histopathological response during the acute phase of infection in adult mice infected with
Schistosoma mansoni in the programming model by maternal malnutrition during lactation.
At birth, mothers were divided into: (C) control - free access to normal diet with 23% protein,
(PR) protein restriction - free access to diet with 8% protein, (CR) caloric restriction -
restricted access to C diet, the amount was calculated according to the PR group intake.
Malnutrition was maintained until the end of lactation. Post-weaning, all pups had free access
to food. At 60 days-old, offspring was infected percutaneous with 50 cercariae (BH strain).
Offspring were killed after 9 weeks of infection (120 days). We evaluated food intake, body
weight and body composition, tissue mass, serum hormones, and morphometry, collagen
concentration and cellular inflammatory response of the liver granulomas. In adult worms
recovered, we analysed infectivity and the morphology of the reproductive system and
tegument. The parasitological parameters were assayed by the number of eggs in the stool and
the percent of evolutive stages (oogram pattern). Postnatal maternal malnutrition programs PR
offspring for lower weight gain and hypophagia and CR offspring for overweight and
hyperphagia. The prepatent period was longer (45 days) in both programmed offspring. At 55
days of infection with S. mansoni, PR group had higher number of eggs in the feces. This
group had higher number of eggs in feces and intestinal parts as well as higher eggs in all
stages of development. We found that male and female worms obtained from the PR and CR
offspring showed changes in the reproductive system and structure of the tegument. PR-
infected group showed a higher degree of liver damage caused by the increased number of
areas altered by the pre-granulomatous exudative sorted by lower capacity to produce more
collagen and inflammatory manifestations, indicating a deficiency in the modulation of the
inflammatory process. Since CR-infected group showed lower liver granulomas, increased
production of collagen and several binucleate hepatocytes, thus providing better conditions to
modulate the inflammatory response and increased power of liver regeneration in the presence
of injury, presenting a host-parasite relationship more balanced. Taken together, our findings
suggest that neonatal malnutrition programs the metabolic state of the host with the
consequent evolution of schistosomiasis, where CR group showed higher ability in
modulating the inflammatory response and the PR group exhibited weaknesses in this
complex, but fascinating, host-parasite relationship. Thus, the programming by malnutrition
during lactation affects the development of experimental murine schistosomiasis.

Keywords: Schistosoma mansoni. Malnutrition. Lactation.
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(Segundo Rey, 2001).

Figura 2 - Ciclo de vida do S. mansoni. O esquema mostra as etapas do ciclo,
no meio aquéatico, no hospedeiro intermediario e finalmente no hospedeiro
vertebrado (Dunne & Cooke, 2005).
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(n= 22) e RP (n=30). Valores expressos como média + EPM, p<0,0001. ANOVA
seguida de pés-teste de Newman-Keuls (# vs C e & vs RC).
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proles controle (C), restri¢do calorica (RC) e restricdo protéica (RP) ndo infectadas e
infectadas. n=10/grupo. Valores expressos como média + EPM, p<0,05. ANOVA
seguida de pos-teste de Newman-Keuls. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o
efeito da infeccdo (* RCI vs RC; # vs C, & vs RC).

Figura 5: Massa de gordura visceral (MGV) na 172 semana de vida da prole
programada ndo infectada e infectada dos grupos controle (C), restrigdo
caldrica (RC) e restricdo protéica (RP). Valores expressos como média + EPM,
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de Student para avaliar o efeito da infec¢do (* RCI vs RC; RPI vs RP; # vs C).
Figura 7: Conteudo corporal de proteinas totais na 172 semana de vida da prole
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Newman-Keuls. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o efeito da
infeccdo (* vs prole ndo infectada).
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grupos controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricdo protéica (RP). Valores
expressos como média + EPM, p<0,05. ANOVA seguida de poés-teste de
Newman-Keuls. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o efeito da
infeccdo (* RC vs RCI; # vs C; & vs RC).
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expressos como média + EPM. ANOVA seguida de poés-teste de Newman-
Keuls. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o efeito da infeccao.
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seguida de pds-teste de Newman-Keuls. Utilizamos o teste t de Student para
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(RP). Valores expressos como média + EPM. ANOVA seguida de pos-teste de
Newman-Keuls. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o efeito da
infeccdo (# vs C e *RC vs RCI).
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dos grupos controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricdo protéica (RP).
Valores expressos como média + EPM, p<0,05. ANOVA seguida de pds-teste
de Newman-Keuls (# vs C aos 40 dias; A vs C e RC aos 55 dias).

Figura 15: NUmero de ovos na porcdo distal do intestino delgado das proles C
(A), RC (B) e RP (C). Valores expressos como média + EPM, p<0,05. ANOVA
seguida de pds-teste de Newman-Keuls (@ vs todos).

Figura 16: Oograma no segmento da porcdo distal do intestino delgado das
proles C, RC e RP. (A) Imaturos, (B) Maduros, (C) Mortos e (D) Cascas de
ovos. Valores expressos como média + EPM, p<0,05. ANOVA seguida de pos-
teste de Newman-Keuls (# vs C, & vs RC).

Figura 17: Média da carga de ovos nos segmentos intestinais das proles controle (C),
restricdo calorica (RC) e restricdo protéica (RP). Valores expressos como média +
EPM, p<0,05. ANOVA seguida de pds-teste de Newman-Keuls (@ vs todos 0s grupos
na porc¢do do intestino grosso).

Figura 18: Recuperagdo de vermes adultos de S. mansoni no sistema porta e vasos
mesentéricos das proles dos grupos controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricdo
protéica (RP). Valores expressos como média + EPM. ANOVA seguida de pds-teste
de Newman-Keuls.

Figura 19: Lobos Testiculares (LT) de machos adultos de Schistosoma
mansoni em camundongos controle (A), programados por restricdo calorica (B)
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e programados por restricdo protéica (C), observados com microscopia de
varredura a laser confocal.

Figura 20: Vesicula Seminal (VS) de machos adultos de Schistosoma mansoni
em camundongos controle (A), programados por restricdo calérica (B) e
programados por restricdo protéica (C), observados com microscopia de
varredura a laser confocal.

Figura 21: Presenca de Tubérculos (T) no tegumento de machos adultos de
Schistosoma mansoni em camundongos controle (A), programados por
restri¢do caldrica (B) e programados por restri¢do protéica (C), observados com
microscopia de varredura a laser confocal.

Figura 22: Canal Ginecéforo (CG) de machos adultos de Schistosoma mansoni
em camundongos controle (A), programados por restricdo calérica (B) e
programados por restricdo protéica (C), observados com microscopia de
varredura a laser confocal.

Figura 23: Glandulas Vitelinicas (GV) de fémeas adultas de Schistosoma
mansoni em camundongos controle (A), programados por restricdo calorica (B)
e programados por restricdo protéica (C), observados com microscopia de
varredura a laser confocal.

Figura 24: Ovério (OV) de fémeas adultas de Schistosoma mansoni em
camundongos controle (A), programados por restricdo calérica (B) e
programados por restricdo protéica (C), observados com microscopia de
varredura a laser confocal.

Figura 25 : Espermateca (ESP) de fémeas adultas de Schistosoma mansoni em
camundongos controle (A), programados por restricdo calorica (B) e
programados por restricdo protéica (C), observados com microscopia de
varredura a laser confocal.

Figura 26: Tegumento de fémeas adultas de Schistosoma mansoni em
camundongos controle (A), programados por restricdo calérica (B) e
programados por restricdo protéica (C), observados com microscopia de
varredura a laser confocal.

Figura 27 : Ovo de fémeas adultas de Schistosoma mansoni em camundongos
controle (A), programados por restricdo caldrica (B) e programados por
restricdo protéica (C), observados com microscopia de varredura a laser
confocal.

Figura 28: Fotomicrografia dos figados das proles ndo infectados programadas
pela desnutricdo na lactacdo. A- veia porta controle (C) corado com H&E
(40X), B- hepatocitos do grupo C corado com H&E (40X), C- veia porta e
presenca de esteatose microvesicular do grupo restricdo calérica (RC) corado
com H&E (40X), D- hepatdcitos apresentando esteatose microvesicular do
grupo RC corado com H&E (40X), E- espaco porta do grupo restricdo protéica
(RP) corado com H&E (40X), F- hepatocitos do grupo RP corado com H&E
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(40X). Aspecto normal: A, B, Ee F.

Figura 29: Numero de granulomas hepéticos por campo microscépico das proles dos
grupos controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricdo protéica (RP) na fase aguda da
infeccdo. Valores expressos como média + EPM, p<0,001. ANOVA seguida de pos-
teste de Newman-Keuls (# vs Ce & vc RC).

Figura 30: Estagios evolutivos de granulomas hepaticos das proles dos grupos
controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricao protéica (RP) necropsiados com
nove semanas (fase aguda) da infeccdo. Valores expressos como média + EPM,
p<0,001. ANOVA seguida de pos-teste de Newman-Keuls (# vs Ce & vc RC).
LEGENDA: E - Exsudativo e EP - Exsudativo-Produtivo.

Figura 31: Fotomicrografia do figado de animais programados e controles
infectados com Schistosoma mansoni, granulomas hepéticos sdo mostrados
corados por Tricrédmico de Masson. A- granuloma exsudativo com células em
torno do ovo no grupo controle (C) (10X), B- granuloma exsudativo-produtivo
no grupo C (10X), C- granuloma exsudativo no grupo de restricdo calorica
(RC) (10X), D- granuloma exsudativo-produtivo no grupo RC (10X), E-
granuloma exsudativo no grupo restricdo protéica (RP) (10X), F- granuloma
exsudativo-produtivo no grupo RP (10X).

Figura 32: Area de granulomas por campo microscopico (A) e concentracdo de
colageno dos granulomas (B) encontrados no figado dos camundongos dos grupos
controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricdo protéica (RP) na fase aguda da
infeccdo. Valores expressos como média + EPM, p<0,05. ANOVA seguida de pos-
teste de Newman-Keuls (# vs C e & vc RC). LEGENDA: E - Exsudativo e EP -
Exsudativo-Produtivo.

Figura 33: Fotomicrografia do figado de animais programados infectados com
Schistosoma mansoni, granulomas hepéaticos sdo mostrados corados por
Picrosirius e observados em microscopio de luz polarizada. A- granuloma
exsudativo com células em torno do ovo no grupo controle (C) (10X), B-
granuloma exsudativo-produtivo no grupo C (10X), C- granuloma exsudativo
no grupo restri¢do calorica (RC) (10X), D- granuloma exsudativo-produtivo no
grupo RC (10X), E- granuloma exsudativo no grupo restricdo protéica (RP)
(10X), F- granuloma exsudativo-produtivo no grupo (RP) (10X).

Figura 34: Fotomicrografia dos figados do grupo Controle (C). A- granuloma
EEP com conjunto solto e desordenado de células na regido mais externa do
granuloma, corado com Tricrémico de Masson(10X), B- migracdo leucocitéria
de poli e mononucleares, corado com H&E(40X), C- granuloma EXS,
localizado no espaco porta, corado com H&E (10X), D- presenca de ovo retido
no espaco intravascular, corado com H&E (40X).

Figura 35 Fotomicrografia dos figados do grupo de restricdo protéica (RP). A-
estagio pré-granulomatoso de reacéo inicial corado com H&E (10X), B- estagio
pré-granulomatoso exsudativo, apresentando area de tecido necrosado com
picnose, cariorrexe e cariolse corado com H&E (10X), C- migracao
leucocitaria pela presenca do ovo corado com Tricrdmico de Masson (10X), D-
infiltrado leucocitario independente de granuloma corado com H&E (40X).
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Figura 36: Fotomicrografia dos figados do grupo de restri¢ao caldrica (RC). A-
neoformacdo colagénica e menor intensidade na manifestacdo do infiltrado
leucocitario corado com Tricrdmico de Masson (10X), B- granuloma
exsudativo-produtivo, apresentando célula gigante corado com Tricrémico
de Masson (10X), C- fibras de colageno apresentaram forma concéntrica em
torno do ovo corado com H&E (10X), D- hepatdcitos binucleados corado com

H&E (40X).
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1 INTRODUCAO

1.1 Programacéo Metabdlica

O termo “programacao” se refere a uma alteragdo permanente de determinada
fungdo, conseqiiente a um estimulo ou agressao (imprinting) ocorrido em um periodo
critico de vida, como a gestagdo ou lactagao (Barker, 1995; Lucas, 1999; Moura &
Passos, 2005; De Moura et al., 2008). Diversos estudos epidemioldgicos, clinicos e
experimentais mostraram que alteragdes nutricionais, hormonais e ambientais nos
periodos criticos do desenvolvimento poderiam influenciar permanentemente a estrutura
e a fisiologia de orgaos e tecidos (Walker & Courtin, 1985; Pracyck et al., 1992; Dorner
& Plagemann, 1994; Passos et al., 2000; Godfrey & Robinson, 1998), predispondo a
génese, na vida adulta, de doengas cardiovasculares e da sindrome metabolica
(obesidade, dislipidemia, hipertensdo arterial e diabetes mellitus tipo 2) (Barker et al.,

1993; Godfrey & Barker, 2000; Phillips, 2002; Yura & Fuji, 2006).

