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RESUMO

ALENCAR, Alba Cristina Miranda de Barros. Anélise parasitolégica e morfologica dos
efeitos do artesunato e sinvastatina em camundongos esquistossométicos e dislipidémicos.
2015. 113 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A administracdo por longo prazo de uma dieta rica em gordura favorece o
desenvolvimento de vermes adultos de Schistosoma mansoni e a infec¢gdo em camundongos.
As estatinas sdo drogas hipolipidémicas que promovem alteracbes morfoldgicas,
principalmente no sistema reprodutivo de S. mansoni adulto. O artesunato, uma droga
antimalarica, reduz o tempo de sobrevivéncia dos vermes e a eliminacdo dos ovos in vitro.
Ndo se conhece a eficAcia destes farmacos na esquistossomose de camundongos
hiperlipidicos. Camundongos fémeas, Swiss Webster receberam uma dieta hiperlipidica (29%
de lipidios) ou dieta padrao (12% lipidios). Depois de seis meses foram infectados por via
subcutanea com 80 cercérias de S. mansoni (cepa BH). Apds 9 semanas de infeccdo, os
animais foram tratados com sinvastatina ou artesunato, no que resultou nos grupos
experimentais: dieta padrdo ou dieta hiperlipidica ndo tratado, dieta padrdo tratado com
sinvastatina com uma dose durante cinco dias consecutivos, dieta padrdo tratado com
artesunato com uma dose ou durante cinco dias consecutivos, dieta hiperlipidica tratado com
sinvastatina com uma dose ou durante cinco dias consecutivos e dieta hiperlipidica tratado
com artesunato com uma dose ou durante cinco dias consecutivos. Duas semanas ap0s 0
tratamento, os animais foram necropsiados para a coleta de sangue (dosagem de colesterol),
intestino (oograma) e vermes (determinacdo da reducdo da carga parasitaria, analise
morfométrica, morfoldgica, microscopia confocal e de varredura). A analise bioquimica do
soro mostrou que 0s animais que receberam a dieta hiperlipidica apresentaram niveis mais
altos de colesterol total do que os controles. O tratamento com sinvastatina teve acdo
hipolipidémica (independentemente da dieta), reduziu a carga parasitaria, causou alteracdes
no sistema reprodutor e no tegumento principalmente dos vermes recuperados de
camundongos dislipidémicos. A diferenca entre as dosagens da sinvastatina ndo pareceu
interferir nas alteracGes observadas. O artesunato promoveu intensa reducdo na média de
recuperacdo dos vermes e elevacdo na taxa de reducdo parasitaria no grupo dislipidémico. O
sistema reprodutor e o0 tegumento apresentaram alteracbes moderadas a intensas,
principalmente quando relacionado a dieta. O efeito do artesunato foi maior quando
administrado em cinco doses em vermes recuperados de camundongos dislipidémicos.
Conclui-se que os farmacos utilizados nesse experimento apresentaram maior eficacia nos
grupos de camundongos dislipidémicos.

Palavras-chave:  Schistosoma mansoni. Modelo murino. Dieta hiperlipidica. Sinvastatina.
Artesunato. Analise parasitologica. Vermes adultos. Microscopia laser

confocal. Microscopia de varredura.



ABSTRACT

ALENCAR, Alba Cristina Miranda de Barros. Parasitological and morphological analysis of
the effects of artesunate and simvastatin in schistosomiasis and dyslipidemic mice. 2015.
113f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

The long-term administration of a high fat diet favors the development of adult worms
and Schistosoma mansoni infection in mice. Statins are hypolipidemic drugs that cause
morphological changes, mainly in the reproductive system of S. mansoni adult. The
artesunate, an antimalarial drug, reduces the survival time of the worms and the elimination of
eggs in vitro. It is unknow the effectiveness of these drugs in schistosomiasis hyperlipidemic
mice. Female mice, Swiss Webster received a high-fat diet (29% fat) or standard diet (12%
lipids). After six months were infected subcutaneously with 80 cercariae of S. mansoni (BH
strain). After 9 weeks of infection, the animals were treated with simvastatin or artesunate,
which resulted in the experimental groups: standard diet or a high fat diet untreated standard
diet treated with simvastatin or five doses standard diet treated with artesunate or five doses
high-fat diet treated with simvastatin with or five doses high-fat diet and treated with
artesunate with one or five doses. Two weeks after treatment, the mice were sacrificed to
collect blood (cholesterol levels), intestine (oogram) and worms (determination of worm
burden reduction, morphometric analysis, morphological, confocal microscopy and scanning).
Serum biochemical analysis showed that the animals that received the high-fat diet exhibited
higher total cholesterol levels than controls. Treatment with simvastatin had hypolipidemic
action (regardless of diet), reduced parasitic load, and caused changes in the reproductive
system and especially the integument of worms recovered from dyslipidemic mice. The
difference between the simvastatin doses did not appear to interfere with the observed
changes. The artesunate promoved intense reduction in mean worm recovery and increase in
parasitic rate of reduction in dyslipidemic group. The reproductive system and the integument
showed moderate to intense change, especially when related to diet. The effect of artesunate
was higher when given five doses of worms recovered dyslipidemic mice. It is concluded that
the drugs used in this study had better in groups of dyslipidemic mice.

Keywords: Schistosoma mansoni. Murine model. Hight fat diet. Simvastatin. Artesunate.
Parasitological analysis. Adult worms. Laser confocal microscopy. Scanning

microscopy.
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INTRODUCAO

Esquistossomose mansénica

A esquistossomose causada por um trematodeo do género Schistosoma, é uma das
doencas parasitarias negligenciadas mais prevalentes. Estima-se que 779 milhGes de pessoas,
mais do que 10% da populacdo do mundo, estavam em risco de esquistossomose nos meados
de 2003 e cerca de 207 milhGes de pessoas foram infectadas neste periodo (STEINMANN et
al., 2006). A doenca é endémica em 78 paises em todo 0 mundo, mas pesquisas recentes
apontam que a transmissao foi interrompida em 19 paises (Figura 1). Ha um risco de que 240
milhdes de novas infecc¢des, sendo que mais de 200 milhdes poderdo ocorrer (0 que representa
mais de 90 % dos casos) somente na Africa (WHO, 2010). A esquistossomose intestinal é
causada pelo Schistosoma mansoni e atinge a Africa, sudeste da Asia, ilhas do Caribe,
Venezuela, Bolivia e Suriname (WHO, 2013; 2014).

Figura 1 — Distribuicdo mundial da esquistossomose em 2011
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Fonte: WHO, 2013.
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O Brasil apresenta uma area extensa de transmissdo da esquistossomose, com areas
endémicas ou focais englobando 19 dos 27 estados (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Esta
doenca vem se expandindo devido a uma série de fatores que estdo associados aos altos niveis
de pobreza, as precarias condi¢fes sanitarias e a presenca do hospedeiro intermediario, o
caramujo do género Biomphalaria (Figura 2). Recentemente, um estudo sobre a distribuicdo
espacial da Biomphalaria spp. mostrou que hd uma relagdo entre condi¢fes climaticas e
diferentes espécies de caramujos infectados com o S. mansoni. Esses dados sdo importantes
para o0 programa de controle e eliminacdo da esquistossomose no pais (Figura 3) (SCHOLTE
etal., 2012).

Figura 2 — Caramujo do género Biomphalaria

Fonte:http://wwwz2.uol.com.br/sciam/reportagens/genoma_contra_a_esquistossomose_impri
mir.html. Acesso em 11/11/2013.
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Figura 3 — Probabilidade da distribuicdo espacial do hospedeiro intermediario do
Schistosoma mansoni no Brasil; Biomphalaria spp.
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Fonte: SCHOLTE et al., 2012.

Atualmente, um mapeamento preditivo mostrou que as areas de risco elevado estdo
localizadas na parte nordeste da regido Norte, na parte oriental da regido Nordeste e na parte
nordeste da regido Sudeste. A Amazonia, o Centro-Oeste e 0 Sul sdo considerados de baixo
risco (Figura 4) (SCHOELTE et al., 2014). Estima-se que aproximadamente 2,5-6.000.000
pessoas estdo infectadas (5-10% poderdo desenvolver a forma hepatoesplénica grave e
potencialmente fatais) e 25 milhdes que vivem em areas endémicas estdo em risco de
infeccdo. Entre 1990 e 2010, um numero significativo de formas graves foi registrado, com
uma média de 1.567 internacdes anuais e 527 mortes (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).
Somente no ano de 2010, os indicadores de mortalidade de S. mansoni revelam uma maior
magnitude no estado de Pernambuco, que teve 39,4 % das mortes. A taxa de mortalidade do
S. mansoni no Brasil foi 0,3 / 100 000 habitantes, enquanto que a de Sdo Paulo foi de 0,2 e de
Pernambuco 2.4. Os gastos publicos diretos com a esquistossomose foram de R$ 815 433,04
(US$ 45 027,0), sendo R$ 73 616,54 (US $ 40 989,16) de custos ndo sanitarios diretos
(NASCIMENTO & OLIVEIRA, 2013).



20

Figura 4 — Estimativa da distribuicdo espacial da prevaléncia da infec¢do por
Schistosoma mansoni no Brasil.
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Fonte: SCHOELTE et al., 2014.

Recentemente foi publicado um levantamento sobre o risco de mortalidade da
esquistossomose no Brasil entre os anos de 2000-2011. Os pesquisados verificaram que a
mortalidade foi maior nas regiGes endémicas (Nordeste e Sudeste), apesar de ter havido

reducdo na mortalidade de forma geral no pais (Figura 5) (MARTINS-MELO et al., 2014).
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Figura 5 - Tendéncias proporcionais da taxa de mortalidade da esquistossomose no
Brasil separado por regides, em 2000-2011.
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Fonte: MARTINS-MELO et al., 2014.

Ciclo bioldgico

O hospedeiro vertebrado (homem e algumas espécies de roedores silvestres como o
Nectomys squamipes e o Holochilus iciureus) elimina nas fezes os ovos que em contato com
as colecBes de agua eclodem os miracidios, que nadam através de movimentos ciliares até
encontrar o caramujo hospedeiro. Apés a penetracdo neste, o miracidio passa por uma brusca
transformacdo, iniciada pela perda dos cilios e reorganizacdo morfologica e bioldgica,
resultando na producdo de esporocistos primarios e depois secundarios, 0s quais tem a
capacidade de gerar milhares de cercarias que sdo as formas infectantes para o hospedeiro
definitivo, entre eles, 0 homem. Penetrando ativamente pela pele do hospedeiro definitivo, a
cercaria perde sua cauda, sofre reorganizacdo, principalmente no tegumento, passando a se
chamar esquistossomulo. Esta forma evolutiva migra pela pele até penetrar em um vaso
sanguineo. Uma vez na corrente sanguinea, o esquistossomulo passa pelo coracdo, pulméo até

chegar ao sistema porta intra-hepatico, onde se desenvolve tornando-se adulto e acasala. Uma
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vez acasalado, 0s vermes migram para as veias mesentéricas onde ocorre a oviposi¢do (Figura
6) (COLLINS Il et al., 2011; GRYSEELS et al., 2006; KING & DANGERFIELD-CHA,
2008). Este ciclo ja é reproduzido em laboratérios no mundo inteiro para o estudo in vivo e in
vitro do S. mansoni (KEISER, 2012).

Figura 6 — Ciclo do Schistosoma mansoni.
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Fonte: http://www.cdc.gov. Acesso em: 11/08/2013 — Modificado do CDC Center for Disease Control
and Prevention.

Schistosoma mansoni

Na classe Trematoda encontra-se a familia Schistosomatidae, que apresenta especies
gue tem sexos separados e sdo parasitos de vasos sanguineos de aves e mamiferos. A
subfamilia Schistosomatinae € representada por um nitido dimorfismo sexual (Figura 7), com
espécies parasitando humanos e animais (MELO & COELHO, 2011).
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Figura 7 — Segmento anterior do corpo do macho (& esquerda) e da fémea (a direita) de
Schistosoma mansoni, mostrando esquematicamente os principais 6rgaos
internos.

Legenda: a, ventosa oral e boca; b, esdfago (desenho incompleto na fémea); c, acetdbulo ou ventosa
ventral; d, vesicula seminal; e, canal deferente; f, testiculo; g, porcdo média bifurcada do
intestino; h, inicio do ceco; i, orificio genital feminino; j, Gtero; k, um ovo em processo de
formacdo da casca no o6tipo; I, oviduto; m, ovario; n, viteloduto; o, glandulas vitelinas.

Fonte: REY, 2013.

As fases larvares das espécies do género Schistosoma Weinland, 1858 ocorrem em
moluscos gastropodes aquaticos, principalmente dos géneros Biomphalaria, Bulinus ou
Oncomelania. Os ovos liberados sdo nao operculados, com espinho lateral ou terminal,
embrionados (com miracidio) e as formas infectantes (cercarias) penetram por via
transcutanea no hospedeiro definitivo.

Estudos relacionados com a filogenia e a coevolugdo do Schistosoma apontam que o
dimorfismo sexual foi acompanhado de alteragdes fenotipicas, como afilamento do corpo das

fémeas e o0 surgimento da protandria nos machos (PLATT & BROOKS, 1997). Sugere-se que
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a modificacdo surgida no corpo das fémeas seria resultado de diferencas determinadas pela
especializagdo na deposicdo dos ovos. Nas atuais fémeas houve reducdo na capacidade de
locomocdo e musculatura faringiana, porém elas investiram na producdo e selecdo de local
para postura de ovos. Aparentemente, 0 papel mais importante dos machos seria ndo s6 de
garantir a espécie através da fecundacdo e também, o papel de transporte das fémeas para as
pequenas vénulas para a oviposicdo e a ajuda na ingestdo de sangue (BASCH, 1990).

Outros caracteres morfologicos, como o canal ginecoforo e os l6bulos testiculares ndo
foram considerados como determinantes na mudanca para sexos separados (MORAND &
MULLER-GRAF, 2000). Esses autores admitem a possibilidade de ter ocorrido uma selecéo
sexual determinada pela despropor¢do entre machos e fémeas, com maior nimero de machos
presentes em infeccBes naturais ou experimentais (MORAND & MULLER-GRAF, 2000).

Os esquistossdomulos chegam ao figado e comecam a se desenvolver em vermes
adultos. O macho adulto apresenta cerca de 1 cm. Na regido anterior estdo presentes as
ventosas oral e ventral (acetdbulo), maior e mais proeminente do que a ventosa oral (Figura
8). Abaixo da ventosa oral ha o esdfago, que se bifurca na altura do acetabulo e se funde
depois formando um ceco Unico que ira terminar na extremidade posterior. Logo atras do
acetabulo sdo encontradas de sete a nove testiculos ou massas testiculares (Figura 9), que
produzem esperma que é eliminado no canal ginecéforo ou passado para a fémea por meio
que de um cirro na extremidade anterior desse canal (Figura 10) (COLLINS Il et al., 2011,
MELO & COELHO, 2011).



25

Figura 8 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da regido anterior
do Schistosma mansoni mostrando as ventosas oral, ventral (acetabulo) e
tubérculos na regido dorsal.
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Fonte: Laboratdrio Romero Lascasas Porto, UERJ, 2014.

Figura 9 — Imagens de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) da regido anterior
dos lobos testiculares do Schistosoma. mansoni macho observado por
microscopia laser confocal.

Fonte: Laboratério Romero Lascasas Porto, UERJ, 2014.
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Figura 10 — Vermes adultos de Schistosoma mansoni.