Corroborando os estudos epidemiologicos e clinicos, que necessitam de uma
interpretacdo mais cuidadosa e envolvem interferéncias de inimeras variaveis, modelos
experimentais tém mostrado a influéncia de diversos fatores sobre a prevaléncia de
doencas na idade adulta (desnutricio materna na gestacdo e/ou lactagdo, exposiciao a
hormonios ou fatores ambientais) (Desai et al., 1995; Holemans et al., 1996; Langley-
Evans et al., 1996; Moura et al., 1997; Tonkiss et al., 1998; Pires et al., 2006; Hoppe et
al., 2007). Ha alguns anos, nosso laboratorio vem estudando diferentes modelos de
programacdo: determinada por fatores nutricionais, como a desnutri¢do caldrica ou
protéica na lactagdo (Passos et al., 2000; Passos et al., 2002; Dutra et al., 2003; Passos
et al., 2004; Vicente et al., 2004; Fagundes et al., 2007; Moura et al., 2007; Lisboa et
al., 2008, Fagundes et al., 2009) ou a supernutrigdo po6s-natal (Rodrigues et al., 2009) ¢
fatores hormonais, como a hiperleptinemia neonatal (Cravo et al., 2002; Teixeira et al.,
2002; Lins et al., 2005; Toste et al., 2006a; Toste et al., 2006b; Passos et al., 2007;
Trevenzoli et al., 2007; Passos et al., 2009, Pereira-Toste et al., 2009, Fraga-Marques et
al., 2009a, 2009b), a hipoprolactinemia materna (Bonomo et al., 2005; Bonomo et al.,
2007; Bonomo et al., 2008; Moura et al., 2009) e a hipertiroxinemia (Moura et al.,

2008). Estes trabalhos evidenciam uma importante associacdo entre programacao e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Yura%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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futuras disfungdes enddcrino-metabdlicas, com destaque para a obesidade e distirbios

da fung¢do enddcrina.

Programacao por fatores nutricionais

Na maioria das vezes, o estimulo indutor da programacao ¢ a falta de nutrientes
para o desenvolvimento do feto, que altera a disposicdo de nutrientes para os tecidos
com desvio preferencial de suprimento ao cérebro em detrimento dos demais 6rgaos,

como o figado (Barker & Clark, 1997).

Ravelli et al., (1976) foram um dos primeiros pesquisadores a relacionar a
obesidade na idade adulta com a desnutricdo nos primeiros dias de vida. Neste estudo
epidemioldgico, verificou-se maior incidéncia de obesidade nos filhos adultos cujas
maes sofreram restricdo alimentar nos dois primeiros trimestres da gestacao.
Posteriormente, estudos experimentais também evidenciaram tal associa¢do (Jones et

al., 1984; Anguita et al., 1993; Passos et al., 2000).

Sawaya et al (2003) e Ferreira et al (2005) mostraram que em populagdes de
favelados de Sao Paulo, a baixa estatura se associa ao nivel de pobreza ao nascer e ¢
também indicador de risco para obesidade abdominal e hipertensdo arterial. Sawaya
(2006) também mostrou que além da obesidade e hipertensao, meninos € meninas com
baixa estatura também apresentam maiores riscos de desenvolver cardiopatias e diabetes
na vida adulta. No municipio do Rio de Janeiro, evidenciou-se que a deposi¢do
abdominal de gordura e a hipertensao arterial em adultos se associam a desnutri¢do

perinatal (Sichieri et al., 2000a, Sichieri et al., 2000b).

Diversos estudos tém avaliado a possivel associa¢do entre subnutricao fetal e
hipertensdo e/ou faléncia cardiaca. Foi demonstrado que pacientes com restri¢gao
nutricional na vida fetal sdo mais propensos a hipertensdo arterial (Langley-Evans &
Jackson, 1996). Esses conceitos foram reforcados por estudos que indicam que a dieta
materna na gestacdo e a nutrigdo perinatal inadequada afetam a organogénese e,
conseqlientemente, a funcionalidade na maturidade. Tais alteragdes levariam o adulto a
apresentar problemas como hipertensdo arterial, doengas cardiovasculares e renais

(Ingelfinger & Woods, 2002). Fernandez-Twinn et al., (2006) mostraram que restrigdo
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protéica materna na gestagao e lactacdo programa a resposta do coracdo aos estimulos 3

adrenérgicos, sugerindo um maior o risco de faléncia cardiaca.

Pires et al., (2006) e Almeida & Mandarim-de-Lacerda (2005) mostraram que a
restricdo protéica (5% de proteina) ou caldrica (50%) na gestacdo e lactagdo altera a
estrutura renal da prole, aumentando a chance de apresentar hipertensdo na vida adulta.
Ainda neste contexto, Marcelino et al., (2004) demonstraram hipertensdo arterial e
diminui¢do da enzima 6xido nitrico sintase na prole de maes submetidas a dieta com 0%
de proteina no inicio da lactacdo. Nwagwu & Cook (2000) demonstraram que a prole
adulta de ratas submetidas a restricdo protéica moderada na gestacdo apresentou
hipertensdo, rins menores, maior volume urinario, menor clearance de creatinina,
uremia ¢ maior albumintria. Woods et al., (2004) ¢ Hoppe et al (2007) observaram
correlagdo entre restrigdo protéica na gestacao e diminuicdo do nimero de néfrons na

prole.

J& foi demonstrado aumento de catecolaminas em ratos adultos cujas maes
receberam dieta hipoprotéica na gestacao e lactagdo (Petry et al., 2000). Molendi-Coste
et al (2006) sugerem que a desnutrigdo materna perinatal altera acentuadamente a
diferencia¢do da medula adrenal na vida pos-natal, resultando no aumento da atividade
de células cromafins ao desmame, o que pode persistir até a vida adulta e participar da
programacao das doengas cronicas.

A desnutricdo protéica e/ou calodrica, na gestacdo ou lactagdao, programa varias
modificacdes na homeostase glicémica na vida adulta, tais como: hiperinsulinemia e
resisténcia a insulina (Fernandez-Twinn et al., 2003), menor secre¢do de insulina (Hales
et al., 1991; Desai & Hales, 1997; Moura et al., 1997; Bertin et al., 1999; Caldeira Filho
& Moura, 2000; Ozanne & Hales, 2002; Moura et al., 2002; Benyshek et al., 2004,
Gravena et al., 2007), maior sensibilidade a mesma (Moura et al., 1997; Caldeira Filho
& Moura, 2000; Sampaio de Freitas et al., 2003), diminuigdo de células beta, menor
contetdo de insulina pancreatica (Bertin et al., 1999; Breant et al., 2006) e aumento da
gliconeogénese (Burns et al., 1997). Sardinha et al (2006) verificaram que a agdo
anorexigénica da insulina varia de acordo com o género em animais adultos submetidos
a desnutri¢do na gesta¢do. Ap0s injecdo intracerebroventricular de insulina, os machos
adultos apresentaram hipofagia, diferente das fémeas, que apresentaram resisténcia
hipotalamica a este hormdnio. Recentemente, Pinheiro et al (2008) também verificaram

que a restricdo protéica na gestacdo e/ou lactacdo causa efeitos adversos na glicemia,



21

insulinemia, leptinemia, peso e gordura corporal da prole e que tais alteragdes podem
ser passadas transgeracionalmente para a segunda geragao dos filhotes.

Na gestagdo, a restrigdo calorica de 30% estd associada a hiperleptinemia,
hiperfagia, hiperinsulinemia e obesidade na prole adulta do sexo feminino (Vickers et
al., 2001a; Vickers et al., 2001b). Na lactagdo, a desnutricdo protéica materna severa

(0% de proteina) aumenta a leptina sérica (Moura et al., 2002).

1.2 Modelo experimental de programacéo por fatores nutricionais desenvolvido no
Laboratdrio de Fisiologia Enddcrina (LFE) do Instituto de Biologia (IBRAG)
da UERJ

Embora diversos trabalhos mostrem os efeitos em longo prazo da desnutricao na
gestacdo ou gestagdo e lactacdo, poucos enfocam exclusivamente o periodo critico da
lactagdo. O periodo da lactagdo ¢ critico, uma vez que € neste periodo onde importante
desenvolvimento cognitivo. Como o crescimento ¢ o desenvolvimento humanos sao
continuos desde a concepcdo, ndo ¢é de se surpreender que a nutrigio neonatal tenha um

importante impacto sobre parametros fisioldgicos em fases posteriores da vida.

Em nosso laboratorio, foi desenvolvido um modelo de restricdo energética materna
exclusivamente na lactagdo para avaliar os seus efeitos em longo prazo sobre diversos
parametros. Verificamos que a prole adulta destas maes apresenta sobrepeso (Passos et al.,
2000), alto T; e baixo TSH séricos (Passos et al., 2002, Dutra et al., 2003), maior expressdo do
GH (Moura et al., 2007), maior expressdo do receptor de leptina (Ob-Rb) na hipofise (Vicente

et al., 2004) e resisténcia ao efeito anorexigénico da leptina (Passos et al., 2004).

Até o momento, nossos dados de ratos aos 180 dias de idade cujas maes foram
submetidas a restrigdo protéica de 8% apenas na lactagdo sugerem o desenvolvimento de uma
importante disfun¢do metabdlica, mesmo em vigéncia de uma alimentagdo pdés-desmame com

quantidades adequadas de proteina (quadro 1).
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Quadro 1 — Resumos dos nossos dados no modelo de programacdo pela restricdo protéica

materna na lactacdo em ratos

PROLE ADULTA (180 dias)

Peso corporal N Passos et al., 2000
Ingestdo alimentar normal Passos et al., 2000
Captagdo tiredidea de '’ T Passos et al., 2002
T; e T4 séricos T Passos et al., 2002
TSH sérico N Dutra et al., 2003
GPDm hepatica T Lisboa et al., 2008
D1 hepatica T Dutra et al., 2003
Desiodases tireoideanas normais Dutra et al., 2003, Lisboa et al., 2008
D2 hipofisaria e D1 muscular T Lisboa et al., 2008
D1 hipofisaria e D2 muscular normal Lisboa et al., 2008
Secrecdo de TSH pos-TRH in vitro N Lisboa et al., 2008
Gordura visceral e total N Fagundes et al., 2007
Proteina corporal total normal Fagundes et al., 2007
Agua corporal total normal Fagundes et al., 2007
Leptinemia normal Teixeira et al., 2002
Insulinemia N Fagundes et al., 2007
Glicemia N Fagundes et al., 2007
HOMA normal Fagundes et al., 2007
Adiponectinemia normal Fagundes et al., 2009
Glicogénio muscular T Fagundes et al., 2009
Corticosteronemia T Fagundes et al., 2007
Conteudo medular de catecolaminas T Fagundes et al., 2007
Secregdo “in vitro” de catecolaminas T Fagundes et al., 2009
Tirosina hidroxilase adrenal normal Fagundes et al., 2009
Ob-Rb hipofisario T Vicente et al., 2004
Efeito anorexigénico da leptina resistente Passos et al., 2004
RNAm do GH N2 De Moura et al., 2007
Comprimento corporal normal De Moura et al., 2007




23

2 ESQUISTOSSOMIASE MANSONICA

E uma helmintiase causada pelo trematodeo Schistosoma mansoni que habita as
veias do trato digestivo de humanos, sendo endémica em 76 paises em
desenvolvimento. Infecta mais de 200 milhdes de pessoas nas zonas rurais e urbanas
mais carentes, colocando mais de 600 milhdes de pessoas em risco (Oliveira et al.,
2004), principalmente na Africa, Asia e América do Sul, representando um grave
problema de Satde Publica (Chitsulo et al., 2000).

Apesar de sua distribui¢do ter mudado ao longo dos anos em fun¢do dos
programas de controle da doenga, o nimero de pessoas infectadas ou que vivem em
areas de risco ainda ¢ muito alto, principalmente no continente africano, onde parece
haver 85% dos casos (Engels et al., 2002). Estima-se que cerca de 200 milhdes de
individuos estejam infectados, sendo 120 milhdes sintomaticos, desses 20 milhdes
sofrem sérios problemas de saude (Chitsulo et al., 2000).

Vinda da Africa, a infecgio pelo S. mansoni, encontrou aqui as condig¢des ideais
para a manuteng¢do do ciclo bioldgico: precérias condi¢des sanitarias, caramujos de dgua
doce do género Biomphalaria (hospedeiros intermediarios) ¢ hospedeiros suscetiveis.
Na fase adulta, o S. mansoni infecta humanos, porém, ocasionalmente encontram-se
babuinos, roedores e outros mamiferos infectados (D'Andrea et al., 2000).

Atualmente, a drea de transmissdo de esquistossomiase no Brasil se estende do
Maranhdo até o Rio Grande do Sul onde ja se encontram focos isolados (Coura &
Amaral, 2004). Ainda hoje, novos focos surgem mostrando uma adaptag¢ao do parasito a
novas condi¢des ¢ sua crescente expansdo (Barbosa et al., 2000; Barbosa et al., 2001,
Graeff-Teixeira et al., 2004; Morgan et al., 2005). Com isso, ndo se tem com exatiddo o

namero de individuos infectados por S. mansoni no Brasil (Katz & Peixoto, 2000).

2.1 O parasito e a doenca

A espécie Schistosoma mansoni foi descrita originalmente por Sambon, baseada
na morfologia dos ovos, sendo os caracteres do verme adulto descritos posteriormente

por Silva (1908 apud Cunha et al., 1970).
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O Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), é um verme Plathyhelminthe,
Trematoda, Digenea da Familia Schistosomatidae. E um parasito do homem e de alguns
mamiferos, em cujas vénulas do mesentério que liga o intestino ao figado (sistema
porta-hepatico) vivem os adultos, ocasionando a esquistossomiase mansonica. Esta
familia compreende os trematodeos cujas formas adultas sdo didicas, com duas ventosas
e cujo tubo digestivo se bifurca inicialmente, unindo-se posteriormente para formar o
ceco.