Legenda: Macho (M) com a fémea (F) no interior do canal ginecoforo (CG).
Fonte: Laboratdrio Romero Lascasas Porto, UERJ, 2014.

Os vermes adultos exibem um intestino funcional que esta envolvido na ingestdo e
digestdo de células e presumivelmente macromoléculas, enquanto existe um intenso trafego
de moléculas pequenas pelo tegumento destes organismos. O revestimento externo dos
vermes adultos € formado por uma citomembrana que mostra, a microscopia eletrénica de
transmissdao, possuir sete camadas e, na superficie exterior, uma camada polidnica,
constituindo o glicocalix, rico em carboidratos. Esse revestimento se renova continuadamente,
visto que é formado pela interface entre o parasito e 0 hospedeiro e parece ser a rota principal
para a absorcdo de glicose, aminoacidos e outros nutrientes de tamanho semelhante, assim
como a excrecdo de produtos catabolicos, tais como o &cido lactico (CORNFORD et al.,
1981; CORNFORD & HVOT, 1981; CORNFORD et al., 1983; BRYANT, 1993;
CAMACHO & AGNEW, 1995). Além disso, pela sua hidrofobicidade, as membranas
superficiais do tegumento também se ligam uma ampla variedade de moléculas hospedeiras,
as quais incluem o radical glicolipido das substancias do grupo sanguineo e proteinas, tais
como os antigenos de histocompatibilidade, imunoglobulinas e muitos outros (GOLDRING et
al., 1976).
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O tegumento dos machos contém inimeros pequenos tubérculos, mais abundantes na
superficie dorsal (externa) do segmento posterior. Esses tubérculos apresentam varios
espinhos e receptores sensoriais quando observados ao microscopio eletrénico de varredura
(Figura 11).

A fémea apresenta um corpo cilindrico, mais longo e fino que o macho (1,2 a 1,6 cm).
Seu tubo digestivo costuma estar repleto de hemozoina (derivado da digestdo do sangue) e por
esse motivo, apresenta a coloracdo escura. Contém duas ventosas muito pequenas. Abaixo da
ventosa ventral hd a vulva, o Utero e o ovario (Figura 12). Esse é oblongo, ligeiramente
lobado, e fica na metade anterior do corpo. Um oviduto curto conduz ao o6tipo, que se
continua com o tubo uterino. Neste sdo encontrados um ou dois ovos. O poro genital
feminino, por onde saem 0s ovos, abre-se ventralmente, pouco atrds do acetdbulo e serve
também para a copula (REY, 2013).

A metade posterior é preenchida por glandulas vitelinicas (ou vitelinas) e seu canal
sinuoso, que se une ao oviduto pouco antes de alcancar o oétipo. A parte proximal funciona

como receptaculo seminal (Figura 12) (REY, 2013).

Figura 11 — Tegumento de vermes adultos machos de Schistosoma mansoni com
tubérculos apresentando espinhos.
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Fonte: Laboratério Romero Lascasas Porto, UERJ, 2014.
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Figura 12 — Verme adulto fémea de Schistosoma mansoni. Ovario (OV) e receptaculo
seminal (RS).

Fonte: Laboratério Romero Lascasas Porto, UERJ, 2014.

O granuloma esquistossomotico

Apdbs a oviposicdo nas vénulas que irrigam o intestino, 0s ovos podem seguir
diferentes destinos: enquanto uma parcela atravessa o limen intestinal, sendo eliminada com
as fezes, outra parte pode ficar retida na parede intestinal ou ser carreado até o figado e,
posteriormente, até outros 6rgdos como o baco, os pulmdes, o coracdo, os rins. O miracidio
gue tem vida média em torno de 21 dias (PRATA, 1957), libera antigenos que estimulam uma
reacdo inflamatdria, denominada granuloma que é composta por eosinofilos, linfocitos,
macrofagos e neutrdfilos, os quais podem ou ndo ser acompanhados por pontos de necrose ou
infiltracdo de neutrofilos (WARREN & DOMINGO, 1970). Paradoxalmente, enquanto o
granuloma é a causa da patologia também pode proporcionar alguma protecdo, em que 0
granuloma minimiza o dano tecidual colateral no figado e intestinos. Além disso, esta resposta
inflamatdria facilita a excrecdo dos ovos do hospedeiro pela luz intestinal (HAMS et al.,
2013).

O granuloma é, portanto, uma colecdo compacta e organizada destas células
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migrantes, que junto com células do 6rgdo afetado, dispdem-se em meio a componentes de
uma matriz extracelular heterogénea, formando uma estrutura esférica, que circunda
individualmente cada ovo. Por essa razdo, o ovo, neste caso, € rotulado como agente
granulomatogénico, isto é, capaz de provocar a reacdo granulomatosa por liberacdo, para o
tecido adjacente, de varios componentes préprios, em geral glicoproteinas (LENZI et al.,
1991). Os fibroblastos se proliferam e depositam fibras de coldgeno de forma concéntrica,
principalmente na periferia e posteriormente, aumentando e envolvendo toda a lesdo
(ANDRADE, 1991). Durante o seu desenvolvimento, os granulomas esquistossomaticos
apresentam diferentes estagios de maturacdo que vai da fase pré-granulomatosa até a fase
necrdtica (LENZI et al., 1999).

Em suma, o granuloma esquistossomotico (Figura 13) é uma estrutura dindmica que
tem inicio, meio e fim, caracterizando morfologicamente a fase de amadurecimento e de
involugdo (LENZI et al., 2008). Isto se deve ao fato desta estrutura organizada ser composta
pelos componentes do hospedeiro e do parasito, funcionando como uma relacao hibrida entre
dois seres filogeneticamente diferentes, dependendo das caracteristicas epigenéticas do
hospedeiro (LENZI et al., 1998). Outros fatores também influenciam a formacéo e modulacéo
do granuloma. Estudos morfométricos confirmam que o processo de desenvolvimento do
granuloma esquistossomético hepatico é influenciado pelo hospedeiro (COSTA-SILVA et al.,
2002), pela cepa do parasito (COELHO et al., 1989) e pela fase da doenca (aguda ou crénica)
(RASO et al., 1978, CHEEVER et al., 2002).

Figura 13 — Granuloma exsudativo com arranjo de fibras no tecido hepatico de
camundongos infectados experimentalmente por Schistosoma mansoni.

Fonte: NEVES et al., 2007a.
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Lipideos e a esquistossomose

O metabolismo do colesterol e das lipoproteinas em roedores tem sido a tematica de varios
artigos, considerando-se a sua importancia no curso da evolucdo de doencas inflamatorias,
infecciosas ou parasitarias (FERNANDEZ, 2000, AGUILA & MANDARIM-DE-LACERDA,
2001; KHOVIDHUNKIT et al., 2004; BANSAL et al., 2005; NEVES et al., 2007a).
Experimentos in vitro demonstraram que os vermes adultos de S. mansoni ndo sdo capazes de
sintetizar colesterol (RUMJANEK & SIMPSON, 1980). Entretanto, diversos esterdis podem ter o
colesterol como precursor (MENDONCGCA et al., 2000). DIMENSTEIN e colaboradores (1992)
estudando os niveis de lipoproteinas plasmaticas de pacientes com esquistossomose Vverificaram que
as concentracbes das lipoproteinas de baixa e alta densidade (LDL e HDL) estavam
significativamente reduzidas se comparadas com as taxas normais. Porém, a lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL) ndo se alterou.

Um fator conhecido por afetar as concentracfes de lipidios plasmaticos humanos é A
apolipoproteina E, que distribui entre as lipoproteinas ricas em triglicérides (lipoproteinas de
densidade muito baixa, VLDL e quilomicrons) e lipoproteinas de alta densidade (HDL),
ajudando a regular o seu metabolismo e os niveis plasmaticos de colesterol e de triglicéridos.
A producdo excessiva de ApoE hepatica estimula a sintese VLDL e de triglicéridos e, também
inibe a lipoproteina de lipase (LPL) lipdlise mediada, em grande parte através do
deslocamento de um ApoCll co-fator essencial para a LPL a partir da superficie do VLDL
(PAPAIOANNOU et al., 2012). Infeccdes e inflamagdes induzem a resposta na fase aguda,
levando a mdltiplas alteracfes nos lipidios e no metabolismo de lipoproteinas, aumentando a
secrecdo de triglicerideos e VLDL como resultado da lipélise do tecido adiposo, elevando a
sintese de acidos graxos nos hepatécitos. Com a infeccdo mais grave, ocorre a reducdo do
VLDL, da lipoproteina lipase e da apolipoproteina E (KHOVIDHUNKIT et al., 2014).

Diversos autores analisaram a interacao entre lipidios e esquistossomose mansonica
em modelos experimentais, primatas ndo-humanos ou roedores. Em saguis ha 50% da reducao
da atividade da enzima colesterol acil transferase (LCAT), reducdo do éster de colesterol no
plasma de animais com mais de 60 dias de infeccdo (LIMA et al.,, 1998). Em animais
reinfectados ha reducgdes significativas nas concentracfes plasmaticas de colesterol total,
colesterol esterificado, triglicerideos e fosfolipidios totais (RAMOS et al., 2004).

MARZOUKI & AMIN (1997a) confirmaram que o HDL (colesterol de alta densidade)

estava reduzido na infeccdo esquistossomotica experimental de camundongos. Esta
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diminuicdo nos niveis de colesterol pode estar relacionada a existéncia de um inibidor da
esterificacdo do colesterol em figados infectados, ao aumento da hidrélise do éster de
colesterol ou a reducédo da sintese da enzima acetil Co A (SOARES & BORGERS, 1990). A
esquistossomose mansonica tem um importante efeito redutor no nivel sérico de testosterona e
na concentracao de triglicerideos dos camundongos, e elevacdo na concentracdo de lipideos
testiculares (MARZOUKI & AMIN, 1997b).

As relac6es fisiologicas existentes entre os parasitos e 0s hospedeiros sdo complexas e
representam uma tentativa de manter um estado de equilibrio entre diversos componentes.
Portanto, determinadas modificagfes no metabolismo do hospedeiro podem afetar a evolugéo
da infecgéo e a biologia do parasito. Observacoes feitas em infec¢do experimental de modelo
murino indicaram que os vermes adultos poderiam neutralizar os efeitos da aterosclerose,
modulando o metabolismo lipidico do hospedeiro e induzindo a reducdo da concentracéo de
colesterol total no sangue (DOENHOFF et al., 2002), o mesmo ndo acontecendo quando ha
apenas a presenca dos ovos (La FLAME et al., 2007).

O verme adulto de S. mansoni ndo possui algumas vias metabdlicas essenciais, 0 que
impossibilita a sintese de importantes compostos para o seu desenvolvimento. Estes parasitos
ndo sdo capazes de sintetizar cido graxo de cadeia longa, e nem todos os esterois. Contudo, a
literatura (BENNETT & CAULFIELD, 1991; TEMPONE et al., 1997; LOUKAS et al., 2001;
FAN et al., 2003) indica que eles sdo dependentes de tais moléculas para 0 modulacéo da sua
membrana, que estd em constante mudanca. Assim, é evidente que oS mecanismos de
transferéncia de lipidios ou precursores de lipidios entre o hospedeiro definitivo e o parasito
devem existir. PEREIRA e colaboradores (2011) verificaram in vitro que a ligagdo do LDL ao
tegumento de vermes machos de S. mansoni ndo é uniforme, sendo mais forte na regido
dorsal, sugerindo maior exposicdo de sitios de ligacdo nesta area. No entanto, a auséncia de
interacdo de LDL na superficie da membrana nas vermes fémeas pode indicar a transferéncia
direta de lipidios pelo canal ginec6foro do verme macho para a fémea.

A dislipidemia e a obesidade sdo fatores que alteram a resposta inflamatdria do
hospedeiro (KHOVIDHUNKIT et al., 2004; OLEFSKY & GLASS, 2010;), mas também
favorece o parasito (NEVES et al., 2007a ) Animais com dislipidemia eliminam até trés vezes
mais ovos, tanto na fase aguda quanto na fase cronica da infeccdo, do que os controles
(NEVES et al., 2007a; ALENCAR et al., 2009). Isso esta relacionado ao fato do colesterol ser
um estimulo positivo sobre o aparelho reprodutor dos vermes adultos de ambos os sexos,
aumentando, assim a producdo de ovos (NEVES et al., 2007b). Além disso, nosso grupo vem

verificando as alteracdes histologicas em diferentes orgaos (figado, intestino, pulmao, baco e
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coragdo) de animais submetidos a dieta hiperlipidica e infectados com S. mansoni durante as
fases aguda e cronica. Estes estudos tem mostrado que a associagéo destas morbidades parece
intensificar os danos da esquistossomose, principalmente na fase crénica (NEVES et al.,
2005; NEVES et al., 2007a; ALENCAR et al., 2012; GOES et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Alguns trabalhos sobre a epidemiologia da esquistossomose e de sindromes
metabdlicas sugerem a co-morbidade em regibes do Brasil (KLOSS et al., 2012, PINTO et al.,
2013, PIMENTA et al., 2012), apesar de ainda ndo existirem investigacdes epidemiologicas
desses dois problemas de saide em um so artigo.

Recentemente, FONSECA e colaboradores (2014) investigaram 0 plasma de humanos
confirmando que a esquistossomose causa dislipidemia, pois 0 S. mansoni perturba a regulacao
prevista de lipidios plasmaticos pelas diferentes isoformas da gene polimérfico Apolipoproteina E
(APOE). Esta constatacdo sugere maneiras de identificar novas vias metabdlicas afetadas pela

esquistossomose e também potenciais alvos moleculares para o tratamento associado a morbidades.

O tratamento da esquistossomose mansénica

O atual farmaco de escolha para o tratamento clinico e uso em satde publica nas areas
endémicas da esquistossomose é o praziquantel (KATZ, 2008). Este farmaco é utilizada ha
mais de trinta anos em todo mundo, principalmente na Africa Subsariana contra S. mansoni e
helmintos de transmitidos pelo solo (KOUKOUNARI et al., 2007; ZHANG et al., 2007;
HOTEZ & FENWICK, 2009; FRENCH et al., 2010; LESLIE et al., 2011; FENWICK, 2012;
HOTEZ et al., 2012). Ainda que o mecanismo de acdo do praziquantel ndo seja totalmente
conhecido, ha evidéncias de que o tegumento e a musculatura sejam afetados e que resulte na
morte dos esquistossomos adultos. As outras formas evolutivas do S. mansoni sdo pouco ou
nada afetadas (WEI et al., 2011). Como vem sendo administrado h4 décadas e mesmo com
tratamento em massa da populacdo, uma serie de estudos clinicos e experimentais
despertaram o interesse sobre um possivel desenvolvimento da tolerancia e/ou resisténcia ao
praziquantel (FALLON, 1998; CIOLI, 2000, LIANG et al., 2000; GEERTS & GRYSEELS,
2000; WILLIAM et al., 2000; DOENHOEFF et al., 2002, 2008; PICA-MATTOCCIA, 2006;
CAFFREY, 2007). Por isso, a disponibilidade de somente um dnico farmaco anti-
esquistossoma é preocupante para a comunidade cientifica, o que tem levado a pesquisa e

desenvolvimento de novas drogas ou associacdo entre drogas anti-esquistossoma para cura da
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esquistossomose (CIOLI, 1998, 2000; WANG et al., 2012).

Interessantemente, derivados da artemisina, os quais sdo altamente eficazes no
tratamento da malaria, tem mostrado também propriedades esquistossomicidas (UTZINGER
et al., 2001a,b, 2007; KRISHNA et al., 2008). A artemisina é o principio ativo das folhas de
Arthemisia annua, planta utilizada ha mais de dois mil anos para o tratamento de febre na
China (Figura 14).

Figura 14 - Arthemisia annua.

Fonte: http://www.acp-paludisme.org/plante-contre-paludisme.html.
Acesso em: 11/08/2013.

A artemisinina € uma lactona sesquiterpénica que possui uma ligacdo endoperoxido
(Figura 15) (KLAYMAN, 1985). A primeira geracdo de semi sintéticos da artemisina —
dihidroartemisina, arteméter e artesunato — se tornou largamente usado contra a malaria
atualmente (ASHEY & WHITE, 2005). A figura 16 mostra a estrutura quimica do arteméter e
do artesunato.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Utzinger%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Utzinger%20J%22%5BAuthor%5D
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Figura 15 - Estrutura quimica da artemisinina.
H,C

ARTEMISININA

Fonte: http://www.info-farmacia.com/actualidad/desarrollo-y-conciencia-
social/planta-china-para-el-tratamiento-de-la-malaria-resistente.
Acesso em: 15/11/14.

Figura 16 - Estrutura quimica do arteméter e do artesunato.

I'-éﬂc

ariemeather anesunale

Fonte: TERENTEV et al., 2014.

A atividade esquistossomicida e de seus derivados (arteméter e artesunato), foi
descoberta em 1980 por um grupo de cientistas chineses. A droga, administrada em varios
animais com infeccdo experimental com S. japonicum, resultou na redugdo acentuada na
carga de vermes, quando comparados com 0s animais controles ndo tratados (CHEN et al.,
1980). Em 1982, a propriedade esquistossomicida foi confirmada para arteméter (LE et al.,


http://www.info-farmacia.com/actualidad/desarrollo-y-conciencia-social/planta-china-para-el-tratamiento-de-la-malaria-resistente
http://www.info-farmacia.com/actualidad/desarrollo-y-conciencia-social/planta-china-para-el-tratamiento-de-la-malaria-resistente
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1982).

Subsequentemente,  estudos  laboratoriais  confirmaram as  propriedades
esquistossomicidas do artesunato (LE et al., 1983), arteméter (YIN et al., 1991; ARAUJO et
al.,, 1991; XIAO et al., 1992) e também da dihidroartemisina (ABDEL AZIZ & EL-
BADAWY, 2000). Diversos autores realizaram diferentes protocolos in vitro ou in vivo e
verificaram alteragdes no comprimento e no sistema reprodutor de S. mansoni fémeas adultas
e, consequentemente, na producdo de ovos (SHUHUA & CATTO, 1989; ARAUJO et al.,
1999; MITSUI et al., 2009). Estudo in vitro com S. japonicum, S. mansoni e S. haematobium
incubados em quantidades médias de arteméter (0,5-20 um/ml) e heme (50-100ug/ml),
mostrou que 0s vermes apresentaram reducdo na atividade motora, seguida de gradual
aumento de vesiculas no tegumento e, finalmente, morte dos helmintos entre 24-72 horas.
Quando incubados apenas com o arteméter ou heme sozinhos, nao havia impacto na sua
sobrevivéncia. Isto sugeriu que a interacdo entre o arteméter e heme resulta em um efeito
toxico ao helminto (XIAO et al., 2001; 2007). A artemisina tem sido bastante utilizada no
tratamento contra esquistossomose. Ensaios clinicos randomizados foram realizados na China
e na Africa com patentes do arteméter e do artesunato na infeccdo por S. japonicum, S.
mansoni e S. haematobium (UTZINGER et al., 2005; 2007). Em recente reviséo sistemética e
meta-andlise sobre a sua aplicagdo isolada ou associada a outras drogas em pacientes com
malaria em regides endémicas de esquistossomose, ressaltaram a importancia desta droga
pelos seus efeitos benéficos (PEREZ VILLAR et al., 2012).

Farmacos redutores de colesterol e a esquistossomose

As estatinas sdo os farmacos mais usados para o tratamento das hiperlipidemias em
prevencdo primaria e secundaria, com o propoésito de diminuir os niveis de lipoproteinas
plasmaéticas ricas em colesterol e reduzir os riscos de doenga arterial coronariana (DAC).
Esses efeitos sdo resultantes da atividade inibidora das estatinas sobre a enzima HMG-CoA
redutase (hidroximetilglutaril-CoA redutase), com a propriedade de bloquear a conversdo do
substrato HMG-CoA em acido mevaldnico, inibindo os primeiros passos da biossintese de
colesterol (CAMPO & CARVALHO, 2007).

Seis estatinas sdao empregadas clinicamente: lovastatina, pravastatina, sinvastatina, e

fluvastatina, atorvastatina e rosuvastatina (WERMUTH, 1996). A sinvastatina € 0
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medicamento disponivel pelo programa de Farméacia Popular do governo brasileiro
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). A sinvastatina é na verdade um pré-farmaco com uma
lactona inativa, a qual é metabolizada no figado em sua forma ativa (que corresponde a R3-
hidroacido), como mostra a figura 17 (UNGARO et al., 2011).

Figura 17 — Pro-farmaco (SVL) e sua conversao para a forma ativa-hidroacido (SVA).
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Fonte: UNGARO et al., 2011.

E também conhecido que este farmaco tem agio na esquistossomose. VANDEWAA &
BENNETT (1987) mostraram que a substancia mevinolin, um inibidor da sintese de
colesterol, bloqueava a producéo de ovos de S. mansoni. CHEN et al (1990), mostraram que a
administracdo de 0,2% de mevinolin na dieta de camundongos infectados pelo S. mansoni,
durante 14 dias, resultou em 96-100% de eliminacéo de parasitos adultos. A administracdo da
mesma dose por dois e 15 dias, antes da infeccdo, resultou em 93-96% de reducdo carga
parasitaria por vermes adultos. ARAUJO et al (2002) verificaram em camundongos
esquistossomoticos tratados com lovastatina, que havia reducéo significativa na oviposigdo

pelas fémeas, com até 80% de alteracbes no oograma e menor média significativa de ovos no
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jejuno e figado quando comparados com o grupo controle. Este mesmo grupo observou
alteracbes degenerativas no sistema reprodutor dos vermes. Anteriormente, estudos com a
nicarbazina, outra droga hipocoleristémica, mostraram que a droga inibia a postura de ovos,
mas que esta inibicdo era reversivel, uma vez que as fémeas reiniciavam a postura quando o
tratamento era interrompido (PELLEGRINO & KATZ, 1969).

H4, entretanto, varios pontos obscuros na interacdo parasito-hospedeiro e desordens
metabolicas que necessitam de estudo. Por exemplo, ha uma modificacdo no perfil
epidemioldgico nutricional da populacédo rural brasileira, uma vez que a cada dia, aumenta o
nimero de individuos com dislipidemia. Assim sendo, em é&reas endémicas da
esquistossomose, pode haver maior morbidade na concomitancia entre as duas morbidades
e/ou mesmo alguma dificuldade de tratamento e cura desta parasitose (MARTINS-BEDE et
al., 2010; PIMENTA ET AL., 2011).



38

1 JUSTIFICATIVA

O praziquantel é o atual farmaco de escolha para o tratamento da esquistossomose.
Muitos estudos tém sido feitos na tentativa de elucidar as questdes relacionadas a uma
possivel resisténcia do mesmo. Por este mesmo motivo, hd um incentivo para a pesquisa de
novos farmacos. Outro fator importante € a modificacdo do perfil nutricional da populacdo
brasileira em areas endémicas. Nos ultimos dez anos muitos estudos vem mostrando a
importante relacdo do colesterol na infeccdo esquistossomdtica. Sabe-se que uma grande
disponibilidade de lipidios no meio favorece o parasito, seja a sua fertilidade, o
funcionamento da estratégia de escape contra o sistema imune do hospedeiro.
Consequentemente, a associacdo da dislipidemia com a esquistossomose intensifica sua
patologia, 0 que significa aumento da morbidade. Portanto, reduzir a dislipidemia e a carga
parasitaria sdo os alvos para a reducao da morbidade.

O efeito como agente redutor das taxas de colesterol e pleiotrépico das estatinas sao
bem conhecidos na literatura médica. Neste Gltimo, inclui-se a sua a¢do esquistossomicida.
Propriedade semelhante tem sido demonstrada para o artesunato, que € um produto vegetal
amplamente usado na Africa e mesmo no Brasil, em casos de malaria humana. Em geral, 0
artesunato que ¢é utilizado em regides endémicas com carater preventivo, e
experimentalmente, nas fases pds-posturais, apresenta também propriedades anti-
inflamatdrias. No presente trabalho, buscamos testar a hipotese de que a sinvastatina e
artesunato modificam o curso da infeccdo esquistossomética no modelo dislipidémico,
contribuindo para a reducdo da morbidade. Acreditamos que este trabalho possa também

contribuir para a elucidacdo da acdo medicamentosa sobre a dislipidemia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos parasitologicos e morfoldgicos da monoterapia com artesunato e da
sinvastatina sobre o curso da infeccdo esquistossomotica aguda experimental de camundongos

alimentados com dieta hiperlipidica.

2.2 Especificos

1- Determinar mudancas nos estagios evolutivos de ovos no intestino (oograma);
2- Avaliar a taxa de reducdo da carga parasitaria de vermes adultos;

3- Analisar qualitativamente e quantitativamente os ovos liberados nas fezes;

4- Realizar a anélise morfologica e morfométrica dos vermes recuperados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Noventa e nove camundongos, fémeas Mus musculus Swiss Webster (3 semanas de
vida), foram obtidas do Centro de Criacdo de Animais do Laboratério da Fiocruz e
armazenados em caixas de propileno (40 x 33 cm) com grades de cobre e aco inoxidavel. Os
camundongos foram mantidos no biotério com temperatura (21 + 1° C), umidade (60+ 10%) e

ciclo diario de luminosidade (12:12) controladas.

3.2. Dietas

Os animais foram alimentados com dieta especifica ap6s o desmame de 21 dias. A
dislipidemia foi induzida com a alimentacdo da dieta hiperlipidica (HFC) composta por banha
de porco, gema de ovo, farinha de trigo, amido de milho, caseina e vitaminas e sais minerais
(47% de carboidratos, 24% de proteinas, 29% de lipidios) (5.7 kcal/g massa corporal/dia)
(NEVES et al., 2006a) por seis meses apds o desmame. O grupo controle foi alimentado com
dieta padrdo (SC) para camundongos (Nuvilab CR-I-NUVITAL) Nutrients Ltda., Colombo,
Parand, contendo 60% de carboidratos, 28% de proteinas e 12% de lipidios (4,6 kcal/g massa
corporal/dia). Todos os animais tiveram livre acesso de agua e alimento durante todo o

experimento.

3.3. Infeccéo experimental

Ap0s seis meses de ingestdo das respectivas dietas, 99 camundongos foram infectados
por via subcutanea com 80 cercérias de S. mansoni (cepa BH) recém-eliminadas por B.
glabrata infectada, cujo ciclo é mantido no Laboratério de Malacologia (Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro), utilizando B. glabrata e Mus musculus, como hospedeiros

invertebrados e vertebrados, respectivamente. Os procedimentos da infeccdo experimental
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foram seguidos de acordo com a metodologia descrita previamente por MARTINEZ et al
(2003).

3.4. Esquema terapéutico e grupos experimentais

Dezoito animais foram tratados com artesunato em dose Unica (em po6 na sua forma
pura, lote 10.04, fornecido e produzido pela Farmanguinhos) e vinte animais foram tratados
com artesunato durante o periodo de cinco dias seguidos fornecidos pela Fiocruz. As drogas
foram administradas por gavagem com uma canula em dose Unica de 300 mg/kg ou doses de
300 mg/kg por cinco dias consecutivos (tratamento prolongado) em 1000 ul de agua e 250 pl
de cremophor EL (bleo de ricino polioxietilado, Sigma, Chemical Company, St. Louis, MO,
USA) na nona semana apos a infeccéo (PI).

Onze animais foram tratados com sinvastatina (em p6) comercial (lote 13011511) em
dose Unica e dezoito animais em por cinco dias consecutivos (tratamento prolongado). A
droga foi administrada em dose Unica ou por cinco dias consecutivos com doses de 200 mg/kg
em 1000 pl de agua e 250 ul de Cremophor EL (Sigma, Chemical Company, St. Louis, MO,
USA) também na nona semana apos a infeccdo (PI). Os grupos néo tratados, que funcionaram
como controle, receberam apenas 250 pl de Cremofor diluido em 1000 ul de agua.

Os animais foram divididos em doze grupos dependendo do tipo de dieta e do tipo de
tratamento ministrado:

a) Experimento de dose Unica;

- SC NT; grupo (n=7) infectado alimentado com dieta padrédo e ndo tratado;

- HFCNT; grupo (n=8) infectado alimentado com dieta hiperlipidica e nédo
tratado;

- SCS; grupo (n=9) infectado alimentado com dieta padrédo e tratado com
sinvastatina;

- HFCS; grupo (n=5) infectado alimentado com dieta hiperlipidica e tratado
com sinvastatina;

- SCA; grupo (n=10) infectado alimentado com dieta padrdo e tratado com
artesunato;

- HFCA,; grupo (n=8) infectado alimentado com dieta hiperlipidica e tratado

com artesunato.
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b) Experimento do tratamento prolongado (cinco dias consecutivos);
- SCNT5; grupo (n=7) infectado alimentado com dieta padrdo e néo tratado;
- HFCNT5; grupo (n=7) infectado alimentado com dieta hiperlipidica e nédo
tratado;
- SCS5; grupo (n=9) infectado alimentado com dieta padrdo e tratado com
sinvastatina;
- HFCS5; grupo (n=9) infectado alimentado com dieta hiperlipidica e tratado
com sinvastatina;
- SCAD5; grupo (n=11) infectado alimentado com dieta padréo e tratado com
artesunato;
- HFCAJ5; grupo (n=9) infectado alimentado com dieta hiperlipidica e tratado

com artesunato.

3.5. Coleta de material bioldgico

Foram realizados exames de fezes individuais (duas laminas para cada animal)
semanais entre a 6% e 112 semanas por meio da técnica quantitativa de Kato-Katz (KATZ et
al., 1972).

Depois de onze semanas de infec¢do, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical para coleta de sangue, recuperacdo de vermes e 6rgdos. Foi feita uma incisdo entre o
torax e o abdome do camundongo. Foram removidos o intestino delgado e grosso (desde o
estdmago até a regido do reto na cavidade pélvica). O sangue foi puncionado diretamente da
cavidade esquerda do coracdo. Neste sangue foi acrescentado anticoagulante heparina e
depois centrifugado a 2000g por 10 minutos para separar o plasma, o qual permaneceu
congelado a — 20 -C para posterior analise dos parametros bioquimicos.

3.6. Analise bioquimica

O colesterol total foi determinado pelo método enzimatico colorimétrico como

previamente descrito (NEVES et al., 2006a). Os exames foram realizados no LABLIP -
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Laboratdrio de Lipides da Policlinica Piquet Carneiro da UERJ, respeitando todos os critérios
e normas de padronizacdo e de biosseguranca, conforme ateste do Sistema Nacional de
Acreditacdo (DICQ) da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC).