Sdo helmintos acelomados achatados dorso-ventralmente, bilateralmente
simétricos, ndo-segmentados e com tubo digestivo incompleto. O nome trematddeo faz
referéncia a presenca de duas ventosas no corpo desses helmintos; a ventosa ventral,
particularmente desenvolvida, com fun¢des de fixacdo e locomog¢do e a ventosa oral,
circundando a boca, em espécies parasitas. Normalmente sdo hermafroditas salvo
algumas excegdes, como € o caso do género Schistosoma (Digenea: Schistosomatidae).
Neste gé€nero estdo descritas espécies de importancia a medicina humana como S.
mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. guineensis (Webster et al.,
2005). Somente a primeira ocorre nas Américas, devido a presenca do hospedeiro
intermediario, o caramujo de agua doce do género Biomphalaria. O agente etiologico
Schistosoma mansoni, descrito por Sambon, (1907) é o agente etiologico da
esquistossomiase mansonica ou intestinal, devido a localizacdo do helminto nas veias
mesentéricas.

Schistosoma mansoni ¢ um platelminto que, ao contrario dos outros trematodeos
sdo vermes longos ¢ finos, tem sexos separados e elevado dimorfismo sexual (figura 1).
O macho tem cor esbranquigada, cerca de 1 cm de comprimento por 0,1 cm de largura
em média. E cilindrico apenas na porgo anterior do corpo entre as ventosas; o resto do
corpo ¢ achatado dorso-ventralmente e se dobra em forma de U, formando uma calha
longitudinal (canal ginecoforo), onde abriga a fémea na copula. E coberto com
tegumento formado por uma cuticula acelular espessa, com funcao de protecao e de
absor¢ao de oxigénio e nutrientes do plasma (Cunha et al., 1970; Rey, 2001). A fémea ¢
filariforme com cerca de 1,4 cm de comprimento por 0,016 cm de largura e acinzentada
devido a residuos da digestdo do sangue (Rey, 2001). A manutengdo da fémea no canal
ginecoforo ¢ necessaria para alcangar seu pleno desenvolvimento, assim como para a
manutengdo de sua maturidade sexual (Popiel et al., 1984; Basch, 1990; Ribeiro-Paes &
Rodrigues, 1997). O corpo mais fino da fémea parece facilitar o pareamento e

oviposicdo em estreitos capilares e pode ter sido resultado da divisdo de fungdes entre
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machos e fémeas. Ao macho cabe a locomogao que facilita a chegada da fémea ao local
adequado para a postura de ovos (Morand & Muller-Graft, 2000).

O helminto adulto ¢ coberto por um tegumento sincicial limitado externamente
por uma membrana plasmatica coberta por uma secre¢do laminar, a membranocalix
(Braschi et al., 2006). No tegumento existem microespinhos na area das ventosas e do
canal ginecoforo e ainda ocorre na superficie dorsal dos machos a presenca de
tubérculos que conferem suporte a locomogao (Rey, 2001).

O sistema reprodutor dos machos consiste basicamente de um testiculo com
numero variado de massas testiculares globosas localizadas dorsalmente abaixo do nivel
da ventosa ventral (Machado-Silva et al., 1998). De cada 16bulo testicular emergem
canais eferentes que se unem formando um canal deferente unico que segue até a
vesicula seminal, uma dilatacdo deste canal. Entretanto, o estudo por microscopia
confocal ndo confirmou a existéncia dessa estrutura (Neves et al., 2001). Da vesicula
parte o canal seminal que se abre para o meio externo, através de um poro genital
localizado no canal ginecoforo (Kastner et al., 1975).

A fémea possui um ovario alongado localizado na metade anterior do corpo, e
neste podem ser encontrados odcitos em diversos estagios de desenvolvimento. Na
regido posterior do ovario encontra-se uma espermateca, fina e alongada onde os
espermatozdides do macho sdo armazenados € um oviduto que se direciona para a
regido anterior do corpo transportando os odcitos até o odtipo. Neste também
desemboca o viteloduto, canal que transporta o material produzido pelas glandulas
vitelinicas que ocupam os 2/3 posteriores da fémea. Neste o6tipo, cuboidal e bem
protegido por musculos longitudinais e circulares ¢ formada a casca do ovo, cujo
material ¢ produzido pela glandula de Mehlis, que de acordo com novos relatos ndo sao
estruturas anexas como se acreditava e sim as proprias células cuboides do ootipo
(Neves et al., 2005). O odtipo se prolonga por um ttero que se apresenta como um canal
reto que segue até se abrir em um poro genital localizado abaixo da ventosa ventral

(Kastner et al., 1975).
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Figura 1 — Esquema dos helmintos adultos de Schistosoma mansoni - Segmento anterior do corpo do
macho (a esquerda) e da fémea (a direita) de Schistosoma mansoni mostrando esquematicamente os
principais o6rgdos internos: a, ventosa oral; b, porgéo anterior do intestino; ¢, ventosa ventral; d, vesicula
seminal; e, canal deferente; f, 16bulos testiculares; g, por¢do média bifurcada do intestino; h, ceco; i,
orificio genital feminino; j, Gtero contendo dois ovos; Kk, ovo; I, oviduto, m, ovario; n, viteloduto;
0,glandulas vitelinas (Segundo Rey, 2001).

Os ovos de Schistosoma mansoni medem em média 147 pm por 68 um e sao
caracterizados pela presenga de um espiculo lateral, que determina a espécie. Seu
revestimento ¢ formado por duas membranas finas e transparentes que permitem
visualizar no seu interior, a larva miracidio. Na postura, os ovos abrigam embrides
ainda imaturos, que maturam no decorrer do transito intestinal, até a evacuacdo das
fezes do hospedeiro. A sobrevida dos miracidios, dentro dos ovos que permanecem nas
fezes, ¢ em média de 4 a 5 dias. Por outro lado, a exposi¢do direta das fezes ao sol
provoca morte das larvas em 48 horas (Cunha et al., 1970).

A contamina¢do ambiental se d4 quando fezes humanas, contendo ovos, atingem
cole¢des hidricas, seja por esgoto despejado diretamente em aguas de rios e lagos, ou
por falta de instalagdes sanitarias que propiciam o depdsito direto de fezes no solo, de
onde podem ser carregadas por chuvas as cole¢des hidricas proximas (rios, lagos, valas,

brejos, etc). Segundo a literatura (Lutz, 1919 e Standen, 1951 apud Cunha et al., 1970),
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uma vez que os ovos do verme atinjam a agua doce, a eclosao do mesmo e a liberagao
das larvas miracidio dependem das condi¢des dos parametros abaixo, a saber:

1. A luminosidade intensa acelera a eclosdo e a obscuridade inibe o processo;

2. Pouca turbidez da agua, para que a luz possa atravessa-la e facilitar a eclosdo, dai a

importancia da presenca de dguas claras e transparentes;

3. Os extremos de temperaturas de 4°C e 37°C inibem a eclosdo, embora nao afetem a

viabilidade dos ovos. A temperatura 6tima para a eclosio ¢ em torno de 26°C;

4. A eclosao ¢ inibida em salinidade superior a 0,6%; no entanto, segundo Standen
(1951 apud Cunha et al., 1970), as condi¢des 6timas sdo encontradas na maioria dos

criadouros naturais de planorbideos das dreas endémicas.

Depois de liberada, a larva miracidio nada ativamente atraida pela luz, em
direcdo a superficie do liquido. Suas dimensdes sdo, em média, de 180 um de
comprimento por 62 um de largura. Em seu interior estdo células germinativas que
dardo origem aos esporocistos primarios, que originam os secunddrios e, por fim, as
larvas infectantes livre natantes, as cercarias. A sobrevida dos miracidios apds a eclosdo
¢ de menos de 24 horas. A temperatura da agua, neste caso, assume um papel
importante, uma vez que devera estar entre 24°C e 26°C (Barbosa & Coelho,1956 apud
Cunha et al., 1970).

A cercéaria tem forma ovalada, cauda cilindrica alongada, que se bifurca na
por¢do terminal. Tem 14 pum de comprimento, por 40 um de largura, e sua cauda
270um. Ao todo mede aproximadamente meio milimetro, estando no limite da
visibilidade do olho humano. Estas larvas desenvolvem-se em moluscos de agua doce,
do género Biomphalaria, sendo a espécie na regido de estudo Biomphalaria glabrata. A
larva miracidio infecta o molusco e, nas primeiras 48 horas, ja estda formado o
esporocisto primdrio. A formagdo do esporocisto secundario se inicia a partir do 14° dia
apos a penetragdo do miracidio. A formagao das cercarias se inicia com a multiplicagdo
das células germinativas. Em condi¢des 6timas de temperatura, em torno de 26°C, e
com cerca de quatro semanas apds a penetracdo, ja estdo maduras, iniciando-se sua
elimina¢do (Cunha et al., 1970).

A eliminagdo de cercarias ¢ dependente da espécie e do tamanho do planorbideo
infectado, mas em geral, se da prioritariamente entre 11 e 17 horas, é progressiva até a

quinta semana, quando sdo eliminadas médias diarias em torno de 6000 por caramujo; e,
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cada caramujo que sobreviver infectado por 15 a 20 dias, podera eliminar neste periodo,
cerca de meio milhdo de cercarias (Barbosa &Coelho, 1956 apud Cunha et al., 1970).
Uma vez livres na agua, as cercarias tém longevidade de aproximadamente trés
dias e nadam ativamente até encontrar o hospedeiro definitivo, por exemplo, o homem.
A penetracgdo na pele do hospedeiro se da através de fixacao das ventosas oral e ventral,
efeito litico das glandulas anteriores, € movimentagao vibratéria intensa da cauda. Ao
alcangar a camada muscular, abandona a cauda, transformando-se em esquistossomulo.
Estes migram para as camadas mais profundas da pele, atingindo vasos linfaticos ou
sangiliineos que os levardo para o pulmio, onde passam dos vasos arteriais para as
vénulas, e de onde sdo conduzidos ao coragdo e a circulagdo geral (Gordon & Griffiths,
1951 e Standen, 1953 apud Cunha, 1970). Somente aqueles que atingirem o sistema
porta-hepatico completardo seu desenvolvimento, pois depende de alimentacdo
sangiliinea, comumente iniciada no figado e, quando vermes adultos, nas veias

mesentéricas (Cunha et al., 1970).

A esquistossomiase mansOnica também recebe outras denominagdes como
bilhardiase ou doenca de Manson e, popularmente, como xistosa, doenca do caramujo,
barriga d’agua, xistosomose. A transmissdo se da pelo contado do homem com agua
contendo cercarias e, uma vez infectado, e particularmente se ocorrer reinfecgdo, esta
pessoa podera continuar eliminando ovos por varios anos. O periodo de tempo entre a
penetracdo da cercaria na pele do hospedeiro e estabelecimento nas vias mesentéricas ¢
de cerca de 10 dias. No vigésimo sétimo dia, ja se encontram vermes acasalados e, a
partir do quadragésimo dia, os ovos ja podem ser encontrados nas fezes (Cunha et al.,

1970).

A estimativa de producdo de ovos ¢ de cerca de 300 ovos/dia por fémea, logo,
dependendo da quantidade de vermes, esta producdo pode elevar-se de centenas a
milhares de ovos/dia. A producdo de ovos € o aspecto mais importante do parasitismo e
a maior causa da patologia da esquistossomose. Estes ovos, tanto provocam
hemorragias e ulceragdes durante a passagem pela luz intestinal, quanto provocam a
formagao de granulomas, como resposta do sistema imunologico. Os granulomas se
formam a partir daqueles que ficam retidos nas paredes do intestino, figado, capilares
sinusoides e, eventualmente nos locais para onde foram transportados via corrente
sangiliinea. A presenca de granulomas no figado provoca bloqueio da circulagio pré-

sinusoidal, desenvolvimento de tecido fibroso cicatricial, redugdo do fluxo sangiiineo na
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area drenada pela veia porta e, posteriormente, hipertensdo e aumento do didmetro dos
vasos abdominais. Em fases avancadas da doenca, estes vasos podem nao suportar a
pressdo e se romperem, causando hemorragias (Magalhaes, 2001).

A maioria das pessoas infectadas pode permanecer assintomatica, dependendo
da intensidade da infec¢do. A sintomatologia clinica corresponde ao estigio de
desenvolvimento do parasito no hospedeiro. As manifestagdes clinicas variam,
dependendo da localizagdo e intensidade do parasitismo, da capacidade de resposta do
individuo e do tratamento instituido.

As diversas formas de manifestagdo clinica da Esquistossomose mansonica,
podem ser resumidas em: (1) Fase pré-postural (dermatite e Esquistossomose aguda ou
febre de Katayama) e (2) Fase pos-postural (Tipo I ou forma intestinal, Tipo II ou forma
hepatointestinal, Tipo III ou forma hepatoesplénica compensada, Tipo IV ou forma
hepatoesplénica descompensada, formas particulares pulmonar e cardio-pulmonar,
neuroesquistossomose, sindrome ciandtica, polipos inflamatérios e formas insoélitas
peritoneal, pancreatica, cutanea, testicular ou miocardica) (Magalhaes, 2001; Malta et

al., 2005).

2.2 Ciclo biolégico

O S. mansoni tem um ciclo de vida complexo, que envolve um molusco aquatico
pulmonado de agua doce (do género Biomphalaria) e um hospedeiro vertebrado
(homem e outros mamiferos). Os ovos liberados nas fezes do hospedeiro vertebrado
entram em contato com a agua, resultando na eclosdo dos miracidios. Esse processo ¢
dependente de temperatura (22° a 25° C) e luz. Os miracidios nadam, entram em contato
com os moluscos, penetram pelas suas partes e iniciam um processo de reorganizagdo
estrutural no local de penetragdo do parasito. As etapas seguintes sdo representadas por
multiplicagdo do parasito, produzindo geragdes de esporocistos primarios e secundarios.
A ultima etapa que ¢ de diferenciacdo resulta em alguns milhares de cercérias. As
cercarias que sdo liberadas dos moluscos, principalmente, durante a luz do dia, nadam
ativamente e penetram na pele de um hospedeiro suscetivel, fazendo uso de secrecdes
proteoliticas (Rey, 2001; Pearce & Simpson, 1992; Jacobs et. al., 1999).

A entrada em um novo ambiente requer mudangas estruturais, inicialmente,
representada pela transformacao da parte anterior da cercaria em esquistossomulo, que

passa por uma reorganizacgao estrutural representada por modificagdes no revestimento
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externo (tegumento) e internamente com a regressao de glandulas necessarias a
penetracdo do hospedeiro. Apds alguns dias na pele, os esquistossdmulos entram na
circulagdo e migram para os pulmdes (5-7 dias ap0os a penetracdo). Os esquistossomulos
entdo se movem para o sistema porta hepatico, onde se desenvolvem em adultos
sexualmente maduros. Machos e fémeas tém diferengas comportamentais, antigénicas ¢
fisiologicas. O desenvolvimento dos machos ocorre de maneira independente da
presenca da fémea. A fémea adulta vive dentro do canal ginecoféro e ndo se torna
madura na auséncia dos machos. Por volta de 4-5 semanas de infeccdo, os vermes
migram acasalados para as veias mesentéricas, onde se da inicio a produ¢do de ovos
(oviposicao) (Rey, 2001). Cada fémea ¢ capaz de liberar aproximadamente 300 ovos por
dia, que sdo depositados nas paredes dos capilares (Loverde & Chen, 1991). Neste local,
os ovos permanecem por cerca de duas semanas, passando por um processo de
desenvolvimento das células embrionarias do miracideo, que corresponde a um ovo
maduro com o miracideo totalmente desenvolvido (Jurberg et al., 2009). Esses ovos
caem no lumen intestinal e sdo liberados nas fezes (Loverde & Chen, 1991). A Figura 2

ilustra o ciclo biologico do S. mansoni.
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Figura 2 - Ciclo de vida do S. mansoni. O esquema mostra as etapas do ciclo, no meio aquatico, no
hospedeiro intermediario e finalmente no hospedeiro vertebrado (Dunne & Cooke, 2005).

2.3 Interagéo do S. mansoni com o hospedeiro vertebrado

Esta relacao se baseia no jogo entre estratégias de sobrevivéncia do parasito e
convivéncia com os mecanismos de defesa do hospedeiro. Para tal, o parasito depende
do tegumento que cobre toda a superficie dos vermes adultos, sendo a interface entre o
parasito ¢ o hospedeiro (Abath & Werkhauser, 1996). No tegumento que ¢ uma
estrutura extremamente especializada, as propriedades moleculares do tegumento sao
diretamente responsaveis pelo mecanismo de escape do parasito (Skelly & Wilson,
2006). Diferentemente de outros helmintos, os vermes adultos provocam poucos danos
diretos ao hospedeiro. Por outro lado, os ovos que ndo conseguem alcangar a luz
intestinal sdo arrastados pela corrente sangiiinea ficam retidos nos capilares hepaticos,
provocando uma intensa resposta inflamatoria granulomatosa (Bica et al., 2000). Ha

fortes evidéncias de que a resposta granulomatosa seja a responsavel pelas
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manifestagdes patologicas da doenga (Boros, 1989), ao invés de uma agao direta do ovo.
Os ovos agregados nos tecidos do hospedeiro constituem um grave aspecto da
esquistossomose. A forma hepatica da doenca ¢ a mais importante, com os granulomas
gerando fibrose e hepato-esplenomegalia nos casos mais severos. Inicialmente a reagao
inflamatoria é reversivel, mas em casos mais avangados pode resultar em danos
irreversiveis ao figado. A formagdo do granuloma ¢ iniciada por antigenos secretados
pelos miracidios, através de poros existentes na rigida casca do ovo. A variabilidade do
granuloma ¢ devido ao fato que esta estrutura organizada ¢ composta pelos
componentes do hospedeiro e do parasito, funcionando como uma relagdo hibrida entre
dois seres filogeneticamente diferentes, dependendo, conseqlientemente, das
caracteristicas epigenéticas do hospedeiro (Lenzi et al., 1998).

Na formagdo dos granulomas, os ovos sdo circundados por um agregado de
células inflamatorias compostas por eosinofilos, linfocitos, macréfagos e neutrdfilos
envoltos em colageno (Warren & Domingo, 1970), podendo ou n3o haver necroses ou
infiltracdo de outros leucocitos (Adams, 1976), o que induz uma resposta de
hipersensibilidade retardada mediada por linfocitos T, provocada por produtos
derivados do ovo (Colley, 1987).

O granuloma hepatico ¢ uma fonte das citocinas fibrogénicas, sendo produzidas
como resultado da resposta do hospedeiro ao antigeno do ovo. A matriz extracelular dos
granulomas hepdticos ¢ essencialmente formada por proteoglicanos, fibronectina e
coladgeno. O colageno do tipo I e III, fibronectina e as glicoproteinas ndo colagénicas
sdo os principais componentes das fibras reticulares (Unsworth et al., 1982) e sdo
densamente depositadas em volta do ovo do S. mansoni.

Durante seu desenvolvimento, os granulomas esquistossomoticos apresentam
diferentes estagios de maturagdo (Lenzi et al., 1999). A maioria dos componentes da
matriz extracelular presente no granuloma esquistossomotico ¢ modificada ao longo da
evolugdo da infecgdo, sofrendo alteracdes na sua composicao e metabolismo, durante os
processos inflamatorios (Lenzi et al., 1991; Silva et al., 2000).

O estudo morfométrico confirmou que o processo de desenvolvimento da reagao
granulomatosa hepatica ¢ influenciado pelo hospedeiro (Costa-Silva et al., 2002), pela
cepa do parasito (Coelho et al., 1989) e pela fase doenca (aguda ou cronica) (Raso et al.,
1986; Cheever et al., 2002). Com o passar do tempo, os ovos se disseminam para os

pulmdes, onde mais granulomas sdo formados.
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2.4 Esquistossomose e disturbios metabolicos do hospedeiro

Além da especializagdo do tegumento, o S. mansoni também faz uso de
horménios e citocinas humanos para regular seus proprios processos metabolicos e de
desenvolvimento (Escobedo et al., 2005). Ja foi mostrado que Schistosoma
haematobium sintetiza uma glutationa-S-transferase de 28-kDa que se liga a
testosterona e facilita o transporte, metabolismo e ac¢do fisioldgica do hormdnio no
parasito (Remoue et al., 2002). Essa complexa relagdo supostamente ¢ decorrente dos
muitos anos de co-evolugdo entre parasito e hospedeiro.

Estudos em camundongos com diabetes mellitus mostraram que a eliminagao
fecal de ovos de Schistosoma mansoni foi menor comparado a animais sem essa
alteracdo metabolica (Hulstijn et al., 2001; 2003). Essas diferengas poderiam estar
relacionadas com deficiéncia na maturagdo dos ovos ou por mudancas na resposta
inflamatoria intestinal, que mudando o metabolismo do hospedeiro poderia afetar a
biologia do helminto e a propria resposta do hospedeiro a este.

Estudos anteriores mostraram alteracdes dramaticas no desenvolvimento do
verme adulto (Neves et al., 2001, 2002, Oliveira et al., 2003), bem como a diminui¢ao
do granuloma esquistossomoético periovular e lesdes cronicas mais leves em
camundongos desnutridos, em comparacdo com ratos alimentados com uma dieta
normal (Coutinho et al., 2003). Ja foi observado que a privagdo de nutrientes leva a um
micro-ambiente hostil para vermes adultos (Ferreira & Coutinho, 1999, Neves et al.,
2002, Simdes et al., 2002, Oliveira et al., 2003).

Virios trabalhos demonstraram que Schistosoma ¢ altamente dependente do
metabolismo do hospedeiro (Saule et al., 2005). Modelos animais demonstraram
reducdes na concentragdo de lipoproteinas no plasma durante a infec¢do experimental
por esquistossomose (El-Marzouki & Amin 1997, Muller et al., 2001, Ramos et al.,
2004). Além disso, a infec¢do esquistossomotica neutraliza os efeitos de uma dieta
aterogénica, através da modulagcdo do metabolismo lipidico de recolhimento, induzindo
uma redug@o no colesterol total (Doenhoff et al., 2002). Camundongos deficientes de
produgdo de Apoproteina E (ApoE)-deficient C57BL / 6) foram submetidos a exposi¢ao
cronica aos ovos de Schistosoma promoveu o desenvolvimento de uma resposta Th2 e
reduziu os niveis de colesterol total e LDL no soro, mas ndo conseguiu reduzir o

desenvolvimento de lesdes da aorta (La Flamme et al., 2007).
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Estudos sobre o papel da dislipidemia durante a infeccdo aguda da
esquistossomose observou que uma dieta rica em gordura favorece o desenvolvimento
dos vermes adultos (Neves et al., 2007a). Além disso, a maturagdo dos ovos, a produgao
de fezes, viabilidade de ovos foram maiores em comparagdo com camundongos
alimentados com uma dieta padrdao (Neves et al., 2007b).

Diversos estudos abordaram a interacdo entre a desnutricdo e a infec¢do por
helmintos intestinais (Oberhelman et al., 1998; Stephenson et al., 2000; Crompton &
Nesheim, 2002; Muniz et al., 2002, Simdes et al., 2002), destacando que os parasitos
influenciam negativamente o estado nutricional do hospedeiro, afetando o seu
crescimento fisico, desenvolvimento educacional e psicomotor (Stephenson et al.,
2000). E freqiiente a associagdo da esquistossomose com a desnutri¢do, uma vez que
regides endémicas sdo habitadas por populagdes de baixo padrido socioecondmico no
nordeste do Brasil (Coutinho, 1980; Coutinho, 2004; Coutinho et al., 1991, Coutinho et
al., 1992; Ferreira & Coutinho, 1999).

Estudos em roedores infectados por S. mansoni tém permitido avangar no
conhecimento sobre a interacdo esquistossomose e restrigdo nutricional. A eliminagdo
de vermes por esquistossomicida (praziquantel) ¢ menor em camundongos com
deficiéncia protéica do que os normoprotéicos (Lima et al., 1998). A privagdo de
nutrientes leva a um micro-ambiente hostil, com um efeito deletério sobre vermes
macho e fémea, culminando em alteracdes morfolégicas na arquitetura do tegumento e

do sistema reprodutivo (Barros et al., 2009).

A capacidade de adaptar os processos metabdlicos as mudangas ambientais
influencia o comportamento do Schistosoma dentro do hospedeiro, devido a diversas
adaptacdes nutricionais (Halton, 1997). Assim, mudancas no hospedeiro modificam o
parasito, que por sua vez, alteram a relagdo parasito-hospedeiro podendo assim
repercutir na capacidade de infec¢do do parasito. Dessa forma, essa interagdo implica no

desenvolvimento de estratégias adaptativas de convivéncia entre organismos distintos.
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3 OBJETIVOS

Analisar, durante a fase aguda da infeccdo, a resposta parasitoldgica e
histopatoldégica em camundongos adultos infectados com Schistosoma mansoni no

modelo de programacgdo metabdlica pela desnutricdo materna na lactagéo.

3.1 Objetivos especificos

Na prole cujas mées foram submetidas a restricdo protéica ou calorica na lactacdo, que

foi infectada com s. Mansoni, avaliar:

e A massa corporal e ingestdo alimentar;

e A composicao corporal (gordura visceral, conteldo de gordura e proteina) e a
massa tecidual (figado, bago, rim e intestino);

e As concentracdes séricas de leptina e corticosterona.

e A morfometria, a concentragdo de colageno e a resposta inflamatoria celular
(eosinofilos, macrofagos, linfocitos, mastocitos, plasmacitos, fibroblastos e
neutrofilos) dos granulomas hepaéticos.

No hospedeiro, AVALIAR:

¢ O nlmero de ovos eliminados nas fezes;

» Percentual dos estagios evolutivos dos ovos nos tecidos intestinais;

NO S. mansoni, AVALIAR:

e A infectividade (recuperacdo de vermes adultos);

e As caracteristicas morfologicas do sistema reprodutor e tegumento;
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4 METODOLOGIA

4.1 Comité de Etica

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ com o n°
CEA/232/2008.

4.2 Hospedeiros e Parasitos:

Foram utilizados Mus musculus Swiss Webster, cedidos pelo Instituto de
Medicina Veterinaria Jorge Vaitsman.
As cercéarias de Schistosoma mansoni (cepa BH, Belo Horizonte) foram

fornecidas pelo Departamento de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz.

4.3 Modelo experimental de programacdo em camundongos pela restricdo

proteica (RP) e caldrica (RC) materna na lactacéo

Camundongos foram mantidos em biotério em caixas de polipropileno (40 x
33cm), com temperatura controlada (25£1°C), ciclo artificial de claro-escuro (luz de 7
as 19h) com racdo e agua ad libitum. Aos trés meses de idade, os animais foram
acasalados (2 fémeas: 1 macho) e, em seguida, as fémeas gravidas foram mantidas em
gaiola individual com livre acesso a dgua e racdo até o dia do nascimento da ninhada.
Seguimos 0s principios basicos de manuseio e cuidado com 0s animais descritos em
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (Bayne, 1996).