3.7. Quantificagado de ovos no tecido (oograma)

O oograma foi executado pelo método do esmagamento entre laminas e de digestdo
tecidual. Um centimetro do intestino delgado foi prensado entre laminas e lido em
microscopio de campo claro (MACHADO-SILVA et al., 1991). Os ovos foram classificados
segundo o estagio evolutivo em: maduro (presenca do miracidio completamente formado,
com contorno visivel), imaturo (embrido tomando 2/3 da dimens&o longitudinal do ovo, bem
como granulos finos e escuros localizados principalmente nos polos dos ovos) e morto (ovos
pardacento e com granulacdes, sem delimitaces entre 0 miracidio e a casca ou com massa
arredondada no centro) (PRATA, 1957). O restante do intestino delgado e o segmento grosso
foram digeridos em hidréxido de potéssio a 56°C (CHEEVER, 1968) e centrifugado (2.000
giros) por 120 minutos. Cinco aliquotas de 100 pl do tecido digerido foram colocadas em
lamina histol6gica, cobertas com laminula e 0s ovos contados por microscopia de luz
(MARTINEZ et al., 2003).

3.8. Recuperacdo e processamento dos vermes

Os helmintos adultos foram retirados do sistema porta e das veias mesentéricas atraves
da coleta manual com o auxilio de estilete e pincel, contados a lupa estereoscopica para
determinar a infectividade, a qual foi estabelecida pela diferenga entre o percentual de
helmintos adultos recuperados e das cercéarias inoculadas (FREIRE et al., 2003). O percentual
da reducdo da carga parasitaria em cada grupo tratado (CIOLI et al., 2004) foi calculado de

acordo com a seguinte formula:

% Reducgdo: nimero de vermes recuperados do grupo controle — nimero de vermes

recuperados do grupo tratado/(nimero de vermes do grupo controle) x 100
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Os vermes foram fixados em AFA (70% &lcool, 2% formaldeido e 2% é&cido acético
glacial), corados pelo carmim cloridrico alcodlico (2,5%), desidratados na série alcoodlica
(70%, 90% e 100%), diafanizados e montados em balsamo do Canada (1:2) e salicilato. Os
espéecimes foram montados como preparacdes permanentes entre lamina e laminula (NEVES
etal., 1998).

Para a microscopia eletrénica de varredura (MEV) os vermes foram lavados em
solucdo salina, fixados em AFA e preparados seguindo TORRES et al (2011), com 10

segundos de revestimento de ouro com espessura de 20-25nm.

3.9. Analise morfoldgica e morfométrica dos vermes

Um total de 583 espécimes do grupo HFC (n=288) e do grupo SC (n=295) foi
analisado durante todo o experimento no microscopio de luz (Olympus BX50 Miami, Florida,
USA), Foram analisados 6rgaos do sistema reprodutor (I6bulos testiculares, vesicula seminal,
ovario, odcitos, receptaculo seminal, glandulas vitelinas, o6tipo e Utero) e do tegumento
(espessamento e alteracBGes dos tubérculos). O microscopio de laser confocal [(LSM 510—
ZETA, Zeiss, Laser confocal Microscopy, Germany) (NEVES et al., 2004)] foi utilizado para
analisar as alteracdes do tegumento e tubérculos dos grupos HFC (n=116) e SC (n=60),
previamente analisados no microscépio de luz. Para a analise do tegumento através da
microscopia eletronica de varredura (MEV) os vermes foram examinados e fotografados em
um Jeol / EO JSM- 6510 (CENABIO -UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil) e pela FEI Quanta 250
(Instituto de Quimica - UERJ, Rio de Janeiro, Brasil).

3.10. Comité de Etica

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ, licengca CEUA/013/2013.
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3.11. Anélise estatistica dos dados:

Os dados foram analisados estatisticamente através do software SPSS. Os grupos
foram comparados usando os testes: Mann-Whitney, teste T de Student e anélise de variancia
(pbs-teste de Tukey). As medidas com valores de p < 0,05 foram consideradas

significativamente diferentes.
3.12. Desenho experimental

Figura 18 — Desenho experimental.
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Fonte: A autora, 2015.
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento com animais que foram submetidos a dose Unica das drogas

4.1.1. Andlise bioquimica

A dosagem do colesterol total esta representada no grafico 1. Podemos verificar que os
niveis de colesterol total no plasma dos camundongos alimentados com a dieta hiperlipidica
eram maiores do que o controle (dieta padréo), em todos os grupos independentemente do
tratamento. Verificamos isso de forma significativa entre os grupos controle alimentados com
dieta padrdo (SCNT, 68,6+11,6) e hiperlipidica (HFCNT, 124+7,5).

Os grupos tratados com sinvastatina apresentaram reducéo no colesterol plasmatico no
grupo alimentado com dieta hiperlipidica (HFCS, 81+16).

Nos grupos tratados com artesunato, podemos verificar um padrdo similar aos grupos
ndo tratados, ou seja, as diferencas significativas ocorreram em entre os grupos SCA (73+2,8)
e 0 grupo HFCA (109+6,5).
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Gréafico 1 - Concentragdo do colesterol total (mg/dL) no soro plasmatico de
camundongos esquistossomaticos alimentados com dieta padrdo ou
hiperlipidica submetidos a sinvastatina ou artesunato em dose Unica.
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Legenda: Diferencas significativas entre: (*) seus respectivos controles (SCNT x HFCNT;
SCS x HFCS; SCA x HFCA). SCNT, néo tratado alimentado com dieta padréo;
SCS, tratado com dose Unica de sinvastatina alimentado com dieta padrdo; SCA,
tratado com artesunato e alimentado com dieta padrdo; HFCNT, ndo tratado
alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS, tratado com sinvastatina e alimentado
com dieta hiperlipidica; HFCA, tratado com artesunato e alimentado com dieta
hiperlipidica. Todos os dados estéo apresentados com média e erro padréo.

Fonte: A autora, 2015.

4.1.2. Andlise parasitologica

Os dados parasitoldgicos estdo representados nos graficos 2-4 e na tabela 1. O gréafico
2 mostra a recuperacdo dos vermes em camundongos tratados com artesunato ou sinvastatina,
alimentados com dieta padréo (SC) e hiperlipidica (HFC). De forma geral, 0s grupos tratados
apresentaram menor recuperacao de vermes. O grupo ndo tratado com dieta padrédo (SCNT)
apresentou recuperacdo significativamente menor de vermes (14,7+0,6) do que 0 grupo nédo
tratado alimentado com dieta hiperlipidica [HFCNT (19,8+1,0)]. A sinvastatina apresentou
um efeito significativamente redutor entre os grupos com a dieta padrédo [SCS (9,5+0,6)] e
dieta hiperlipidica [HFCS (11,7£0,5)]. Os grupos tratados com a dieta apresentaram o efeito
semelhante tanto no grupo alimentado com a dieta padrdo [SCS (13,2+0,5)] quanto [HFCS
(12,8+£1,1)]. A sinvastatina ndo influenciou no deslocamento dos vermes para a veia porta

como podemos observar no grafico 3. O artesunato parece promover o deslocamento dos
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vermes até a veia porta (SCA, 52,4%), mas quando a droga foi administrada em animais
alimentados com a dieta hiperlipidica (HFCA) houve uma distribuicdo equivalente tanto na

veia porta e no mesentério.

Grafico 2 — Recuperacdo média dos vermes em camundongos esquistossomaticos
alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica. Tratamento com artesunato
(300mg/kg) ou sinvastatina (200mg/kg) em dose Unica, por via oral.
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Legenda: Diferencas significativas entre: (*) seus respectivos controles. SCNT, néo
tratado alimentado com dieta padrdo; SCS, tratado com dose (Unica de
sinvastatina; SCA, tratado com artesunato e alimentado com dieta padrdo;
HFCNT, ndo tratado alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS, tratado com
sinvastatina e alimentado com dieta hiperlipidica; HFCA, tratado com
artesunato e alimentado com dieta hiperlipidica. Todos os dados estdo
apresentados com média e erro padréo.

Fonte: A autora, 2015.
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Gréafico 3 — Percentual da distribuicdo dos vermes no sistema porta em camundongos

esquistossomoticos alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica.
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Legenda: SCNT, ndo tratado alimentado com dieta padrdo; SCS, tratado com dose Unica de
sinvastatina; SCA, tratado com artesunato e alimentado com dieta padréo; HFCNT,
ndo tratado alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS, tratado com sinvastatina e
alimentado com dieta hiperlipidica; HFCA, tratado com artesunato e alimentado
com dieta hiperlipidica. Tratamento com artesunato (300mg/kg) ou sinvastatina
(200mg/kg) em dose Unica, por via oral.

Fonte: A autora, 2015.

No gréfico 4 observamos a taxa de reducdo da carga de vermes encontrada nos grupos

SC e HFC. A taxa de reducgéo foi elevada nos grupos dos camundongos alimentados com

dieta hiperlipidica tratados com sinvastatina (HFCS, 54%), quando comparado com seu

respectivo controle alimentado com dieta padrdo (SCS, 43%). O grupo tratado com artesunato

apresentou perfil semelhante, embora menos efetivo: 49% e 18%, grupo HFCA e SCA,

respectivamente.
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Grafico 4 — Taxa de reducdo da carga parasitaria* nos camundongos
esquistossomoticos alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica e
tratados com artesunato ou sinvastatina.
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Legenda: * Percentual de reducdo = nimero de vermes recuperados do grupo controle —
namero de vermes recuperados do grupo tratado/(nimero de vermes do grupo
controle) x 100). SCS, tratado com dose Unica de sinvastatina; SCA, tratado
com artesunato e alimentado com dieta padrdo; HFCS, tratado com
sinvastatina e alimentado com dieta hiperlipidica; HFCA, tratado com
artesunato e alimentado com dieta hiperlipidica.

Fonte: A autora, 2015.

Os parametros parasitoldgicos estdo representados na tabela 1. Conforme esperado, 0s
animais nao tratados e alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram maior eliminacao de
ovos nas fezes (3711+1712), apesar de ndo haver diferencas significativas entre 0s grupos
(p=0,2050). O grupo alimentado com dieta hiperlipidica e tratado com sinvastatina (834+131)
mostrou reducdo na eliminacdo de ovos quando comparado com o seu controle (1250+325)
(p=0,2893).

Em relacdo ao oograma intestinal, podemos notar que houve maior quantidade de ovos
nos grupos alimentados com a dieta hiperlipidica. Entretanto, diferengas significativas foram
observadas apenas entre 0s grupos que receberam a sinvastatina alimentados com dieta padrédo
(238+25) ou dieta hiperlipidica (448+65)
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Tabela 1 — Parametros parasitolégicos nos camundongos esquistossomoticos
alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica e tratados com
artesunato ou sinvastatina em dose unica

Parametros Grupos
SCNT SCS SCA HFCNT HFCS IHFCA
Ovos nas fezes 13244273 1250+325 829+181 3711+1712 834+131 1370+326
Contagem de ovos no intestino  503+106  238+25* 171423 8381270  448+65 182174
Oograma (%)
Maduro 48 37 55 58 53 82
Imaturo 33 39 12 22 26 7
Morto 19 24 33 20 21 11

Legenda: * Diferencas significativas <0,05. Média + erro padréo. *: quando comparado com 0 seu
respectivo grupo controle. SCNT, ndo tratado alimentado com dieta padrdo; SCS,
tratado com dose uUnica de sinvastatina; SCA, tratado com artesunato e alimentado com
dieta padrdo; HFCNT, ndo tratado alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS, tratado
com sinvastatina e alimentado com dieta hiperlipidica; HFCA, tratado com artesunato e
alimentado com dieta hiperlipidica.

Fonte: A autora, 2015.

4.1.3. Andlises morfométrica e morfol6gica dos vermes

Um total de 280 espécimes foi analisado, grupo HFC (n=137) e do grupo SC (n= 143)
dose Unica. A tabela 2 mostra 0 nimero de vermes analisados em cada tipo de microscopia. O
resultado da analise morfoldgica por microscopia de luz esté descrita nas Tabelas 3 e 4.

N&o houve diferencas significativas na quantidade de Iébulos testiculares, entretanto,
pode-se observar diferenca significativa em relacdo ao percentual reduzido na densidade de
celulas testiculares nos animais tratados com artesunato (HFCA, 53%; SCA, 7,0%). A &rea
dos lébulos testiculares foi significativamente reduzida no grupo SCA (16957+1040),
comparada com o grupo HFCA (21245+1270). O perimetro dos I6bulos apresentou aumento
significativo nos grupos da dieta: (HFCNT, 993+34), (HFCA, 869+80) quando comparados
com o0s seus respectivos controles tratados: (SCNT, 818+28) (SCA, 646+27). A densidade dos
espermatozoides mostrou-se reduzida nos grupos (HFCS, 11,11%) e (HFCA, 18,75%). Houve
reducdo na espessura do tegumento dos vermes recuperados do grupo (HFCA, 12+1.1). JAem
relacdo a altura dos tubérculos, houve reducgdes significativas nos grupos (HFCS, 5.2+0.2) e
(HFCA, 4.840.2) quando comparados com 0s seus respectivos controles. A densidade dos

tubérculos também foi reduzida nos grupo tratados, sobretudo naqueles associados a dieta:



(HFCS,36%) e (HFCA, 5%).

Tabela 2 — Numero de vermes analisados por grupo de acordo com o tipo de
microscopia utilizada

Grupos MO MC MEV
3 ? 3 ? 3
SCNT 34 15 10 10 06
SCS 29 05 10 05 12
SCA 29 08 10 08 05
HFCNT 36 24 10 10 07
HFCS 15 06 10 06 13
HFCA 16 13 10 10 07

Legenda: MO: Microscopia 6tica; MC: Microscopia laser confocal; MEV: Microscopia eletrdnica de
varredura. SCNT, ndo tratado alimentado com dieta padrdo; SCS, tratado com dose Unica
de sinvastatina; SCA, tratado com artesunato e alimentado com dieta padrdo; HFCNT, néo
tratado alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS, tratado com sinvastatina e alimentado
com dieta hiperlipidica; HFCA, tratado com artesunato e alimentado com dieta
hiperlipidica.

Fonte: A autora, 2015.
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Tabela 3 — Alteracbes nos vermes recuperados de camundongos esquistossomoticos
alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica. Tratamento com artesunato ou
sinvastatina em dose Unica, por via oral

Parametros Grupos
SCNT SCS SCA HFCNT HFCS HFCA
5 -
N° de Iobulos 8.0+0.2 7.0£0.3 7.0£0.3 8.0+0.3 6.0+0.6 8.0£0.4
testiculares
Densidade de células
testiculares (%)
Normal 97 88 92 100 36 46
Reduzido 03 12 7,1* 0 64 53
Area 2252841289 16434+1256 16957+1040* 239534808 16593+2704 21245+1270
Perimetro 818+28* 737+35 646+27* 993+34 743480 869+80
sAeﬁ?n:f vesicula 1443+94  1246+181 1022477 19414561 19631046  1228+126
Concentracdo de
Espermatozoides
(%)
Normal 75 77 73 94 67 67
Reduzido 25 23 27 6 33 33
Espessura do 20+0.9% 18+1.3 17+1.1* 15+0.7 16+6.1 12+1.1
tegumento
Altura do tubérculo 8.2+0.3 6.4+0.3* 6.3+0.4* 5.7+0.2 5.2+0.3 4.8+0.2*
Densidade de
tubérculos (%)
Normal 97 88 92 100 64 46
Reduzido 03 12 07 0 36 53

Legenda: Nivel de intensidade do percentual de células: (+++) muito, (++) moderado, (+) pouco. * Diferencas
significativas <0.05. Média + erro padrdo. *: quando comparado com 0 seu respectivo grupo controle.
SCNT, ndo tratado alimentado com dieta padrdo; SCS, tratado com dose Unica de sinvastatina; SCA,
tratado com artesunato e alimentado com dieta padrdo; HFCNT, ndo tratado alimentado com dieta
hiperlipidica; HFCS, tratado com sinvastatina e alimentado com dieta hiperlipidica; HFCA, tratado com
artesunato e alimentado com dieta hiperlipidica. Unidades de medidas: area (um?), perimetro, espessura

e altura (um).
Fonte: A autora, 2015.