Apols o nascimento da ninhada, as lactantes foram divididas nos seguintes
grupos:

- Controle (C), com livre acesso a ra¢do normal com 23% de proteina,

- RP, com livre acesso a dieta com 8% de proteina (Tabela 1),

- RC, com acesso restrito a racdo controle, cuja quantidade foi calculada de acordo com
a ingestao do grupo RP.

A desnutricdo materna foi iniciada ao nascimento da ninhada (dia 0) e foi
mantida até o final da lactagdo (dia 21). Utilizamos 6 filhotes machos por ninhada, pois

este numero confere a melhor performance lactacional (Passos et al., 2000).
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Apobs o desmame, os filhotes C, RP e RC tiveram livre acesso a ra¢do normal,
com 23% de proteina, até os 120 dias de idade (Nuvilab-Nuvital Nutrientes LTDA,

Parana, Brasil).

Tabela 1- Composicdo das dietas normo e hipoprotéica

Controle Hipoprotéica
Ingredientes — g
Proteina 234.0 81.0
Amido de milho 672.0 825.0
Oleo de soja 50.0 50.0
Mistura de vitaminas * 4.0 4.0
Mistura de minerais * 40.0 40.0
Analise:
Energia Total — kcal 4074 4074
Proteina % 23.0 8.0
Carboidrato % 66.0 81.0
Lipidios % 11.0 11.0

*De acordo com as recomendag¢des do American Institute of Nutrition Rodents Diets, AIN-93G (1993)

Anélise nutricional

A massa corporal das proles foi monitorada diariamente nos 21 dias da lactagao.
Apds o desmame, a massa corporal e a ingestdo de racdo foram analisados de 4 em 4
dias.

O consumo alimentar diério foi determinado pela formula:

Consumo ={ Ri—RfJ /4
n

onde :

Ri - ragdo inicial colocada na gaiola

Rf — racdo restante na gaiola 4 dias depois
n — nimero de animais na gaiola

4 — dias transcorridos entre as pesagens
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Composicao corporal

No dia do sacrificio (120 dias de idade), a massa de gordura visceral (MGV) das
proles programadas foi retirada para estimativa de adiposidade central - mesentérica,
epididimal e retroperitoneal (Toste el al., 2006b). Apds a pesagem, esta foi devolvida a
carcaca para posterior avaliagdo do conteudo lipidico total.

Realizamos 0 método da carcaca (Fagundes et al., 2007), onde o conteddo de
gordura corporal total foi analisado por método gravimétrico e o contetdo de proteinas

corporais totais foi quantificado por método colorimétrico.

Infeccdo com S. mansoni

Aos 60 dias de idade, 30 camundongos da prole foram infectados por via
transcutanea com 50 cercarias (cepa BH) obtidas apds a exposicdo a luz de
Biomphalaria glabrata experimentalmente infectada (Hulstijn et al., 2001). Igual
namero, ndo infectado, foi considerado o grupo controle. Os pontos estudados foram:
periodo pré-patente, cinética de eliminacdo de ovos, maturagédo e viabilidade dos ovos,

recuperacdo dos vermes e a histopatologia hepatica.

Quadro 2: Grupos experimentais estudados

Animais Infeccdo Aguda
Controle Com infeccéo 10
Sem infec¢éo 10
RP Com infecgéo 10
Sem infeccéo 10
RC Com infeccéo 10
Sem infeccdo 10

Estudo Parasitoldgico
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Periodo preé-patente:

A partir do 35° dia de infeccdo, foram realizados exames coproscopicos dos
camundongos pela técnica de Kato-Katz (Katz et al., 1972), duas vezes por semana,

com duas laminas para cada animal.

Dinamica de eliminacéo de ovos nas fezes:

O procedimento anterior repetiu-se até o 55° dia de infecgdo. Em cada exame, 0s
ovos foram contados e calculados a média de duas laminas, que foi multiplicada pelo

fator de correcdo 24 e expresso em numero de ovos/g fezes (Katz et al., 1972).

Necropsia

Os camundongos C, RC e RP foram sacrificados por deslocamento cervical na
172 semana de vida, ou seja, apos 9 semanas de infeccdo (fase aguda), o sistema porta e
vasos mesentéricos foram perfundidos com solugdo salina citratada (0,9%) (Smithers &
Terry, 1965). Em seguida a perfusdo, os vasos mesentéricos foram cuidadosamente
examinados a procura de vermes residuais. Os vermes foram fixados em AFA (solugédo
de etanol a 95%, formalina e acido acético glacial) (Neves et al., 1998), contados e
agrupados segundo o sexo.

Nesta etapa, foram coletados e pesados: figado, baco, rim e intestino.

Infectividade:
Determinada segundo o total de vermes encontrados pela carga parasitaria (Silva
etal., 1992).

Oograma:

O intestino delgado de cada animal foi medido e dividido em dois segmentos:
proximal (do piloro até a primeira metade do intestino delgado), distal (da segunda
metade do intestino delgado até a ampola cecal) e o intestino grosso (da ampola cecal

até o reto), segundo adaptacdo da técnica de Brener (1965). Um segmento de 1,0 cm da
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porcao distal foi retirado e esmagado entre laminas para determinacdo do estagio e o
percentual de maturacdo dos ovos (Cunha et al., 1986; Ferrari et al., 2003).

Foi realizada também a contagem de ovos retidos na mucosa intestinal pela
técnica da digestdo tecidual em hidroxido de potassio (Cheever, 1968). Cada segmento
dos intestinos foi colocada em tubos de vidro com 10 ml de KOH a 4%, permanecendo
em banho-maria por 4 a 5 h, a 56°C. Apo0s a digestdo dos tecidos, os tubos foram
centrifugados por 3 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento
ressuspenso em 1 ml de agua desionizada. Dez amostras de 100 ul de cada sedimento,
foram examinadas ao microscépio optico entre lamina e laminula com aumento de 100
vezes (Martinez et al., 2003).

Estudos morfoldgicos dos vermes adultos recuperados de camundongos
programados

A morfologia dos vermes foi analisada por microscopia de campo claro
(Olympus BX50). As imagens foram capturadas por uma méaquina fotografica (Sony,
640 x 480 pixels, RGB), transferidas a um computador com a utilizacdo do programa
Image Pro Plus, Media Cybernetics, USA (Neves et al., 2005).

Avaliacdo das mudancas histopatolégicas causadas por S. mansoni no figado dos

camundongos programados

O tecido foi clivado e fixado em tampéo fosfato formalina, pH 7.4 (Carson et
al., 1973) a temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se o processamento histologico
de rotina: desidratacdo em série alcodlica gradual, diafanizagdo em xilol e inclusdo em
parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo com 5 um de espessura e corados
com hematoxilina e eosina (H&E), tricrbmico de Masson e Picrosirius + microscépio de
polarizacdo (Junqueira et al., 1979). As imagens foram analisadas em microscopio de
campo claro para verificacdo da histopatologia hepatica a morfometria dos granulomas
(Costa-Silva et al., 2002).
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Determinacdes bioquimicas

O sangue foi obtido em ambiente asséptico, por meio de por puncdo do plexo
subaxilar e puncéo cardiaca, sem anticoagulante. As amostras foram centrifugadas (4°C,
3000 rpm por 20 minutos) e o soro foi congelado a -20°C, para posterior utilizag&o.

Dosagem da leptinemia

Quantificada por radioimunoensaio especifico para roedores (Linco Research,
Inc, Missouri, EUA). A variagéo intra-ensaio foi de 2,9%. O limite de sensibilidade foi
de 0,5 ng/mL.

Dosagem da corticosteronemia

Avaliada através de radioimunoensaio, utilizando o kit especifico para murinos
(ImmuChemTM |, duplo anticorpo, ICN Biomedicals, Inc, USA). O coeficiente de
variacdo intra-ensaio foi 4,4%, sendo o limite minimo de detec¢do de 50ng/mL. Os

valores foram expressos em ng/mL.

Andlise estatistica

Utilizamos o programa Prism®4 para Microsoft Windows® para realizacdo das
analises estatisticas e montagem dos graficos. Os dados foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM) e analisados por Andlise de Variancia Univariada (One-
Way ANOVA), seguida de poés-teste de Newman-Keuls. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o

efeito da infecgéo (grupo nédo infectado vs grupo infectado).
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5 RESULTADOS

Os filhotes RC e RP apresentaram menor massa corporal em relacdo ao C ja a
partir do 5° dia de vida. Como visto na Fig. 3, ao desmame, ambos 0S Qrupos
desnutridos apresentaram reducdo da massa corporal (RC vs C: -11%, RP vs C: -53%);
RP vs RC: -48%; p<0,0001).
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Figura 3: Massa corporal ao desmame (21 dias) dos filhotes dos grupos C (n= 23), RC
(n= 22) e RP (n=30). Valores expressos como média + EPM, p<0,0001. ANOVA
seguida de pds-teste de Newman-Keuls (# vs C e & vs RC).

Avaliagdo nutricional pos-desmame
Efeito da programacéao

Nos animais ndo infectados, observamos que a prole RP apresentou reducdo da
massa corporal (-19% vs C, p<0,01). J& a prole RC exibiu maior ganho de massa
corporal (+15% vs C, p<0,05). A ingestéo alimentar foi maior na prole RC (vs C + 19%,
p<0,01) e menor na prole RP (-39% vs C; -40% vs RC, p<0,001).

Efeito da infeccéo

O grupo RC infectado mostrou menor massa corporal (fig. 4A) em comparacgao
ao camundongo RC néo infectado (RC vs RCI: -9%; p<0,001), assim como menor
ingestdo de ragdo (-11% vs RCI, p<0,05 - fig. 2B).
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Ao sacrificio (92 semana de infeccdo), a prole RP infectada exibiu menor massa
corporal (-14% vs C, p<0,05; -23% vs RC, p<0,001) e menor consumo de racao (-33%
vs C; -38% vs RC; p<0,001).
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Figura 4: Massa corporal (A) e ingestdo alimentar (B) aos 120 dias de idade das proles
controle (C), restricdo calorica (RC) e restricdo protéica (RP) ndo infectadas e
infectadas. n=10/grupo. Valores expressos como média + EPM, p<0,05. ANOVA
seguida de pods-teste de Newman-Keuls. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o
efeito da infecgdo (* RCI vs RC; # vs C, & vs RC).
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Efeito da programacéo
A gordura visceral dos animais ndo infectados do grupo RC foi maior (+72% vs

RP; p<0,05).

Efeito da infeccao

Observamos que a infeccdo reduziu a gordura visceral (fig.5) do grupo RC em

40% (RC vs RCI; p<0,05). A infecgédo ndo alterou significativamente a gordura visceral

das proles C e RP.
Nos animais programados infectados, ndo observamos alteracdo da MGV entre

0S grupos.
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Figura 5: Massa de gordura visceral (MGV) na 172 semana de vida da prole
programada ndo infectada e infectada dos grupos controle (C), restri¢do calérica (RC) e
restricdo proteica (RP). Valores expressos como média + EPM, p<0,05. ANOVA
seguida de pds-teste de Newman-Keuls. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o

efeito da infecgcdo (* RC vs RCI; & vs RP).

Efeito da programacéo
Nos animais ndo infectados, observamos que a gordura corporal total foi maior

nos grupos RC (+45% vs C; p<0,05) e RP (+70% vs C; p<0,001).
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Efeito da infeccéo

Os grupos RC e RP infectados mostraram menor massa de gordura corporal (fig.
6) em comparac¢do aos seus respectivos grupos ndo infectados (RC vs RCI: -54%; RP vs
RPI: -39%; p<0,001).

Quanto aos animais programados infectados, verificamos que a prole RC
apresentou apenas tendéncia a menor gordura corporal.
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Figura 6: Conteddo corporal de gordura total na 172 semana de vida da prole
programada néo infectada e infectada dos grupos controle (C), restricdo caldrica (RC) e
restricdo protéica (RP). Valores expressos como média + EPM, p<0,05. ANOVA
seguida de pds-teste de Newman-Keuls. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o
efeito da infecgcdo (* RCI vs RC; RPI vs RP; # vs C).

O conteddo de proteinas totais (fig. 7) ndo foi afetado significativamente pela
infeccdo ou pela programacéo.
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Figura 7: Contetdo corporal de proteinas totais na 172 semana de vida da prole
programada néo infectada e infectada dos grupos controle (C), restri¢do caldrica (RC) e
restricdo protéica (RP). ANOVA seguida de pos-teste de Newman-Keuls. Utilizamos o
teste t de Student para avaliar o efeito da infeccéo.

Peso dos 6rgaos

Efeito da programacéao

Verificamos que os pesos de figado (fig. 8), baco (fig. 9), rim (fig. 10) e
intestinos (fig. 11) das proles C, RC e RP néo infectadas ndo foram estatisticamente
diferentes.

Efeito da infeccéo

A infeccdo causou aumento significativo do peso do figado em todas as proles
(C vs CI: +32%; RC vs RCI: +32%, p<0,0001; RP vs RPI: +16%, p<0,05 - fig. 8),
assim como no peso do bago (C vs Cl: +139%; RC vs RCI: +137%; RP vs RPI: +141%);
p<0,0001 - fig. 9). A infeccdo causou aumento do peso dos rins na prole RC (+30% vs
RCI; p<0,0001 - fig. 10). N&o observamos diferenca significativa no peso dos intestinos
entre os grupos infectados e ndo infectados(fig.11).

Entre os camundongos programados infectados, o grupo RC mostrou maior peso
dos rins (+18% vs C e + 12% vs RP; p<0,01).
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Figura 8: Peso do figado dos camundongos ndo infectados e infectados dos grupos
controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricdo protéica (RP). Valores expressos como
média + EPM, p<0,05. ANOVA seguida de pos-teste de Newman-Keuls. Utilizamos o
teste t de Student para avaliar o efeito da infeccdo (* vs prole néo infectada).
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Figura 9: Peso do baco dos camundongos ndo infectados e infectados dos grupos
controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricdo protéica (RP). Valores expressos como
média + EPM, p<0,05. ANOVA seguida de pos-teste de Newman-Keuls. Utilizamos o
teste t de Student para avaliar o efeito da infeccdo (* vs prole nédo infectada).
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Figura 10: Peso dos rins dos camundongos ndo infectados e infectados dos grupos
controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricdo protéica (RP). Valores expressos como
média + EPM, p<0,05. ANOVA seguida de pos-teste de Newman-Keuls. Utilizamos o
teste t de Student para avaliar o efeito da infecgcdo (* RC vs RCI; # vs C; & vs RC).
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Figura 11: Peso do intestino dos camundongos ndo infectados e infectados dos grupos
controle (C), restricao caldrica (RC) e restricdo protéica (RP). Valores expressos como
média + EPM. ANOVA seguida de pds-teste de Newman-Keuls. Utilizamos o teste t de
Student para avaliar o efeito da infeccéo.
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Concentracdes séricas hormonais

Efeito da programacéao

Observamos que a programacdo ndo foi capaz de alterar significativamente a
corticosterona sérica das proles programadas (fig. 12). Quanto a leptina, verificamos
que a prole RC apresentou maiores concentragdes séricas (+115% vs C; fig. 13).

Efeito da infeccéo

A infeccdo nos camundongos programados do grupo RC levou a
hipercorticosteronemia (+175% vs C; p<0,05).
A infeccdo causou na prole RC uma reducdo na concentracdo de leptina serica

em comparagao ao seu respectivo grupo ndo infectado (RC vs RCI: -71%; fig. 13).
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Figura 12: Concentracdo sérica de corticosterona dos camundongos nao infectados e
infectados dos grupos controle (C), restri¢cdo caldrica (RC) e restricdo proteica (RP).
Valores expressos como media + EPM. ANOVA seguida de pos-teste de Newman-
Keuls. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o efeito da infeccéo (# vs C).
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Figura 13: Concentracdo sérica de leptina dos camundongos ndo infectados e
infectados dos grupos controle (C), restri¢cdo caldrica (RC) e restricdo proteica (RP).
Valores expressos como media + EPM. ANOVA seguida de pos-teste de Newman-

Keuls. Utilizamos o teste t de Student para avaliar o efeito da infeccdo (# vs C e *RC vs
RCI).

AvaliacOes parasitologicas periodo pré-patente e dindmica de eliminacéo de ovos
nas fezes

Na prole C, o periodo pré-patente foi de 40 dias, enquanto que nas proles RC e
RP este periodo foi mais longo, com 45 dias (p<0,001). Aos 45 dias de infec¢do, todos
0S grupos apresentaram quantidades semelhantes de ovos nas fezes. Aos 55 dias de
infeccdo, o0 grupo RP apresentou maior numero de ovos nas fezes (+211% vs C; +600%
vs RC, p<0,01 - fig.14). O ndamero total de ovos eliminados nas fezes apresentou
diferenca significativa entre os grupos RP e RC (RP vs RC +113%, p=0,0013).
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Figura 14: Eliminacdo média de ovos observados nas fezes de camundongos dos
grupos controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricdo protéica (RP). Valores expressos
como média + EPM, p<0,05. ANOVA seguida de pos-teste de Newman-Keuls (# vs C
aos 40 dias; A vs C e RC aos 55 dias).

Padréo de oograma

Todas as proles apresentaram maior quantidade de ovos imaturos na

porcéo distal do intestino delgado (fig. 15).
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Figura 15: Numero de ovos na porc¢éo distal do intestino delgado das proles C (A), RC
(B) e RP (C). Valores expressos como média + EPM, p<0,05. ANOVA seguida de p6s-
teste de Newman-Keuls (@ vs todos).

A prole RC (fig. 16A) apresentou menor quantidade de ovos imaturos (-65% vs
C, p<0,01) enquanto que a prole RP exibiu aumento de 288% de ovos imaturos em
relacdo ao RC (p<0,001).
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Observamos maior quantidade de ovos maduros (fig. 16 B) na prole RP (+561%

vs RC, p<0,01).

Observamos maior quantidade de ovos mortos na prole RP (+167% vs C,

+803% vs RC, p<0,01 fig. 16C).

Maior quantidade de cascas (fig.16 D) foi observada no grupo RP (+ 405% vs

p<0,05;
RC, p<0,05).
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Figura 16: Oograma no segmento da porgédo distal do intestino delgado das proles C,
RC e RP. (A) Imaturos, (B) Maduros, (C) Mortos e (D) Cascas de ovos. Valores
expressos como média = EPM, p<0,05. ANOVA seguida de pos-teste de Newman-

Keuls (# vs C, & vs RC).
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Carga de ovos nas por¢oes intestinais

Nas porcdes proximal e distal do intestino delgado, ndo observamos alteracfes
na carga de ovos entre as proles programadas. Entretanto, a carga foi maior no segmento

distal. No intestino grosso, a prole RC apresentou a menor quantidade de ovos (-75% vs

C, p<0,05).
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Figura 17: Média da carga de ovos nos segmentos intestinais das proles controle (C),
restricdo caldrica (RC) e restricdo protéica (RP). Valores expressos como média + EPM,
p<0,05. ANOVA seguida de pos-teste de Newman-Keuls (@ vs todos 0s grupos na
porc¢édo do intestino grosso).
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Infectividade
A infectividade foi de 12%. Todos os 179 helmintos (105 machos - 74 fémeas)
recuperados dos camundongos na 172 semana de vida estavam localizados na veia porta

hepéatica e mesentéricas. Deste total, 50 sdo C (10%), 52 sdo RC (10,4%) e 77 sdo RP

(15,4%), sem diferenca significativa (p>0,05).
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Figura 18: Recuperacdo de vermes adultos de S. mansoni no sistema porta e vasos
mesentéricos das proles dos grupos controle (C), restricdo caldrica (RC) e restricdo

protéica (RP). Valores expressos como média + EPM. ANOVA seguida de pds-teste de
Newman-Keuls.
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Analise morfoldgica dos machos de S. mansoni

Observamos que os vermes recuperados da prole C apresentaram sistema
reprodutor com presenca de 6 a 12 I6bulos testiculares, enquanto que os da prole RC
apresentaram de 6 a 9 I6bulos testiculares e os da prole RP, apresentaram de 6 a 13
I6bulos testiculares. Todos apresentaram células germinativas bem diferenciadas em seu
interior (fig. 19).

Figura 19 : Lobos Testiculares (LT) de machos adultos de Schistosoma mansoni em camundongos controle
(A), programados por restricdo cal6rica (B) e programados por restricdo protéica (C), observados com
microscopia de varredura a laser confocal.



57

No interior da vesicula seminal de todos os vermes adultos dos grupos RC e RP
foram observadas células com padrdo de diferenciacdo modificado (células
arredondadas e com variagfes na concentracdo de material interno, figuras 20 B e 20 C,
respectivamente) em relacdo ao tipo celular encontrado no grupo controle (células com
padrdo morfoldgico alongado, fig. 20 A). No grupo RC, 70% das vesiculas seminais
observadas apresentaram reducéo de células em seu interior em relagéo as proles C e RP
(fig. 20 A,C).
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Figura 20: Vesicula Seminal (VS) de machos adultos de Schistosoma mansoni em camundongos controle
(A), programados por restricdo cal6rica (B) e programados por restricdo protéica (C), observados com
microscopia de varredura a laser confocal.

Quanto a morfologia do tegumento, verificamos que todos os vermes adultos do
grupo RC, apresentaram uma distribuicdo irregular de tubérculos ao longo do corpo do
parasito com baixas projecdes e aparéncia rudimentar sem espinhos (100% vs C, fig. 21
B). No grupo RP, observou-se uma distribuicdo irregular de tubérculos ao longo do
corpo do parasito em todos os vermes adultos(100% vs C, fig. 21 C).
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Figura 21: Presenca de Tubérculos (T) no tegumento de machos adultos de Schistosoma mansoni em
camundongos controle (A), programados por restricdo calérica (B) e programados por restricdo protéica (C),
observados com microscopia de varredura a laser confocal.

Conforme esperado, os vermes das trés proles apresentaram do canal ginecdéforo,

eventualmente, destacando a presencga de espinhos (fig. 22).
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Figura 22: Canal Ginecéforo (CG) de machos adultos de Schistosoma mansoni em camundongos controle
(A), programados por restricdo caldrica (B) e programados por restricdo protéica (C), observados com
microscopia de varredura a laser confocal.
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Analise morfologica das fémeas de S. mansoni

Os vermes recuperados da prole C apresentaram glandulas vitelinicas bem
estruturadas, com diferenciacdo celular e nucleos celulares bem evidentes, enquanto que
os vermes recuperados das proles RC e RP apresentaram glandulas vitelinicas mal
estruturadas (100% vs C) e com perda do padrdo morfoldgico celular. Estes grupos
também apresentaram menor densidade e producéo reduzida de vitelo (60% vs C) (fig.
23).

20 pm

-Figura 23: Glandulas Vitelinicas (GV) de fémeas adultas de Schistosoma mansoni em camundongos
controle (A), programados por restricdo calérica (B) e programados por restricdo protéica (C), observados
com microscopia de varredura a laser confocal.
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Na morfologia dos ovarios dos vermes adultos recuperados do grupo RC, pode-
se observar que 67% exibiram ovarios com presenca de odcitos bem diferenciados em
relacdo ao grupo C (fig. 24 B). No grupo RP, no ovario foi observado imaturidade dos

odcitos, alteracdo de tamanho, forma e quantidade de células (100% vs C, fig. 24 C).
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Figura 24: Ovério (OV) de fémeas adultas de Schistosoma mansoni em camundongos controle (A),
programados por restrigdo caldrica (B) e programados por restricdo protéica (C), observados com
microscopia de varredura a laser confocal.

No grupo RC, a espermateca, exibiu quantidade aproximada de espermatozoides
em seu interior em 60% em relacdo ao grupo C, enquanto que no grupo RP a

espermateca foi de dificil visualizacdo na microscopia ética. Com a visualizagdo no



64

confocal, a espermateca de todos os vermes recuperados exibiu menor quantidade de

espermatozéides quando comparada com o grupo C (fig. 25).

Figura 25 : Espermateca (ESP) de fémeas adultas de Schistosoma mansoni em camundongos controle (A),
programados por restricdo calorica (B) e programados por restricdo protéica (C), observados com
microscopia de varredura a laser confocal.
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Nos grupos RC e RP, o tegumento apresentou aspecto serrilhado (90% vs C). No

grupo RC (fig. 26 B) este aspecto foi mais acentuado.

Figura 26: Tegumento de fémeas adultas de Schistosoma mansoni em camundongos controle (A),
programados por restricdo caldrica (B) e programados por restricdo protéica (C), observados com
microscopia de varreduraa laser confocal.
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Em todos os grupos foram observados miracideos em diferentes estagios de
desenvolvimento no odtipo e no utero (fig. 27 A, B e C). No grupo C, todos os ovos
foram observados no utero e os ovos ja continham o espiculo lateral (imagem néo
mostrada). No grupo RC foram observados ovos presentes no o6tipo (100%), engquanto
que no grupo RP, os ovos observados apresentaram caracteristicas morfoldgicas
variadas e a localizacdo ficou dividida em 50% entre presenca no Utero e no 06tipo,

quando comparado ao grupo C.
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Figura 27 : Ovo de fémeas adultas de Schistosoma mansoni em camundongos controle (A), programados
por restricdo caldrica (B) e programados por restricdo protéica (C), observados com microscopia de
varredura a laser confocal.
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Avaliacéo histopatoldgica hepatica de camundongos néo infectados programados

pela desnutricdo materna na lactagéo

As proles C e RP exibiram as estruturas do figado com aspectos normais
mantendo a arquitetura trabecular preservada. A prole RC apresentou esteatose hepética

microvesicular (fig.28).

Figura 28: Fotomicrografia dos figados das proles néo infectados programadas pela desnutri¢do na lactacéo.
A- veia porta controle (C) corado com H&E (40X), B- hepatécitos do grupo C corado com H&E (40X), C-
veia porta e presenca de esteatose microvesicular = do grupo restricso calérica (RC) corado com H&E
(40X), D- hepatdcitos apresentando esteatose microvesicular== do grupo RC corado com H&E (40X), E-
espago porta do grupo restricdo protéica (RP) corado com H&E (40X), F- hepatécitos do grupo RP corado
com H&E (40X). Aspecto normal: A, B,Ee F.
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Avaliacdo quantitativa e avaliacdo histopatolégica hepatica em camundongos

esquistossomaticos programados pela desnutri¢cdo materna na lactagédo

Observamos que a prole RP apresentou aumento no numero total de granulomas
hepaticos (+233% vs C e +200% vs RC; p<0,001) (fig.29).
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Figura 29: Namero de granulomas hepaticos por campo microscopico das proles dos grupos
controle (C), restricdo calorica (RC) e restri¢do protéica (RP) na fase aguda da infeccdo. Valores
expressos como média = EPM, p<0,001. ANOVA seguida de pds-teste de Newman-Keuls (# vs
Ce & VvcRC).