Né&o houve diferengas significativas em relagdo aos dados morfométricos das fémeas

tratadas com sinvastatina ou artesunato (Tabela 4).
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Tabela 4 — Dados morfométricos das fémeas de Schistosoma mansoni recuperados de
camundongos esquistossométicos alimentados com dieta padrdo ou
hiperlipidica. Tratamento com artesunato ou sinvastatina em dose Unica, por

via oral

Parametros

Grupos

SCNT

SCS

SCA

HFCNT

HFCS

HFCA

Area do ovério

Densidade das
glandulas vitelinicas

(%)
Normal 93
Reduzido 07
Densidade de vitelo
(%)
Normal 93
Reduzido 07
tizzerf]iunr% do 314740.1

80
20

80
20

2100+0.1

89
11

83
17

2760+0.1

100

96
04

4913+0.3

80
20

80
20

3550+0.6

23793+988 33118+19691 23977+2538 29544+1649 25577+6473 25155+1881

100

87,5
12,5

2758+0.09

Legenda: Média * erro padrdo. *: quando comparado com o0 seu respectivo grupo controle. SCNT, ndo tratado
alimentado com dieta padrdo; SCS, tratado com dose Unica de sinvastatina; SCA, tratado com
artesunato e alimentado com dieta padrdo; HFCNT, ndo tratado alimentado com dieta hiperlipidica;
HFCS, tratado com sinvastatina e alimentado com dieta hiperlipidica; HFCA, tratado com artesunato e
alimentado com dieta hiperlipidica. Unidades de medidas: area (um?), perimetro, espessura e altura

(Hm).
Fonte: A autora, 2015.

Os dados morfoldgicos dos vermes estdo representados nas figuras 19, 20 e 21. Para

avaliar a morfologia dos vermes utilizamos o microscopio confocal a laser. Vermes nao

tratados apresentam tegumento com tubérculos com aspecto normais, e feixes de células

musculares (FM) compactos e organizados (Figura 19-a, b). Podemos verificar que o

tegumento do S. mansoni do grupo SCS apresentou alteracbes na organizacdo das células

musculares (Figura 19-c). A sinvastatina também mostrou seus efeitos em relacéo a redugédo

da espessura e achatamento do numero de tubérculos quando presente em um meio rico em

colesterol (Figura 19-d). O artesunato pareceu atuar na quantidade e tamanho dos tubérculos

tanto no grupo SCA quanto no HFCA (Figura 19-e, f).
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Figura 19 — Imagens por microscopio a laser confocal do tegumento de Schistosoma
mansoni machos adultos recuperados de camundongos alimentados com
dieta padréo (a, c, €) ou hiperlipidica (b, d, f)

Legenda: Vermes nao tratados apresentando tegumento (TG), tubérculo (TB), canal ginecéforo (GC), e
feixes de células musculares (FM) com aspecto normal (a,b). Vermes expostos a sinvastatina
apresentando feixes de células musculares desorganizados e tegumento reduzido (c),
tubérculos tegumentares achatados (d), vermes expostos ao artesunato apresentando
tegumento fino e poucos tubérculos (e), tegumento liso, desprovido de tubérculos (f) (Barra =
50um).

Fonte: A autora, 2015.
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Podemos observar que as drogas alteraram o formato das células dos l6bulos
testiculares independentemente da associagdo ou ndo associacdo a dieta hiperlipidica. Estas
células se mostraram sem ndcleo evidente e de aspecto irregular (Figura 20-c, d, €) ao
contrario das células encontradas nos lobulos dos vermes recuperados de camundongos nédo
tratados (Figura 20-a, b).

Vermes ndo submetidos ao tratamento apresentaram vesicula com aspecto normal com
alta densidade de espermatozoides (Figura 20-a, b). O tratamento com sinvastatina parece
reduzir esta densidade de espermatozoides na vesicula como observamos nos grupos SCS e
HFCS (Figura 20-c, d). O artesunato pareceu ndo interferir morfologicamente neste aspecto
(Figura 20-¢, f).



Figura 20 — Imagens por microscopio a laser confocal dos lobulos testiculares de
Schistosoma mansoni machos adultos recuperados de camundongos
alimentados com dieta padréo (a, c, €) ou hiperlipidica (b, d, f)

Legenda: Vermes ndo tratados apresentando células com nucleo visivel no interior dos I6bulos
testiculares (LT) e vesicula seminal (VS). Vermes expostos a sinvastatina apresentando
células imaturas e baixa densidade de espermatozoides na vesicula seminal (c, d). Vermes
expostos ao artesunato apresentando lobulos testiculares com células imaturas, amorfas,
vesicula seminal com células imaturas, sem formacédo de espermatozoides (e, ). (Barra = 50
pum).

Fonte: A autora, 2015.

57
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O sistema reprodutor feminino do S. mansoni foi analisado pela microscopia confocal.
Os vermes recuperados de camundongos ndo tratados apresentaram ovarios e receptaculo
seminal de aspecto normal com as células arredondadas de nucleo aparente e presenca de
espermatozoides no receptaculo seminal (Figura 21-a, b). As fémeas expostas a sinvastatina
recuperadas de vermes alimentados com dieta padrdo apresentaram ovarios com ceélulas
amorfas, sem nucleo evidente ou nlcleos granulosos, receptaculo seminal regular (Figura 21-
c). Ja as fémeas recuperadas de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram ovarios com células triangulares e receptaculo seminal com espermatozoides
abundantes (Figura 21-d). Vermes tratados com dose Unica de artesunato apresentaram o
ovario com células amorfas, triangulares ou anucleadas e presenca de receptaculo seminal

com espermatozoides (Figura 21-¢, f).
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Figura 21 — Imagens de microscopia confocal a laser do sistema reprodutivo de fémeas
de Schistosoma mansoni recuperados de camundongos alimentados com
dieta normal (a, c, e) ou hiperlipidica (b, d, f)

J - . or - 2 B 4
Legenda: Vermes ndo tratados apresentando ovério (O) com células arredondadas com nucleo aparente e
presenca de espermatozoides no receptaculo seminal (RS) de camundongos alimentados com dieta
normal (a) ou hiperlipidica (b). Vermes expostos a dose Unica de sinvastatina apresentando ovarios
com células amorfas, sem nuicleo evidente ou nicleos granulosos, receptaculo seminal regular (c) e
ovarios com células triangulares e receptaculo seminal com espermatozoides abundantes (d). VVermes
tratados com artesunato com o ovario (O) apresentando células amorfas, triangulares ou anucleadas e

presenca de receptaculo seminal com espermatozoides (e, ). (Barra = 50 um).
Fonte: A autora, 2015.
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A topografia da superficie do macho de S. mansoni [HFCNT (n = 7), SCNT (n = 6);
HFCS (n = 13); SCS (n = 12); HFCA (n = 7) e SCA (n = 5)] estudada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) é mostrada na Figura 22. Os vermes ndo tratados mostraram
tegumento normal com tubérculos, espinhos e sulcos (Fig. 22A e 22B).

Todos os vermes analisados mostraram danos leves ou moderados na superficie dorsal
do tegumento. O grupo SCS mostrou perda de tubérculos (Fig. 22c) e encurtamento dos
tubérculos causando desaparecimento de espinhos dentro do tegumento (Fig. 22c, no detalhe).
O grupo HFCS mostrou inchaco moderado, achatamento e ruptura de alguns tubérculos; focos
com danos moderados e leve erosdo do tegumento (Fig. 22 d, detalhe). O grupo tratado com
artesunato apresentou danos severos no tegumento dos vermes (e, f). Observou-se &reas com
poucos tubérculos ou achatados (e). Houve também, descamacdo severa e extensiva em

algumas regides do tegumento com total auséncia de tubérculos (f).
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Figura 22 — Microscopia eletrénica de varredura da regido dorsal do Schistosoma
mansoni adulto coletado de camundongos alimentados com dieta padréo
(a, ¢, e) ou hiperlipidica (b, d, f)

Legenda: Vermes ndo tratados apresentando tubérculos (TB), espinhos (E), sulcos (S) e espinhos (E)
(a, b). Imagem ampliada (detalhe) mostrando os tubérculos e espinhos (a, b) com o
aspecto normal. Vermes tratados com dose Unica de sinvastatina apresentando poucos
tubérculos (seta) (c). Imagem ampliada (inserida) mostrando tubérculos achatados com
desaparecimento dos espinhos no tegumento. Tegumento com regides lisas devido a
eroséo e ao achatamento dos tubérculos (seta) (d). Imagem ampliada (detalhe) na erosao
tegumentar das bases dos tubérculos. Danos severos foram observados em vermes
tratados com artesunato em dose Unica (e, f). Areas com poucos tubérculos ou achatados
(e). Imagem ampliada (detalhe) mostrando tubérculos achatados. Algumas regides
apresentagdo severa e extensiva descamacdo no tegumento sem tubérculos (f). Imagem
ampliada (detalhe) apresentando o detalhamento da lesdo erosiva. Todas as barras das
imagens foram de 100um e das imagens ampliadas de 10um.

Fonte: A autora, 2015.
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4.2. Experimento com animais que foram submetidos ao tratamento prolongado (cinco

doses consecutivas dos farmacos).

4.2.1. Anélise bioguimica

Os niveis de colesterol total plasmatico estdo representados no grafico 5. As taxas
foram extremamente significativas entre 0s grupos e seus respectivos controles. O nivel de
colesterol foi significativamente elevado nos grupos que receberam a dieta hiperlipidica,
independentemente do tipo de tratamento: (SCNT, 66%4,1) x (HFCNT, 89+3); (SCS, 57+3.8)
X (HFCS, 83%4,7); (SCA, 73+2,8) x (HFCA, 10746,1). A sinvastatina mostrou sua eficacia
tanto nos grupos SC quanto nos grupos HFC, apesar destes Ultimos apresentarem uma menor
taxa de reducéo.

Gréafico 5 — Concentracdo do colesterol total (mg/dL) no soro plasmatico de
camundongos esquistossomaticos alimentados com dieta padrdo ou
hiperlipidica e tratamento prolongado de sinvastatina ou artesunato
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Legenda: Diferengas significativas entre: (*) seus respectivos controles. SCNT5, ndo tratado
alimentado com dieta padrdo; SCS, tratado com dose Unica de sinvastatina; SCAS,
tratado com artesunato e alimentado com dieta padrdo; HFCNT5, ndo tratado
alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS5, tratado com sinvastatina e alimentado com
dieta hiperlipidica; HFCAS, tratado com artesunato e alimentado com dieta
hiperlipidica. Todos os dados estdo apresentados com média e erro padrao.

Fonte: A autora, 2015.
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4.2.2. Andlise parasitoldgica

Os dados relativos a andlise parasitologica estdo representados nos graficos 6- 8 e
tabela 5.

A média da recuperagdo de vermes estd representada no grafico 6. N&o houve
diferencas significativas entre dietas, porém pode-se observar intensa reducao na recuperagdo
de vermes dos grupos tratados. A sinvastatina teve 0 mesmo efeito tanto no grupo com a dieta
padrdo (SCS, 12+3) como na dieta hiperlipidica (HFCS, 12+2). Os grupos tratados com o
artesunato mostraram maior redugdo: (SCA, 7+1), (HFCA, 5x1).

Grafico 6 — Recuperacdo média de vermes nos camundongos esquistossomoticos
alimentados com dieta padréo ou hiperlipidica e tratamento prolongado de
artesunato ou sinvastatina
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Legenda: SCNT5, ndo tratado alimentado com dieta padrdo; SCS5, tratado com cinco doses de
sinvastatina; SCA, tratado com cinco doses de artesunato e alimentado com dieta
padrdo; HFCNT5, ndo tratado alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS5, tratado com
cinco doses de sinvastatina e alimentado com dieta hiperlipidica; HFCAS, tratado com
cinco doses de artesunato e alimentado com dieta hiperlipidica.

Fonte: A autora, 2015.

O gréfico 7 mostra a distribuicdo dos vermes recuperados de camundongos no sistema
porta. Os grupos ndo tratados apresentaram maior distribuicdo dos vermes nas veias

mesentéricas, conforme o esperado, visto que esse € o local de deposicdo de ovos pelos
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vermes. Os vermes submetidos ao tratamento pela sinvastatina apresentaram maior
concentracédo na veia porta (SC, 57%), mas 0 mesmo ndo ocorreu no grupo (HFCS, 42%). Os
vermes submetidos ao artesunato apresentaram permanéncia nas veias mesentéricas no grupo
(SCA, 61%), mas o0 oposto ocorreu no grupo alimentado com dieta hiperlipidica, onde houve
maior deslocamento para a veia porta (HFCA, 64%).

Gréfico 7 — Percentual da distribuicdo dos vermes no sistema porta em camundongos
esquistossomoticos alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica.

Tratamento prolongado com artesunato (300mg/kg) ou sinvastatina
(200mg/kg) por via oral
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SCNTS SCS5 SCAS HFCNTS HFCSS HFCAS

Legenda: SCNT5, nédo tratado alimentado com dieta padrdo; SCS5, tratado com dose Gnica de
sinvastatina; SCADb, tratado com artesunato e alimentado com dieta padrdo; HFCNTS5,
ndo tratado alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS5, tratado com sinvastatina e

alimentado com dieta hiperlipidica; HFCADS, tratado com artesunato e alimentado com
dieta hiperlipidica.
Fonte: A autora, 2015.

O gréfico 8 apresenta o0s dados a respeito da taxa de reducdo da carga parasitaria. Os
grupos tratados e alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram maiores taxas de reducéo,
principalmente o grupo tratado com artesunato (HFCA, 73%).
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Grafico 8 — Taxa de reducdo da carga parasitaria* nos camundongos
esquistossomoticos alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica e
tratados com artesunato ou sinvastatina
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Legenda: * Percentual de reducdo = ndmero de vermes recuperados do grupo controle — ndmero de
vermes recuperados do grupo tratado/(ntimero de vermes do grupo controle) x 100). SCNT5,
ndo tratado alimentado com dieta padrdo; SCS5, tratado com dose Unica de sinvastatina; SCA5,
tratado com artesunato e alimentado com dieta padrdo; HFCNT5, ndo tratado alimentado com
dieta hiperlipidica; HFCS5, tratado com sinvastatina e alimentado com dieta hiperlipidica;
HFCADb, tratado com artesunato e alimentado com dieta hiperlipidica.

Fonte: A autora, 2015.

Os parametros parasitologicos estdo representados na tabela 5. Pode-se observar a
influéncia significativa da dieta em relacdo a quantidade de ovos nas fezes dos grupos néao
tratados [SCNTS5 (2667+420) x HFCNTS5 (11978+4078)], os grupos tratados apresentaram o
mesmo padréo, embora ndo significativos quando comparados entre dietas. N&o foi verificada
alteracdo entre dietas, mas de um modo geral, houve reducdo na quantidade de ovos nos
grupos tratados com sinvastatina [SCS5 (3093+786) x HFCS5 (5116+1316)] ou com
artesunato [SCAS5 (4262+1199) x HFCAS (6796+2290)].