Os granulomas hepaticos foram classificados segundo Lenzi et al. (1998) em 5
fases: duas fases pré-granulomatosas e trés fases granulomatosas. As fases pré-
granulomatosas sdo: fraca e/ou inicial reativa (IR) e exsudativa (E) (formacdo de um
tecido frouxo de células inflamatorias ao redor do ovo). As fases granulomatosas sao:
exsudativa-produtiva (EP) (com producdo de fibras colagenas dando um aspecto
circunferencial), produtiva (P) (avancada fase fibrética) e Involutiva (I). Os estagios
evolutivos dos granulomas hepéticos ndo observados foram o produtivo e o involutivo.

Na figura 30 estdo apresentados os tipos de granulomas encontrados de acordo
com os grupos. Verificamos que a prole RC teve menor nimero de granulomas do tipo
exsudativos (E) (-83% vs C, p<0,001) e maior numero de granulomas do tipo
exsudativo-produtivo (EP) (+133% vs C; +78% vs RP, p<0,001). A prole RP
apresentou maior namero de granulomas do tipo E (+405% vs C; +2.930% vs RC,

p<0,001) e menor numero de granulomas do tipo EP (-44% vs RC, p<0,001).
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Figura 30: Estagios evolutivos de granulomas hepaticos das proles dos grupos controle (C),
restricdo caldrica (RC) e restri¢do protéica (RP) necropsiados com nove semanas (fase aguda)
da infeccdo. Valores expressos como média + EPM, p<0,001. ANOVA seguida de pds-teste de
Newman-Keuls (# vs C e & vc RC). LEGENDA: E - Exsudativo e EP - Exsudativo-Produtivo.

Na figura 31 sdo apresentadas lesGes peri-ovulares na fase pré-granulomatosa,
caracterizada por exsudativa (A, C e E) e fase granulomatosa exsudativo-produtivo (B,
D e F) nos diferentes grupos (A e B grupo controle, C e D restricdo caloricae E e F
restricdo protéica). Na fase pré-granulomatosa exsudativa pode-se observar a destruicdo
do parénquima adjacente com a formacdo de um tecido necrotico (A, C e E) e a
migracao leucocitaria proveniente de estrutura vascular adjacente (C e E).

Os granulomas exsudativo-produtivo apresentam uma estrutura neocolagénica
formando uma malha com concentricidade das fibras (B, D e F). Nos grupos C e RP
podem-se observar trés camadas claramente definidas pelo arranjo das fibras: zona
interior que consistiu de macréfagos, a zona central ou paracentral rico em fibras e na
zona externa, predominantemente celular com escassas quantidades de fibras (B e F).
No grupo RC a malha da camada fibrosa paracentral apresentou-se mais compacta,

paralelas e concéntricas, mostrando um arranjo circunferencial (D).
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Figura 31: Fotomicrografia do figado de animais programados e controles infectados com Schistosoma
mansoni, granulomas hepaticos sdo mostrados corados por Tricromico de Masson. A- granuloma exsudativo
com células em torno do ovo no grupo controle (C) (10X), B- granuloma exsudativo-produtivo no grupo C
(10X), C- granuloma exsudativo no grupo de restrigdo calérica (RC) (10X), D- granuloma exsudativo-
produtivo no grupo RC (10X), E- granuloma exsudativo no grupo restrigdo protéica (RP) (10X), F-
granuloma exsudativo-produtivo no grupo RP (10X).

Morfometria dos granulomas hepaticos e concentracao de colageno

Apenas realizamos as analises morfométricas das areas com presenca de ovos de
S. mansoni. Comparando o estdgio de desenvolvimento dos granulomas hepaticos
dentro de cada grupo, observamos que a prole RP apresentou maior aumento na area de
granulomas do tipo E (82% vs C; p<0,01) (fig. 32A). Por sua vez, foi 92% menor na

prole RC (vs RP; p<0,001). Quanto aos granulomas EP, observamos que a prole RC
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apresentou um aumento de 63% (vs C; p<0,05), enquanto a prole RP apresentou
aumento de 82% (vs C; p<0,05).

A concentracdo de colageno (fig.32 B) néo foi significativamente diferente entre
as proles nos granulomas do tipo E. A concentragdo de colageno nos granulomas EP na
prole RC apresentou aumento de 71% (vs C; p<0,05), enquanto a prole RP apresentou
aumento de 36% (vs C; p<0,05).
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Figura 32: Area de granulomas por campo microscopico (A) e concentracdo de colageno dos
granulomas (B) encontrados no figado dos camundongos dos grupos controle (C), restricdo
calérica (RC) e restricdo protéica (RP) na fase aguda da infeccdo. Valores expressos como
média + EPM, p<0,05. ANOVA seguida de pds-teste de Newman-Keuls (# vs C e & vc RC).
LEGENDA: E - Exsudativo e EP - Exsudativo-Produtivo.
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Na figura 33 sdo apresentados os granulomas em microscopia de luz polarizada
para verificagdo da presenca de colageno. Lesdes peri-ovulares na fase pré-
granulomatosa, caracterizada por exsudativa (A, C e E) e fase granulomatosa
exsudativo-produtivo (B, D e F) nos diferentes grupos (A e B grupo controle, C e D
restricdo caldrica e E e F restricdo protéica).

Os granulomas exsudativo-produtivo apresentam uma estrutura neocolagénica

bem destacada formando uma malha com concentricidade das fibras (B, D e F).

Figura 33: Fotomicrografia do figado de animais programados infectados com Schistosoma mansoni,
granulomas hepaticos sdo mostrados corados por Picrosirius e observados em microscépio de luz polarizada.
A- granuloma exsudativo com células em torno do ovo no grupo controle (C) (10X), B- granuloma
exsudativo-produtivo no grupo C (10X), C- granuloma exsudativo no grupo restri¢do calérica (RC) (10X),
D- granuloma exsudativo-produtivo no grupo RC (10X), E- granuloma exsudativo no grupo restri¢do
protéica (RP) (10X), F- granuloma exsudativo-produtivo no grupo (RP) (10X).
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Na figura 34, a analise histopatoldgica hepatica no grupo Controle mostrou
presenca de um conjunto solto e desordenado de células na regido mais externa do
granuloma, dano tecidual local e neoformacdo colagénica (A). Migracdo leucocitaria de
poli e mononucleares foram observadas (B). O granuloma esquistossomético do grupo
controle, frequentemente apresentou uma localizacdo nos espagos porta ou em porgoes

perilobulares (C). Foi observada a presenca de ovo intravascular (D).

Figura 34: Fotomicrografia dos figados do grupo Controle (C). A- granuloma EEP com conjunto solto e
desordenado de células na regido mais externa do granuloma, corado com Tricrdmico de Masson(10X), B-
migracéo leucocitéaria de poli e mononucleares, corado com H&E(40X), C- granuloma EXS, localizado no
espaco porta, corado com H&E (10X), D- presenca de ovo retido no espaco intravascular, corado com H&E
(40X).
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Na figura 35 é apresentada a analise histopatoldgica hepéatica do grupo RP.
Mostra que este grupo apresentou varias areas no estagio pré-granulomatoso de reacao
inicial (A) e no estagio pré-granulomatoso exsudativo, apresentando diversas areas com
desordem na morfologia do parénquima com focos de tecido necrosado com picnose,
cariorrexe e cariolise (B). Pode-se observar intenso infiltrado leucocitéario
predominantemente de eosinofilos, mondcitos e neutrdfilos, formando um tecido frouxo
de células inflamatorias ao redor do ovo (C). Destacamos um processo inflamatorio
focal intra e extralobular independentemente de granulomas, que alcangou espago porta

e veias centrais (D).

Figura 35: Fotomicrografia dos figados do grupo de restrigdo protéica (RP). A- estagio pré-granulomatoso
de reagéo inicial corado com H&E (10X), B- estagio pré-granulomatoso exsudativo, apresentando area de
tecido necrosado com picnose a, cariorrexe * e cari6lse =pcorado com H&E (10X), C- migragdo
leucocitéaria pela presenca do ovo corado com Tricromico de Masson (10X), D- infiltrado leucocitario
independente de granuloma corado com H&E (40X).



76

Na figura 36, a analise histopatoldgica hepéatica no grupo RC mostrou maior
presenca de neoformacéo colagénica e menor intensidade na manifestacdo do infiltrado
leucocitério (A), somando-se a isto menor presenca de ovos. Os tipos celulares mais
representativos foram os macréfagos e suas variacbes em celulas epitelidides e células
gigantes e os fibroblastos (B). As fibras de colageno apresentaram forma concéntrica

em torno do ovo (C). O grupo RC apresentou varios hepatocitos binucleados (D).

Figura 36: Fotomicrografia dos figados do grupo de restrigao caldrica (RC). A- neoformagéo colagénica e
menor intensidade na manifestacdo do infiltrado leucocitario corado com Tricromico de Masson (10X), B-
granuloma exsudativo-produtivo, apresentando célula gigante*corado com Tricrémico de Masson (10X),
C- fibras de colageno apresentaram forma concéntrica em torno do ovo corado com H&E (10X), D-
hepatécitos binucleados == corado com H&E (40X).
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6 DISCUSSAO

A lactacdo € um periodo critico para o desenvolvimento dos mamiferos, sendo
importante para o estabelecimento do fendbmeno da programacdo (Moura & Passos,
2005; Moura et al., 2008). Devido a isto, fatores nutricionais, como a desnutrigdo
protéica e caldrica quando impostos a mée nesta fase podem influenciar o crescimento

da prole.

Considerac0es sobre os achados dos camundongos programados nado infectados

Corroborando com os dados anteriores do nosso laboratorio obtidos em ratos
lactentes (Passos et al., 2000; De Moura et al., 2007), os camundongos cujas maes
receberam dieta hipoprotéica e hipocalérica na lactagdo apresentaram menor peso
corporal durante a lactagdo. Este resultado ja era esperado, pois nesta fase, a mée ainda
se encontra em restricdo nutricional. E sabido que as ratas lactantes RP apresentam
hipofagia, causada pela combinacéo da hiperleptinemia e hipoprolactinemia (Lisboa et
al., 2006) e conseqlientemente, transferem um leite deficiente em proteina e em volume
(Passos et al., 2000).

Apds o desmame, a oferta de uma dieta comercial (23% de proteina) até os 120
dias de idade, programou a prole RP para menor ganho de peso e a prole RC para
sobrepeso. No presente estudo, estes resultados podem ser explicados pela hipofagia
observada no grupo RP e pela hiperfagia do grupo RC. J& foi observado menor
expressao hipofisaria de RNAm para GH em ratos adultos programados pela RP, assim
como maior expressdo de GH em ratos RC adultos (De Moura et al., 2007). Como néo
medimos 0 comprimento naso-anal dos nossos camundongos programados, ndo
podemos descartar a possibilidade da alteracdo de massa corporal total estar também
diretamente relacionado ao tamanho do animal, ou seja, 0 grupo RP cresceu menos e 0

RC cresceu mais.

Quanto a adiposidade, verificamos que a prole RC adulta exibiu maior gordura
central e total. Isto corrobora diversos estudos que mostram que a desnutricdo precoce
programa um individuo para desenvolver um fendtipo poupador (Ozanne & Hales,

1999; Petry et al., 2000; Plagemann, 2006). Interessantemente, detectamos maior
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gordura corporal total nos camundongos adultos do grupo RP. Este resultado diverge do
encontrado anteriormente em ratos no mesmo modelo de programacdo (Fagundes et al.,
2007; 2009). Como os nossos camundongos RP tem menor peso (falso magro?), €
possivel que este seja devido a perda de massa muscular. O fato deste animal ser um
“falso magro” pode ser decorrente de um hipometabolismo, além de sinalizar para o
futuro desenvolvimento de sindrome metabdlica. Por outro lado, como néo detectamos
alteracdo da gordura visceral e sim aumento da total, é possivel crer que 0s mesmos
tenham maior adiposidade subcutdnea, que ndo estd relacionada com doencas
metabolicas. O conteldo de proteinas totais ndo foi afetado pela programacdo em
camundongos, corroborando o estudo anterior do nosso grupo em ratos (Fagundes et al.,
2007; 2009).

Né&o verificamos modificagdes dos pesos de figado, baco, rim e intestinos das
proles adultas RC e RP ndo infectadas comparadas aos controles, como seria esperado
em uma situacdo de caréncia nutricional. Provavelmente, a recuperacdo dietética pds-
desmame foi eficaz para normalizar estes parametros.

Quanto ao perfil hormonal, observamos que a programacdo nao foi capaz de
alterar significativamente a corticosterona sérica dos camundongos programados pela
desnutricdo neonatal. Este dado é oposto ao detectado em ratos programados pela RP,
que mostraram hipercorticosteronemia na vida adulta (Fagundes et al., 2007; 2009).

A prole RC apresentou aumento dos niveis séricos de leptina, que pode ser
resultante da maior adiposidade, uma vez que este horménio é produzido principalmente
pelo tecido adiposo (Ahima et al., 2005). A hiperleptinemia e o aumento do consumo de
racdo observados nos camundongos RC quando adultos sugerem que estes animais
tenham desenvolvido um quadro de resisténcia central a leptina. De fato, anteriormente
demonstramos em ratos programados pela RC materna na lactacdo, uma resisténcia ao
efeito anorexigénico da leptina (Passos et al., 2004).