Em relagdo ao oograma intestinal, se observou reducdo na quantidade de ovos dos
grupos tratados com sinvastatina [SCS5 (794+141) x HFCS5 (518+103)] e principalmente nos
tratados com artesunato [SCAS (602+166) x HFCAS (331+53)].
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Tabela 5 — Parametros parasitologicos nos camundongos esquistossomoticos
alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica e tratamento
prolongado com artesunato ou com a sinvastatina

Parametros Grupos
SCNT5 ~ SCS5 ~ SCA5  HFCNT5  HFCS5  HFCAS

Ovos nas fezes 2667+420 3003:786 4262+1199 11987+4078 5116+1316 6796+2290
contagern de ovos no 449+78 794141  602t166  1580+400  518+103  331#53
Oograma

Maduro 97 99 58 58 63 63

Imaturo 02 0 12 22 05 07

Morto 01 01 30 20 32 30

Legenda: * Media * erro padrdo. SCNT5, ndo tratado alimentado com dieta padréo; SCS5 tratamento
prolongado de sinvastatina; SCA5 tratamento prolongado de artesunato e alimentado com
dieta padrdo; HFCNT5, ndo tratado alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS5, tratado
com sinvastatina e alimentado com dieta hiperlipidica; HFCADS, tratamento prolongado com
0 artesunato e alimentado com dieta hiperlipidica.

Fonte: A autora, 2015.

4.2.3. Anélises morfométrica e morfol6gica dos vermes

Um total de 303 espécimes foi analisado, grupo HFC (n=151) e do grupo SC (n=152)
em cinco doses. A tabela 6 mostra o numero de vermes analisados em cada tipo de
microscopia. O resultado da analise morfoldgica por microscopia de luz esta descrita nas
Tabelas 7 e 8.

Os l6bulos testiculares ndo mostraram alteracdes significativas em relagdo ao seu
namero ou densidade de células. A reducdo da densidade de células nos lobulos testiculares
se apresentou de forma sutil nos grupos tratados com sinvastatina (SCC5, 6%), (HFCS5, 7%),
e um pouco mais elevado nos grupos submetidos ao artesunato (SCA5, 10%) e (HFCADS,
12%). A érea e o perimetro do Iébulo testicular foram significativamente reduzidos no grupo
HFCS5 (932+39) quando comparado com o grupo SCS5 (26350+£1535). O perimetro também
foi significativamente reduzido no grupo HFCA5 (919+38) comparado ao grupo SCA5
(1162+77). A concentragdo de espermatozoides foi reduzida nos grupos tratados com poucas
diferencas entre as dietas: (SCS5, 40%), (HFCS5, 30%), (SCA5, 32%), (HFCAS, 28%). De
forma geral, os grupos tratados apresentaram a espessura do tegumento foram menores nos
grupos tratados, apesar de ndo haver diferenca significativa entre eles: SCS5 (11+0,5) x
HFCS5 (9,940,3), SCA5 (10+1,1) x HFCAS (10+0,5).



Tabela 6 — NUumero de vermes analisados por grupo de acordo com o tipo de
microscopia utilizada

Grupos MO MC MEV
3 ? 3 ? 3
SCNT5 32 14 10 10 07
SCSs5 25 21 10 10 07
SCA5 25 14 10 10 07
HFCNT5 35 22 10 10 07
HFCS5 34 12 10 10 16
HFCAS5 07 03 10 10 15

Legenda: MO: Microscopia 6tica; MC: Microscopia laser confocal; MEV: Microscopia eletrénica de
varredura. SC NT5, ndo tratado alimentado com dieta padrdo; SCS5, tratado com cinco
doses de sinvastatina; SCA, tratado com artesunato e alimentado com dieta padrdo; HFC
NT5, ndo tratado alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS5, tratamento prolongado com
sinvastatina e alimentado com dieta hiperlipidica; HFCAS, tratamento prolongado com o
artesunato e alimentado com dieta hiperlipidica.

Fonte: A autora, 2015.

67



68

Tabela 7 — Alteracdes nos vermes machos recuperados de camundongos esquistossomoticos
alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica. Tratamento prolongado de artesunato
ou de sinvastatina, por via oral

Parametros

Y Grupos
morfométricos
SCNT5 SCS5 SCA5 HFCNT5 HFCS5 HFCA5
5 -
N° de l6bulos 840,3 8+0,4 740,2 8403 740,3 80,2
testiculares
Densidade células
testiculares (%)
Normal 97 94 90 100 93 87
Reduzido 3 6 10 0 7 13
Area 2267111444 26350+1535* 22877+1072 23201+1796 932+39 240941937
Perimetro 829+36 1162+77* 1046138 1007+40* 919+38 6085+5054
ﬁeﬁ?ni? vesicula 1468482  1526+264* 13124102 2073712 538521709 1535184
Concentracdo de
espermatozoides (%)
Normal 75 60 68 94 70 12
Reduzido 25 40 32 06 30 28
Espessura do 2141,7* 11%0,5 10+1,1 15+0,8 9,9+0,3 1040,5
tegumento
Altura do tubérculo 8,2+0,4 5,540,2 5,940,2* 5,940,2 5,3+0,2 49+0,1
% densidade de
tubérculos
Normal 97 89 98 100 79 86
Reduzido 3 11 2 0 21 14

Legenda: * Diferencas significativas <0,05. Média + erro padrdo. *: quando comparado com 0 seu respectivo
grupo controle. SCNTS5, ndo tratado alimentado com dieta padrdo; SCS5, tratado com cinco doses de
sinvastatina; SCA, tratado com artesunato e alimentado com dieta padrdo; HFCNT5, ndo tratado
alimentado com dieta hiperlipidica; HFCS5, tratamento prolongado com sinvastatina e alimentado com
dieta hiperlipidica; HFCA5, tratamento prolongado com o artesunato e alimentado com dieta
hiperlipidica. Unidades de medidas: area (um3), perimetro, espessura e altura (um).

Fonte: A autora, 2015.



Tabela 8
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— Alteragdes nos vermes fémeas recuperados de camundongos
esquistossomoticos alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica.
Tratamento prolongado com o artesunato ou com a sinvastatina, por via
oral

Parametros

Grupos

Area do ovério
Densidade das
glandulas vitelinicas
(%)
Normal
Reduzida
Densidade de vitelo
(%)
Normal
Reduzido

Espessura do
tegumento

SCNT5 SCS5 SCA5 HFCNTS HFCS5 HFCAS
245431984 12013+1757 26447+1681 2937711854 14986+2223 57714+35919

99 81 86 99 96 99
01 19 14 01 04 01
99 100 99 100 100 100
01 0 01 0 01 0
3,1+0,1 3,7#0,1 4+0,4 4,8+0,3 3,840,3 3,7+0,2

Legenda: Média * erro padrdo. *: quando comparado com o0 seu respectivo grupo controle. SCNT, ndo tratado
alimentado com dieta padrdo; SCS, tratado com dose Unica de sinvastatina; SCA, tratado com

artesunato

e alimentado com dieta padrdo; HFCNT, ndo tratado alimentado com dieta hiperlipidica;

HFCS, tratado com sinvastatina e alimentado com dieta hiperlipidica; HFCA, tratado com artesunato e
alimentado com dieta hiperlipidica. Unidades de medidas: area (um?), perimetro, espessura e altura

(Hm).

Fonte: A autora, 2015.

Os dados

morfoldgicos obtidos através da microscopia confocal estdo representados

nas figuras 23-25. O tegumento dos machos ndo tratados apresentou aspecto normal com

tubérculos e mus

Pode-se observar

culatura organizada independentemente do tipo de dieta (Figura 23-a, b).

em vermes tratados com cinco doses de sinvastatina do grupo SCS5 que 0

tegumento se apresentava mais fino do que os néo tratados e com regides lisas devido a

presenca de poucos tubérculos (Figura 23-c). Os vermes do grupo HFCAS5 apresentaram

feixes de células
(Figura 23-d). O
efeito redutor nos
(Figura 23-f).

musculares desorganizados e poucos tubérculos achatados no tegumento
tegumento dos vermes submetidos ao artesunato pareceu apresentar maior

tubérculos e na musculatura (Figura 23-¢), principalmente no grupo HFCA5
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Figura 23 — Imagens de microscopia confocal a laser do tegumento de Schistosoma
mansoni machos adultos recuperados de camundongos alimentados com
dieta padréo (a, c, d) ou hiperlipidica (b, d, f)

Legenda: Vermes expostos ao tratamento prolongado com a sinvastatina apresentando tegumento fino com
regides lisas devido a presenca de poucos tubérculos (c), feixes de células musculares
desorganizados, tegumento com poucos tubérculos achatados (d), vermes expostos ao tratamento
prolongado com o artesunato apresentando tegumento fino e poucos tubérculos (e), tegumento
liso, desprovido de tubérculos e feixes musculares desorganizados (f) . Todas as imagens estdo no
aumento de 60x.

Fonte: A autora, 2015.
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O sistema reprodutor masculino do S. mansoni foi analisado e representado na figura
24. Pode-se observar nos vermes ndo tratados o aspecto normal das células dos l6bulos
testiculares com aspecto arredondado e nucleo bem evidente. A vesicula seminal também se
mostrou normal com a presenca de espematozoides. A dieta ndo interferiu neste aspecto
(Figura 24-a, b). A sinvastatina parece ter efeito nas células dos lébulos testiculares, visto que
foram observadas células imaturas e anucleadas. Houve também uma baixa densidade de
espermatozoides na vesicula seminal no grupo SCS5 (Figura 24-c). Ja no grupo HFCS5,
foram observadas as mesmas alteracdes, além de células amorfas (Figura 24-d). O artesunato
também provocou alteracfes no sistema reprodutor masculino. Foram encontradas células
imaturas, amorfas com nucleo granuloso, anucleadas e vesicula seminal com células imaturas

sem formacao de espermatozoides tanto no grupo SCA quanto no grupo HFCA (Figura 24-e,

f).
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Figura 24 — Imagens por microscopio a laser confocal dos lobulos testiculares de
Schistosoma mansoni machos adultos recuperados de camundongos
alimentados com dieta padréo (a, c, €) ou hiperlipidica (b, d, f)

Legenda: (a, b) Vermes ndo tratados apresentando com canal ginecéforo (CG), células com nucleo visivel no
interior dos I6bulos testiculares (LT) e vesicula seminal (VS). Vermes expostos ao tratamento
prolongado com a sinvastatina apresentando células imaturas, anucleadas e espermatozoides na
vesicula seminal (c), presenca de células amorfas e anucleadas (d). Vermes expostos ao tratamento
prolongado com o artesunato apresentando l6bulos testiculares com células imaturas, amorfas com
nlcleo granuloso ou anucleadas e vesicula seminal com pouca densidade de células imaturas, sem
formacdo de espermatozoides (e,f). Todas as imagens estdo em aumento de 60x.

Fonte: A autora, 2015.
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O sistema reprodutor feminino também foi analisado. Fémeas ndo tratadas
apresentaram ovarios normais com células arredondadas com nucleo evidente e presenca de
espermatozoides no receptaculo seminal (Figura 25- a, b). A exposicdo a cinco doses de
sinvastatina provocou alteracdes no formato das células dos ovarios. A maioria dessas células
ndo apresentou ndcleo ou continham ndcleos granulosos no grupo SCS5 (Figura 25-c). O
grupo HFCS5 apresentou ovarios com celulas triangulares (Figura 25-d). As alteracGes
causadas pelo artesunato foram mais intensas, independentemente da dieta. Podem-se

observar alteracdes diversas como: células amorfas, triangulares e/ou anucleadas (Figura 25-e,

).
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Figura 25 — Imagens de microscopia confocal a laser do sistema reprodutivo de fémeas
de Schistosoma mansoni recuperados de camundongos alimentados com
dieta padréo (a, c, €) ou hiperlipidica (b, d, f)

v..‘; LA ‘::
DT o R UPAR
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Legenda: Vermes ndo tratados apresentando ovarios (O) com células arredondadas com nicleo aparente
e presenca de espermatozoides no receptaculo seminal (RS) de camundongos alimentados
com dieta SC (a) ou HFC (b). Vermes expostos ao tratamento prolongado com a sinvastatina
apresentando ovarios com células amorfas, sem ndcleo evidente ou ndcleos granulosos (c) e
ovarios com células triangulares e receptaculo seminal com espermatozoides abundantes (d).
Vermes expostos ao tratamento prolongado com o artesunato com o ovario (O) apresentando
células amorfas, triangulares, alongadas e/ou anucleadas e presenca de receptaculo seminal
com espermatozoides (e, f). (Imagens 60x).

Fonte: A autora, 2015.
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A topografia da superficie do macho S. mansoni [HFCNT (n = 7); SC NT (n =7);
HFCS (n = 16); SCS (n = 7); HFCA (n = 15); e SCA (n = 7)] estudada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) sdo mostradas na Figura 26-31. Os grupos ndo tratados
SCNT5 e HFCNT5 estdo representados, respectivamente nas figuras 26 e 27. Pode-se
observar na regido ventral do tegumento no grupo SCCNT5 muitos espinhos proximo do
canal ginecéforo (Figura 26-a, b). Na regido dorsal havia presenca de tegumento com
quantidade moderada a pouca de espinhos entre os tubérculos de aspecto normal (Figura 26-d,
e). Pode-se observar também tubérculos com espinhos, sulcos e receptores sensoriais visiveis
(Figura 26-¢, f).



Figura 26 — Imagens de microscopia eletronica de varredura de Schistosoma mansoni
recuperados de camundongos alimentados com dieta padrdo
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Legenda: Regido antero-dorsal mostrando tegumento e canal ginecoforo com aspecto normal (a). Imagem
ampliada do tegumento (TG) com presenga de espinhos (E) e tubérculos (Tb) (b). Imagem ampliada
dos tubérculos (Th), espinhos (E) e receptores sensoriais (RS) (c). Regido dorsal mostrando tegumento
(TG) normal (d). Presenca de sulcos (S) no tegumento (e). Tubérculos (Th) com aspecto normal (f).

Fonte: A autora, 2015.
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No grupo HFCCS5 apresentou tegumento com tubérculos com espinhos na regido
dorsal, préximo ao canal ginecoforo (Figura 27-a, b) e também na regido dorsal (Figura 27- c,
d). Foram observados tubérculos com espinhos, receptores sensoriais e sulcos com aspecto

normais (Figura 27-e, f).



Figura 27 — Microscopia eletrénica de varredura do teguemnto do Schistosoma

mansoni adulto coletado de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica sem tratamento

Legenda: Regido dorsal mostrando parte externa do canal ginec6foro (CG) e tegumento (TG) com aspecto

normal (a, b). Regido antero-dorsal com tegumento (TG) normal (c). Tubérculos (Th) com aspecto

normal (d). Imagem ampliada dos tubérculos com espinhos (E) e receptores sensoriais (RS) e
sulcos (S) (e, f).

Fonte: A autora, 2015.
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O grupo SCS5 apresentou danos leves ou moderados no tegumento. Foram observadas
areas de descamacgdo moderada na regido dorsal do verme (Figura 28-a). Imagens com maior
aumento mostram com detalne a descamacdo do tegumento e a exposicdo do tecido
subtegumentar (Figura 28-b). Alguns vermes apresentaram regifes do tegumento com a leve
descamacéo (Figura 28-c). Foram observadas regides tegumentares apresentando leve inchago
e descamacdo tegumentar (Figura 28-e) e, também regides inchadas (Figura 28-d) e

tubérculos com a base descamada (Figura 28-f).
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Figura 28 — Microscopia eletrénica de varredura da regido dorsal do Schistosoma

mansoni adulto coletado de camundongos alimentados com dieta padréo
tratados com ao tratamento prolongado de sinvastatina

Legenda: Tegumento (TGD) com moderada descamacdo (a). Imagem ampliada mostrando descamacéo e
camada subtegumentar (CS) (b). Tegumento com danos devido a leve descamacdo (c). Imagem
ampliada com leve descamacgdo e no tegumento e espinhos danificados no tubérculo (Th) (d).
Regido tegumentar apresentando leve inchaco e descamacao tegumentar (e). Tubérculos com base
descamada (f).

Fonte: A autora, 2015.
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A microscopia eletronica de varredura evidenciou as lesdes tegumentares em S.
mansoni machos do grupo HFCS5. Vérios vermes apresentaram regifes lisas no tegumento
devido a reduzida quantidade de tubérculos e inchaco (Figura 29-a) ou regides com
descamacédo (Figura 29-b). Descamacgfes mais intensas promoveram a exposicao do tecido
subtegumentar (Figura 29-c, d). Observou-se também a presenca de vesiculas e inchagco no

tegumento (Figura 29-¢, f).
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Figura 29 — Microscopia eletrénica de varredura da regido dorsal do Schistosoma
mansoni adulto coletado de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica e alimentado e com tratamento prolongado de sinvastatina

Legenda: Tegumento (TG) apresentado regiGes mais lisas, devido a reduzida quantidade de tubérculos e
inchaco (Tbl) (a). Tegumento com regides de descamacdo (TG D) (b). Tegumento com danos
intenso devido com descamacdo e exposicdo da camada subtegumentar (CS) (c). Imagem
ampliada com descamacéo (d). Regido tegumentar apresentando inchago (Th I) e vesiculas (V)
(e). Imagem ampliada mostrando a presenca de vesiculas no tegumento (f).

Fonte: A autora, 2015.
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Danos tegumentares foram observados nos vermes o grupo SCA5. Alguns vermes
apresentavam leve descamacao na base dos tubérculos e presenca de vesiculas (Figura 30-a, b,
c). Esse grupo também mostrou tubérculos de tamanho reduzido devido ao inchaco no
tegumento (Figura 30-d, e), além de descamacdo com exposicdo do tecido subtegumentar

(Figura 30- e, f).



Figura 30 — Microscopia eletrénica de varredura da regido dorsal do Schistosoma
mansoni adulto coletado de camundongos alimentados com dieta padréo
tratados com tratamento prolongado de artesunato
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Legenda: Base dos tubérculos (TbD) com descamacdo leve e presenca de vesiculas (V) (a). Imagem ampliada
das vesiculas tegumentares (b). Tegumento inchado (TI) com tubérculos (Th) de tamanho reduzido
(c). Tegumento (TGD) presenca de leve descamacgdo e inchaco (d). Exposicdo da camada sub
tegumentar devido a descamacéo (e). Tubérculo lesionado (Tb) ().

Fonte: A autora, 2015.
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As lesdes nos vermes do grupo HFCA forma de moderadas a intensas. Muitos vermes
apresentaram regifes do tegumento lisas, devido a auséncia de tubérculos (Figura 31-a, b).
Observaram-se também regides de intensa contracdo no tegumento (Figura 31-c). Todos 0s
vermes apresentaram regides de descamacéo leve a intensa com destruicdo do tegumento ou
de tubérculos (Figura 31-d, f). Foram observados pontos com pequenas cavidades devido a
um processo erosivo do tegumento (Figura 31-e).
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Figura 31 — Microscopia eletrénica de varredura da regido dorsal do Schistosoma
mansoni adulto coletado de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica tratamento prolongado de artesunato
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Legenda: Tegumento com grandes areas lisas (TL) e leve descamacdo (TGD) (a). Tegumento com uma face
praticamente sem tubérculos (TGL) e outra com tubérculos normais (TB) (b). Verme com o corpo
contraido e leve descamacdo (TGD) e erosdo (E) no tegumento (c). Descamacgdo do tegumento
(TGD) (d). Detalhe da area apresentada em ¢ mostrando as areas de erosdo (E) no tegumento (e).
Tubérculo descamado e micro vesiculas no tegumento (f).

Fonte: A autora, 2015.
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5 DISCUSSAO

A razdo da grande longevidade dos vermes adultos de S. mansoni nos vasos
sanguineos do hospedeiro ainda ndo estd completamente esclarecida (KUSEL et al., 2007).
Foi demonstrado que vermes adultos mantidos in vitro (RUMJANEK & SIMPSON, 1980)
absorvem colesterol e que esse horménio € necessdrio ndo sO para a manutencdo do
tegumento, a producdo de ovos e para a sinalizacdo célula a célula (FURLONG &
CAULFIELD, 1991). Mais recentemente, foi confirmada a importancia dos lipideos para o0s
mecanismos de evasdo da resposta imune do hospedeiro (VAN HELLEMOND et al., 2006;
TALLIMA et al., 2007).

Ha cerca de uma década estudos realizados pelo nosso grupo também vém buscando a
elucidacdo do papel do colesterol na esquistossomose experimental no modelo murino. O
desenvolvimento de um modelo experimental, sem deplegéo génica, foi o ponto inicial para a
experiéncia do nosso grupo no estudo das comorbidades: esquistossomose e desordem
metabolica induzida por dieta hiperlipidica (NEVES et al., 2006a). Posteriormente, estudos
realizados em animais infectados permitiram evidenciar que o colesterol influi positivamente
ou negativamente nas caracteristicas morfol6gicas do S. mansoni € no curso da infeccdo no
hospedeiro. Na fase aguda e, principalmente, na fase cronica ha alteracGes favoraveis ao
parasito, tanto no desenvolvimento do sistema reprodutor quanto no aumento na producao de
ovos (NEVES et al., 2007a,b; ALENCAR et al., 2009, PEREIRA et al., 2011).

A andlise de fluidos biolégicos em distintos compartimentos de camundongos
esquistossomoticos revela a presenca de metabolitos, que sdo biomarcadores da relacdo
parasito-hospedeiro (LI et al., 2011). O mesmo pode ser evidenciado em animais alimentados
com uma dieta hiperlipidica, onde a reducdo do colesterol sérico coincide com o inicio da
producéo dos ovos (DOENHOFF et al., 2002). STANLEY e colaboradores (2009) mostraram
que a reducdo dos niveis do colesterol total esta relacionada com a inducdo de produtos
secretados pelos ovos dos parasitos incorporados nos tecidos. Essa reducdo, provavelmente, é
independente da resposta imune do hospedeiro.

Em animais com niveis normais de colesterol, o exacerbo na infeccdo é devido a
intensa resposta imunologica aos ovos presentes nos tecidos do hospedeiro (SOUZA et al.,
2008), com consequente maior presenca de granulomas e danos estruturais no figado,
intestino, baco e coracdo (NEVES et al., 2006, 2007a,b; ALENCAR et al., 2012; SILVA et
al., 2012; GOES et al., 2012).
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Embora numerosos artigos tenham avaliado a resposta terapéutica a
esquistossomicidas em modelos experimentais (PEREIRA et al., 1995; ARAUJO et al., 2008;
El BIALY et al., 2013; RAWI et al., 2014), entretanto, ndo se sabe qual o efeito de drogas na
infeccdo de animais esquistossomaticos com concomitante dislipidemia. Para tal, foram
estudados os aspectos parasitologicos da infeccdo e caracteristicas dos vermes adultos
(morfometria e morfologia), apdés o tratamento de camundongos dislipidémicos com
sinvastatina ou artesunato. Esses dados foram comparados com camundongos alimentados
com uma dieta padréo.

Neste trabalho, os animais esquistossomoticos apresentaram maior nivel de colesterol
total do que o grupo controle, independentemente do tipo de tratamento. Esse dado corrobora
observacdes anteriores do nosso grupo (NEVES et al., 2007b, ALENCAR et al., 2009). Além
disso, os niveis de colesterol mais elevados podem ser propostos como biomarcadores da
relacdo parasito-hospedeiro em animais dislipidémicos (LI et al., 2011).

O tratamento medicamentoso é indicado para o controle da dislipidemia experimental
(JI et al., 2011). O mecanismo de acdo das estatinas envolve uma inibicdo da reductase da
HMG-CoA, fundamental para a sintese de mevalonato. Desta acdo resulta fundamentalmente
uma diminuicdo da sintese enddgena de colesterol. A consequente reducdo dos niveis
plasmaticos do colesterol total, com simultdnea diminuicdo dos niveis de LDL, ¢é
concomitante com uma menor disponibilidade de colesterol para incorporagdo celular, com
alteracdo funcional de varios tipos de células (SOUZA, 2011). O principal alvo de acdo das
estatinas ¢ o figado, onde sofre biotransformacdo, com ampla varia¢do tanto no seu sitio
metabolico, como a formacao de metabdlitos ativos até sua eliminacéo pela bile (FONSECA,
2006).

A sinvastatina € um derivado sintético de um produto de fermentacdo do fungo
Aspergillus terreus. Esse farmaco, que é uma lactona inativa, ap6s a sua ingestdo é
hidrolisado ao b-hidroxiacido correspondente. Estudos clinicos mostram que sinvastatina €
altamente eficaz para reduzir as concentracbes plasmaticas do colesterol total, LDL-
colesterol, triglicérides e VLDL-colesterol (CAMPOS & CARVALHO, 2007).

A sinvastatina produziu reducdo no colesterol plasmatico, nos grupos da dieta
hiperlipidica e no controle. Os niveis de colesterol foram similares em animais que receberam
diferentes doses de sinvastatina, embora a reducdo comparada com o ndo tratado tenha sido
menor nos animais que receberam a dose Unica. Uma hipGtese para explicar esse fato é que
poderia haver maior disponibilidade da sinvastatina no tratamento prolongado e com a

continuidade da terapia, a sua acdo poderia se manter com acentuada resposta ainda em duas
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semanas. A eutanasia dos animais foi realizada exatamente apds duas semanas do tratamento
com dosagens distintas de tratamento. Outra possibilidade é que a sua eficacia é afetada em
doencas hepaticas cronicas (VERBEECK, 2008). O uso dos farmacos em maiores dosagens
poderia atenuar esse efeito.

Embora efeitos adversos por conta do uso de estatinas sejam documentados
(GOLOMB & EVANS, 2008), os seus efeitos pleiotropicos trazem evidentes consequéncias
benéficas (RUTISHAUSER, 2011). A partir da década de 80 comegaram investigacdes sobre
os efeitos anti-helminticos do mevinolin, também um inibidor da sintese de colesterol. Tal
droga promove a eliminagdo de S. mansoni adultos e também alteragcdes na postura dos ovos
(VANDERWAA & BENNETT, 1987; CHEN et al., 1990). Este conhecimento estimulou a
pesquisa de outras drogas redutoras de colesterol, isoladas ou em associa¢do, com drogas anti-
helminticas sobre a infec¢do esquistossomotica. No Brasil, a acdo da lovastatina foi avaliada
na esquistossomose experimental em camundongos alimentados com uma dieta padréo.
Foram observadas alterac6es no oograma e na morfologia dos vermes (ARAUJO et al., 2002).

Na esquistossomose experimental, a avaliacdo do efeito medicamentoso é baseada em
pardmetros parasitologicos (LAMBERTUCCI et al., 1980; PEREIRA et al., 1995; ARAUJO
et al., 2002, 2008; COSTA-SILVA et al., 2012; MORAES et al., 2012;VIMIEIRO et al.,
2013). Nesse estudo, foi observada a acdo da sinvastatina na taxa de reducdo da carga
parasitaria de vermes adultos, na quantidade de ovos eliminados pelas fezes e naqueles
presentes no intestino. Nos animais tratados com dose Unica, a reducdo da carga foi maior nos
animais dislipidémicos (-54%) do que os controles (-43%).

Comparando a recuperagdo de vermes de acordo com a dieta foi observada maior
recuperacdo nos animais alimentados com a dieta hiperlipidica do que os controles. Estudos
prévios em nosso laboratério mostraram 0 mesmo fendmeno em animais na fase aguda da
infeccdo e ndo tratados (NEVES et al., 2007a). Analisando a distribuicdo desses vermes,
verificamos que a sinvastatina, independente da dieta, promoveu menor deslocamento do que
o0 artesunato. Tal resultado ndo surpreende porque é conhecido que esse farmaco promove 0
deslocamento dos vermes (ARAUJO et al., 1991), embora n&o haja nenhuma informag&o no
seu mecanismo de acdo, até entdo conhecido, que explique essa acéo.

Ao analisar a taxa de recuperacdo de vermes nos animais que receberam as cinco
doses, ndo houve diferencas entre as dietas, embora tenha ficado claro que os animais tratados
apresentavam cerca de 50% da carga dos ndo tratados. Na comparacdo entre dose Unica e
tratamento prolongado, ndo houve diferenca no tipo de dieta utilizada. Poderia ser esperado

que uma estatina com atividade anti-esquistossoma, aplicada no tratamento prolongado,
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promovesse maior reducdo da carga parasitaria do que a de dose Unica. Isso foi confirmado
nos animais submetidos & dieta normal, & semelhanca dos achados de ARAUJO et al. (2002).
Com o uso de dosagem multipla verificamos uma menor recuperacdo do que os descritos por
esses autores. Tal diferenca pode ser explicada pelo maior efeito produzido pela sinvastatina
(ROJO-ARREOLA et al., 2014) do que a lovastatina (ARAUJO et al., 2002).

O deslocamento de vermes do mesentério para o figado também é uma varidvel para
analisar o efeito de drogas esquistossomicidas. Como outros estudos com animais mantidos
em dieta normal e ndo tratados, menos vermes estavam localizados no sistema porta (MATI &
MELO, 2012). A distribuicdo dos vermes para o sistema porta foi pouco alterada no grupo
tratado com estatina em dose Unica, reproduzindo o estudo com lovastatina (ARAUJO et al.,
2002).

Como consequéncia a observacdo de que houve reducdo da carga parasitaria com
sinvastatina, ainda que parcial, a proxima etapa foi avaliar se 0s vermes sobreviventes
apresentavam alguma alteragdo morfologica. Poucos trabalhos mostram os efeitos das
estatinas sobre a morfologia dos vermes por meio de microscopia de luz. Sabe-se que a
lovastina promove alteracfes degenerativas no aparelho reprodutor das fémeas, maior
percentual de auséncia de ovos nos ovarios, reducdo e alteracdo dos foliculos vitelinicos e do
ovario, enquanto os machos apresentam modificacbes nos testiculos, tegumento com
parénquima edemaciado e tubérculos com distribuicdo irregular (ARAUJO et al., 2002).
Recentemente, alteracdes similares foram detectadas em espécimes tratados com edelfosine,
que € um éter fosfolipidio sintético (YEPES et al., 2014).

Os espécimes dos grupos alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com
sinvastatina apresentaram alteracGes no tegumento como reducdo na espessura, na altura e
densidade dos tubérculos independente da dosagem. A microscopia de luz nos deu algumas
informacBes que corroboram com esses trabalhos, enquanto a microscopia confocal permitiu
maior esclarecimento dessas alteraces.