Ja os camundongos do grupo RP, embora tenham maior adiposidade corporal
total, ndo mostraram alteracdes significativas da leptinemia. Sabemos que existem
diferengas regionais na expressdo e secrecdo de leptina por adipdcitos subcutaneos
comparados com adip6citos do omento. Foi demonstrado que a leptina é produzida
principalmente pelos adipocitos subcutaneos (Dusserre et al., 2000, Schoof et al., 2004,
Martinez-Abundis et al., 2007, Carmina et al., 2007) e que os adipdcitos viscerais

apresentam menos mRNA para leptina (Gottschling-Zeller et al., 1999, Dusserre et al.,
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2000, Schoof et al., 2004). Como ja comentado, a gordura visceral ndao foi alterada na
prole RP, sendo assim possivel que os mesmos tenham maior adiposidade subcutanea.
Se isto for verdadeiro, entdo estes adipocitos subcutaneos devem secretar menos leptina.
Uma vez que a prole RP apresentou menor ingestdo alimentar, é possivel que estes
camundongos tenham maior sensibilidade a leptina.

A avaliacdo histopatoldgica hepatica de camundongos ndo infectados
programados revelou que a RP apresentou estruturas com aspectos normais mantendo
preservada a arquitetura trabecular. Todavia, a prole RC apresentou esteatose hepatica
microvesicular. Provavelmente, isto esta correlacionado com o0 aumento da

concentracdo de gordura central.

Efeitos da infeccdo com s. mansoni em animais adultos programados pela

desnutricdo materna na lactacéo

Neste projeto estamos avaliando pela primeira vez, os efeitos da infeccdo por
Schistosoma mansoni em animais adultos programados pela desnutricdo materna

durante o periodo de lactacéo.

Neste estudo, os camundongos de 60 dias de vida foram inoculados com
aproximadamente 50 cercarias e sacrificados com 120 dias de idade. O grupo de
Restricdo Caldrica (RC) infectado mostrou menor peso corporal, menor ingestdo, além
de menor gordura visceral e total em comparagdo ao camundongo RC ndo infectado.
Isso sugere que a infeccdo influencia a regulacdo da adiposidade corporal no grupo
obeso. Ja& foi mostrado que esquistossomas estdo intimamente associados com a
modulacdo do metabolismo lipidico (EI Ridi et al., 2004, Tallima & EI Ridi 2005;
Alencar et al., 2009). A infeccdo levou a reducdo apenas na gordura total no
camundongo adulto do grupo Restricdo Protéica (RP). Provavelmente estes achados
estdo relacionados ao aumento da lipolise decorrente do processo inflamatorio, face a
maior necessidade da demanda energética no combate a presenca de um agente
agressor. Sabe-se que os resultados do impacto do processo infeccioso (parasitario)
sobre o estado nutricional do hospedeiro, compreendem efeitos catab6licos
generalizados. Sindromes secundarias de mé-absorcdo e alteracbes hematologicas do

tipo das anemias, também podem ocorrer, por mecanismos diversos (Coutinho, 1980).
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Contudo, a infec¢do ndo alterou o efeito da programacao em causar baixo peso no RP e
sobrepeso no RC.

Quanto ao peso dos Orgaos retirados durante a necropsia, pode-se observar que
todos os animais infectados apresentaram aumento de figado e bago. Isto ja foi
demonstrado em trabalhos anteriores (Magalhdes et al., 1986; Coutinho, 2003, 2004),
sendo este aumento significativo dado pela manifestacdo da resposta inflamatoria nos
principais focos de permanéncia do ovo do S. mansoni em seus hospedeiros (Mota,
1984; Sleigh et al., 1986).

Foi verificado que a infecgdo causou aumento do peso dos rins na prole RC
programada. Estudos realizados com biopsia renal e imunofluorescéncia em
camundongos infectados com S.mansoni, evidenciaram presenca de glomerulonefrite
proliferativa, sugerindo que a lesdo renal na esquistossomose € uma doenca mediada por
imunocomplexos (Hoshino-Shimizu et al., 1976). Assim, o aumento do peso renal
observado no camundongo RC infectado pode sugerir leséo renal.

A infeccdo ndo modificou o peso dos intestinos dos animais programados. Ja foi
demonstrado que a liberacdo de ovos de S. mansoni para o Iumen intestinal de
camundongos albinos Swiss Webster é dependente de dois mecanismos. Primeiro, as
moléculas secretadas pelos ovos (Ashton et al., 2001) induzem a producéo de citocinas
(Brindley, 2005) e a inflamacdo granulomatosa local, onde as células inflamatdrias peri-
ovulares, principalmente eosindfilos, ajudam na passagem do ovo (Lenzi et al.. 1987).
Em seguida, este processo provoca a corrosao da membrana basal, proporcionando um
ambiente facilitado para a passagem dos ovos de S. mansoni para luz intestinal,
permitindo que eles sejam expulsos passivamente pelo peristaltismo intestinal (Lenzi et
al., 1987). Este processo contribui para que o intestino se configure num o6rgao de
passagem da maioria dos ovos, portanto ndo modificando significativamente o seu peso.

Detectamos que a infeccdo com S. mansoni causou hipercorticosteronemia e
hipoleptinemia nos camundongos programados apenas do grupo RC. Estudos sugerem
uma relacdo entre glicocorticdides e leptina, mas a interacdo entre esses dois horménios
ainda ndo é bem compreendida, pois os dados frequentemente sdo divergentes,
mostrando relagcdo ora positiva, ora inversa. De fato, em relagdo a prole RC, nosso
trabalho corrobora os achados de relagdo inversa. Em seres humanos, o cortisol sérico
no periodo pos-cirargico aumenta e a leptinemia é reduzida quase a metade (Kain et al.,
1999). Em animais, a leptina inibe a secrecdo do hormonio adrenocorticotrofico
(ACTH) via inibigdo do hormonio liberador da corticotrofina (CRH) (Heiman et al.,
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1997; Oates et al., 2000). A leptina suprime diretamente a producdo e secrecdo de
glicocorticéides no cortex de adrenais de porcos (Malendowicz et al., 2007).

Anteriormente, foi demonstrado aumento das concentracGes plasmaticas de
corticosterona em ratos infectados com Trypanosoma cruzi (Caldeira & Franci, 2000).
Quanto ao S. mansoni, sabe-se que o cortisol afeta 0 seu crescimento, desde o estagio de
larva até o estdgio de verme adulto, aparentemente com o rompimento das vias
metabolicas essenciais para o parasito (Morales-Montor et al., 2001).

O fato da infeccéo ter reduzido o acimulo de adiposidade do grupo RC pode ser
0 responsavel pela reducdo das concentracdes séricas de leptina. Estudos em
camundongos ob/ob sugerem que a deficiéncia de leptina reduz o desenvolvimento de
fibrose hepatica apds 12 semanas de infeccdo com S. mansoni (Potter & Mezey, 2002).
Assim, é possivel que os nossos camundongos infectados do grupo RC, por serem
hipoleptinémicos, apresentem um retardo no desenvolvimento da fibrose hepética,
apesar da nossa avaliacdo ter sido realizada com apenas 9 semanas de infeccdo (fase
aguda). Entretanto para confirmar este idéia, outros estudos envolvendo uma fase mais
avancada da infeccdo serdo necessarios.

Nas avaliagcdes parasitologicas observamos que nas proles adultas programadas
pela desnutricdo pos-natal, o periodo pré-patente foi mais longo, de 45 dias. Este
resultado corrobora estudos realizados com camundongos desnutridos, que mostraram
um periodo pré-patente de 43 dias (Simdes et al., 2002). Aos 55 dias de infeccdo com S.
mansoni, 0 grupo RP apresentou maior numero de ovos nas fezes. Estudos sugerem que
a deficiéncia de proteina na lactagdo leva a deficiéncia nas barreiras mecéanicas teciduais
e na concentracdo de colageno, facilitando a reacdo inflamatoria provocada pelo S.
mansoni na mucosa intestinal no animal desnutrido, necessaria para a eliminacao dos
ovos pelas fezes (Costa & Katz, 1982; Costa et al., 1984; Machado-Silva et al., 1994;
Lenzi et al., 1987). Portanto, é possivel que o camundongo programado pela RP,
embora seja eutrofico, também apresente estas caracteristicas, favorecendo a maior
eliminacdo de ovos nas fezes como uma estratégia adaptativa de propagacdo. Estudos
histopatoldgicos do intestino destes animais serdo posteriormente analisados.

Observamos em todas as proles maior quantidade de ovos imaturos na porgéo
distal do intestino delgado, em acordo com outros trabalhos (Costa & Katz 1982;
Machado-Silva et al., 1991; Martinez et al., 2003). A prole adulta do grupo RP

apresentou maior nimero de ovos totais nas por¢des intestinais e fezes, assim como
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aumento de ovos em todos 0s estagios evolutivos. Estes resultados estdo de acordo com
trabalhos ja realizados em animais desnutridos protéico-calorica (Simdes et al., 2002).

Em relacdo a infectividade, todos os vermes adultos recuperados nos
camundongos C, RC e RP estavam localizados na veia porta hepéatica e mesentéricas.
Este resultado apresentou similaridade com outros estudos em animais desnutridos
(Akpom, 1982; Rocha, 1982; Ferreira & Coutinho 1999).

Nas analises morfologicas dos vermes adultos recuperados, observamos que 0S
vermes machos e fémeas obtidos das proles RC e RP apresentaram alteragcbes no
sistema reprodutor e na estrutura do tegumento. De fato diversos trabalhos ja
descreveram que 0 microambiente do hospedeiro provoca alteragfes estruturais no
Schistosoma (Ferreira & Coutinho, 1999; Neves et al., 2001, 2003, 2004; Hulstijn et al.,
2003; Oliveira et al., 2003). Portanto, sugerimos que as alteragcdes de sistema reprodutor
e estrutura do tegumento dos vermes coletados em ambas as proles programadas podem
influenciar na eliminacéo e viabilidade dos ovos, assim como na evolugdo da infeccéo.
Provavelmente, as alteragdes no tegumento influenciaram o deslocamento do parasito
pelos vasos sanguineos, dificultando a chegada nas veias mesentéricas para eliminacéo
dos ovos pelas fezes e, as alteragcdes no sistema reprodutor, influenciaram na formagéo
de ovos viaveis.

Trabalhos realizados por Lenzi e colaboradores (2006), descrevem o granuloma
esquistossomotico como uma complexa estrutura espacial, formado por diferentes
componentes (células e moléculas sinalizadoras) que interagem de forma complexa.
Sendo o comportamento global entendido como a soma integral de diversos
componentes de eventos dinamicos e cooperativos (Lenzi et al., 1998, Lenzi &
Romanha, 2003). Na avaliacdo quantitativa dos granulomas hepéaticos nos grupos
programados, observamos que a prole RP apresentou aumento no numero total dos
granulomas. Na analise qualitativa destes granulomas hepaéticos, verificamos que a prole
RP apresentou aumento dos granulomas no estagio pre-granulomatoso, classificado por
exsudativo, enquanto a prole RC apresentou aumento de granulomas do tipo
exsudativo-produtivo. Anteriormente, foi mostrado que camundongos desnutridos e
infectados com S. mansoni, foram incapazes de produzir fibrose periportal nos
granulomas hepaticos. Ainda, foi sugerido que o estado nutricional do hospedeiro
contribui para a remodelacdo de granulomas periovulares da esquistossomose hepética
(Coutinho et al., 2004).
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O grupo RP infectado, que mostrou menor ingestdo e massa corporal, apresentou
maior grau de leséo hepatica provocada pelo niUmero aumentado de areas alteradas pelo
estagio pré-granulomatoso classificado por exsudativo, reducdo na capacidade de
producdo de coldgeno e maior manifestacdo inflamatoria, caracterizando uma
deficiéncia na modulacdo do processo inflamatorio.

Ja o grupo RC infectado, que apresentou maior ingestdo, maior adiposidade,
maior corticosterona e menor leptina, exibiu menor nimero de granulomas hepaticos,
maior producdo de coldgeno e varios hepatdcitos binucleados, portanto, apresentando
melhores condigBes para modular a resposta inflamatéria e melhor capacidade de
regeneracdo hepatica diante da presenca de lesdo, apresentando uma relacdo parasito-

hospedeiro mais equilibrada.

Resumindo, podemos sugerir que a desnutricdo neonatal programou o estado
enddcrino-metabolico do hospedeiro repercutindo na evolucdo da esquistossomose,
onde o grupo de restricdo caldrica apresentou maior habilidade na modulacdo da
resposta inflamatoria e o grupo de restricdo protéica exibiu fragilidades nesta complexa

e fascinante, relacdo parasito-hospedeiro.
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7 CONCLUSOES

e A infeccdo com S. mansoni ndo alterou o efeito da programacdo sobre a massa
corporal e a ingestdo alimentar das proles;

e A esquistossomose modificou o perfil hormonal somente na prole RC;

e O ambiente interno do hospedeiro adulto programado pela desnutricdo materna
na lactacdo influenciou o desenvolvimento do S. mansoni;

e Os camundongos programados do grupo RC apresentaram melhores estratégias
de adaptacdo as manifestacfes do processo inflamatério

e O processo inflamatério nos camundongos programados do grupo RP
apresentou reacdes variadas, gerando maiores necessidades de estratégias
adaptativas, que nao foram alcancadas nesta prole, provocando maior grau de

lesdo.
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