As alteracdes do tegumento dos animais submetidos a sinvastatina foram mais
evidentes quando examinados a microscopia confocal. Os vermes analisados apresentaram
reducdo na quantidade e tamanho dos tubérculos, feixes musculares desorganizados com
diminuicdo no espessamento do tegumento. A diferenca entre as dosagens ndo pareceu
influenciar tanto nesse aspecto, ndo obstante nos grupo com dieta hiperlipidica essas
alteracOes terem sido mais intensas. A sinvastatina parece ter efeito nas células dos I6bulos
testiculares, visto que foram observadas células imaturas e anucleadas. Houve também uma

baixa densidade de espermatozoides na vesicula seminal nos grupos que receberam a dieta
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padrdo (SCS e SCS5). J& no grupo alimentado com a dieta hiperlipidica (HFCS e HFCS5),
foram observadas as mesmas alteragdes, além de células amorfas.

A exposicao a sinvastatina provocou alteracbes no formato das células dos ovarios,
mas houve poucas diferengas entre as dosagens. A maioria dessas células nao apresentou
nacleo ou continham nucleos granulosos nos grupos tratados com dieta padrdo. Os efeitos
foram mais intensos sobre os grupos tratados com dieta hiperlipidica, onde se encontrou
ovarios com células triangulares.

Embora a analise por microscopia eletronica de varredura seja comum na avaliacdo do
efeito de farmacos na esquistossomose causada por S. mansoni (LIMA et al., 2011; BERTAO
et al., 2012), até o presente momento, apenas um trabalho investigou as alteracdes causadas
por uma estatina (atorvastatina). SOLIMAN & IBRAHIM (2005) observaram lesdes
moderadas a intensas no tegumento dos vermes adultos de S. haematobium machos: eroséo e
esfoliacdo, com exposicdo do tecido subtegumentar, perda de espinhos nos tubérculos e
rachaduras profundas. Aplicando a mesma metodologia, verificamos que os helmintos
machos coletados de animais tratados com sinvastatina e alimentados com a dieta
hiperlipidica, apresentavam lesdes semelhantes, mas com maior intensidade e presenca de
vesiculas. Nesse caso, as lesdes pareciam mais intensas no grupo com tratamento prolongado
(HFCS5), sugerindo que o efeito depende do esquema terapéutico utilizado.

Em situagdo oposta ao efeito anti-helmintico da estatina, o excesso de mevalonato
pode prevenir a morte do parasito (CHEN et al., 1990). Os resultados dos experimentos in
vitro mostraram a eficiéncia da sinvastatina causando degeneracao, inducdo a apoptose dos
esquistossomulos e dos vermes adultos, sendo mais letal que as demais estatinas testadas
(ROJO-ARREOLA et al., 2014). Foi provado que o gene SmMHMGR ¢ o alvo relevante para a
atividade de estatinas esquistossomicidas e confirmado que a morte dos vermes é impedida
por excesso de mevalonato. Esses dados genéticos demonstram que S. mansoni HMGR é um
gene essencial e o alvo relevante de estatinas que podem formar a base para o
desenvolvimento de uma nova terapia esquistossomicida medicamentosa.

O desenvolvimento de novos farmacos ou associacdo entre drogas com atividade na
esquistossomose mansoni € justificado porque o Unico produto disponivel é o praziquantel
(CIOLI, 1998, 2000; WANG et al., 2012). A sua aplicacdo objetiva a reducdo da morbidade e
a transmissdo em dareas endémicas (KATZ et al.,, 1979), com base na eliminacdo ou
diminuicdo da carga parasitaria, o que significa menor eliminacdo de ovos para o ambiente
(NDJONKA et al., 2013).

Extratos oleosos de vegetais constituem os primeiros produtos anti-helminticos
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produzidos na tradicional medicina chinesa (NDJONKA et al., 2013). Assim como ocorrido
na década de 60 na producdo de novos farmacos contra a malaria, um grupo de cientistas
chineses demonstrou a atividade esquistossomicida da artemisina e de seus derivados
(arteméter e artesunato), na infeccdo experimental com S. japonicum (LE et al., 1982). Desde
entdo, numerosos estudos ampliaram o conhecimento sobre a sua atividade esquistossomicida,
incluindo espécies que ocorrem em outros continentes (LI et al., 1994, 1996; ADJUIKM et
al., 2004; LI et al., 2005; DUFFY & MUTABINGWA, 2006; DOUGLAS et al., 2010; GIHA,
2010; HUA et al., 2010; KEISER & UTZINGER, 2012; LIU et al., 2011, 2012a; PEREZ
DEL VILLAR etal., 2012; ZHANG et al., 2014).

Embora a relacdo entre lipidios e artesunato ndo esteja totalmente elucidada, alguns
pesquisadores vem investigando essa interacdo. Ratos albinos (Rattus norvegicus) tratados
com artesunato com duas doses diarias por trés dias apresentaram reducdo dos niveis de
colesterol total e HDL (ADEBAYO et al., 2011). Sabe-se que ha um efeito hipolipidémico do
artesunato em coelhos dislipidémicos alimentados com dieta hiperlipidica (WANG et al.,
2013) e sugere-se que haja uma correlacdo confiavel entre as estruturas de endoperdxidos no
mecanismo antimalarico, e sua contribuicdo para a decomposicdo de fosfolipidios insaturados.
Esta informag&o apresenta grande valor no desenvolvimento de novas drogas (KUMURA et
al., 2009).

Algumas pesquisas mostram que a a¢do dos derivados da artemisina tem ag&o similar
sobre o género Schistosoma. Conforme tem sido evidenciado, os estudos com artesunato e
seus derivados produzem reducdo da carga parasitaria e modificacGes na organizacao geral de
formas jovens ou adultas de espécies de Schistosoma. O esquema terapéutico e a via de
administracdo utilizada séo fatores que interferem na avaliagdo da acdo do medicamento
(XIAO et al., 1998c; SHAOHONG et al., 2006).

No presente estudo, a maior eficacia do artesunato ocorreu nos animais dos grupos
pertencentes a dieta hiperlipidica com tratamento prolongado. De uma forma geral, as
alteracdes relacionadas com a dislipidemia e o artesunato foram encontradas, principalmente,
em relacdo a reducdo da carga parasitaria. Essa observacdo corrobora os experimentos
realizados com arteméter, onde houve reducdo da carga parasitaria em S. mansoni e S.
japonicum (XIAO et al., 1989; 1995), devido ao esquema terapéutico e a administragdo por
via gastrica comparada com a via intramuscular (XIAO et al., 1998c). O arteméter aplicado
durante sete dias consecutivos em diferentes concentragdes promoveu a redugéo da carga
parasitaria em 53-61% (UTIZINGER et al., 2001b), confirmando que esse farmaco tem maior
efeito em formas jovens do que em adultos (SHUHUA et al., 2002; LIU et al., 2014).
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Camundongos infectados com uma cepa do Egito do S. mansoni e tratados por via oral
mostram que o tratamento aplicado na fase pré-postural (formas jovens, 21 dias) ou postural
(49 dias) causa nitida diferenca eficacia de reducdo da carga, 91,52% e 55,17%
respectivamente (EL-BESHBISHI et al., 2013). Os estudos com dihidroartemisina (um
derivado da Arthemisia annua) provaram maior eficacia (maior taxa de reducdo da carga
parasitaria e da oviposicao) contra o S. mansoni, quando administrada em inimeras dosagens
do que em dose Unica (LI et al., 2012).

No presente trabalho, a baixa reducdo encontrada nos animais alimentados com dieta
padrdo, pode ser explicada pela diferenga de suscetibilidade entre as formas evolutivas. As
formas jovens (esquistossdmulos) sdo mais susceptiveis as drogas que as formas adultas (EL-
BESHBISHI et al., 2013). Por outro lado, a eficacia ficou aqguém (18%) em comparagdo com
o percentual de reducdo (entre 40,7% e 59,7%) de uma cepa do Egito (ABDUL-GHANI et al.,
2011). A auséncia de dados mais concretos da literatura sobre o tema permite formular
hipoteses: 1. O ambiente com mais lipidio aumenta a biodisponibilidade do arteméter, o que
poderia ter como consequéncia a maior incorporacdo de colesterol no tegumento do verme
adulto, conforme recentemente demonstrado (PEREIRA et al., 2011). Alguns estudos com o
antimalarico lumefantrine que € prescrito associado com arteméter mostram que a gordura
aumenta a biodisponibilidade do lumefantrine para populacbes africanas (PREMJI et al.,
2008). 2. O arteméter pode atuar como protetor hepatico na infeccdo esquistossomética, o que
poderia prevenir mudancas nos citocromos P450 relacionados com a metabolizacdo de drogas
no figado (EL-LAKKANY et al., 2004).

A localizacdo dos vermes ap0s a exposicdo ndo evidenciou que doses multiplas de
artesunato causassem importante deslocamento dos vermes dos vasos mesentéricos para o
sistema porta, nos animais com dieta normal (valor abaixo de 40%). Estudo de outro grupo,
com a mesma dosagem, entretanto com intervalo menor (sete dias) para a observacdo da
localizacdo dos vermes, mostrou maior concentragdo no mesentério (ARAUJO et al., 1999).
Entretanto, ao que parece, deve existir uma relacdo entre a dieta hiperlipidica e o artesunato,
visto que o padréo de distribuicdo foi inverso ao do controle.

Desde longa data € conhecido que os helmintos adultos, acasalados, migram para 0s
vasos mesentéricos para realizar a oviposi¢cdo. No presente estudo, observamos menor
contagem de ovos no intestino dos animais tratados, o0 que sugere menor producdo de ovos
relacionada a reducdo parasitaria ou algum efeito na capacidade reprodutiva dos vermes.
Desde os anos 60 foi proposto avaliar o desenvolvimento dos ovos localizados na parede

intestinal, apds o tratamento com esquistossomicida (PELLEGRINO et al., 1962). Entretanto,
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os dados obtidos no presente estudo ndo permitem uma avaliagdo da aplicagcdo do oograma
para avaliacdo do efeito de drogas.

Face as indicacOes de que o artesunato provocara diminuicdo da carga parasitaria, o
préximo passo foi ver se esse fato também estava acompanhado de alteragdes morfologicas.
Nos camundongos tratados (arteméter) com sete semanas de infeccdo, os vermes fémeas
apresentavam visiveis alteracfes morfologicas, incluindo degeneracdo severa nas glandulas
vitelinicas, atrofia do ovario, extensdo, distor¢cédo e despigmentacédo do intestino (SHUHUA &
CATTO, 1989). Em animais tratados com artesunato em diferentes dosagens foi verificada
também alteracdo no sistema reprodutor feminino com diminuicdo do volume ovariano,
reducéo e rarefacdo dos foliculos vitelinicos com alteracdes celulares (ARAUJO et al., 1999).
Pela analise morfoldgica e morfométrica, ndo foram observadas alteracdes significativas em
relacdo as glandulas vitelinicas, area do ovario, densidade de vitelos e espessura do tegumento
nas fémeas tratadas, independente das dietas e das dosagens. Embora ndo tenha havido
diferenca significativa, os animais alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram maior
densidade de glandula vitelinica e vitelo do que os controles, confirmando estudos prévios do
grupo (NEVES et al., 2007a).

Assim como os dados analisados para sinvastatina, a microscopia confocal permitiu
detalhar algumas caracteristicas do sistema reprodutor e do tegumento. Assim, a associacao
da dieta hiperlipidica e aumento da dosagem da droga causaram alteragdes na morfologia das
células ovarianas, que ndo haviam sido detectadas pela microscopia de campo claro. A acao
contra o esquistossoma do artesunato em células ovarianas, ainda nao havia sido descrito na
literatura. Essa alteracdo pode explicar a reducdo a metade na contagem de ovos no intestino.

A observacdo dos dados morfométricos dos machos permitiu verificar um namero um
pouco maior de caracteres diferenciais (area e perimetro dos Iébulos testiculares, area da
vesicula seminal, densidade e altura dos tubérculos), entre os animais tratados e nao tratados.
Em alguns casos (reducdo da densidade das células testiculares, perimetro dos I6bulos e
reducdo da densidade de tubérculos), mais acentuado no grupo dislipidémico, tratado com
dose Unica. Entretanto, nesse grupo com o tratamento prolongado, apenas foram verificadas
diferengas na densidade e altura dos tubérculos.

Por microscopia confocal verificamos que os vermes machos tratados com dose Unica
de artesunato apresentavam tubérculos tegumentares achatados, tegumento fino e poucos
tubérculos ou tegumento liso desprovido de tubérculos. Do nosso conhecimento, o efeito da
artemisina sobre o tegumento dos vermes ainda ndo foi examinado por microscopia confocal.

Entretanto, essa técnica tem sido aplicada para descricdo das alteragdes tegumentares de
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vermes adultos tratados com Tanacetum vulgare (catinga-de-mulata) (GODINHO et al.,
2014). As ceélulas dos lobos testiculares apresentavam aspecto atipico, isto € células imaturas
ou sem formato definido e, vesiculas com pouca densidade de espermatozoides. A aplicacédo
de microscopia confocal no sistema reprodutor de S.mansoni submetido a drogas foi realizado
apenas em fémeas (ARAUJO et al., 1999) e, portanto, as nossas observacdes sio inéditas.

N&o ha dados na literatura sobre 0 emprego da microscopia eletrénica de varredura,
para o0 estudo das caracteristicas dos vermes adultos provenientes de animais dislipidémicos.
Mesmo que a dieta hiperlipidica estimule a maior atividade do sistema reprodutor (masculino
e feminino) (NEVES et al., 2007a), os dados desse estudo ndo sugerem o mesmo efeito no
tegumento dos vermes de cada dieta. A topografia da superficie do verme macho apresentava
na regido ventral do tegumento, espinhos proximos do canal ginecéforo, enquanto na regido
dorsal havia presenca de tegumento com quantidade moderada a pouca de espinhos entre 0s
tubérculos de aspecto normal, tubérculos com espinhos, sulcos e receptores sensoriais
visiveis. Tais estruturas foram comuns nos espécimes coletados de ambas as dietas. Inimeros
trabalhos mostram os efeitos do arteméter e do artesunato por meio da microscopia eletrénica
de varredura sobre o Schistosoma. Em geral, sdo descritas alteracbes no tegumento como
descamacdo, erosao, vesiculas, reducdo dos tubérculos e espinhos e, aderéncia de células do
hospedeiro (XIAO et al., 1996, 2000a, IRAUNGKOORSKUL et al., 2006; SHAOHONG et
al., 2006; ABDEEN et al., 2011). Estudos in vitro com adultos de S. japonicum, S. mansoni e
S. haematobium incubados com arteméter e heme mostraram reducdo na atividade motora,
seguida de aumento de vesiculas no tegumento e morte em 24-72 horas (XIAO et al., 2001a).
Nesse estudo, os vermes provenientes dos camundongos hiperlipidicos e tratados com cinco
doses de artesunato, apresentaram o tegumento com grandes areas lisas, leve descamacéo,
tegumento com uma face praticamente sem tubérculos, contracdo do corpo do espécime,
erosdo e micro vesiculas no tegumento. Tais modificacdes sdo semelhantes as descritas na
acdo do gengibre (Zingiber officinale) (MOSTAFA et al., 2011). E importante destacar que
essas alteragdes no tegumento podem explicar a maior redugdo da carga parasitaria nesse
grupo.

Embora o comprimento do espécime ndo tenha sido objeto desse estudo, por
microscopia eletrénica verificamos contracdo no corpo dos espécimes. E possivel que essa
distorcao do tegumento esteja relacionada com a atuagédo do artesunato na desorganizacao dos
feixes musculares, evidenciada pela microscopia confocal, nos animais submetidos,
principalmente, a doses multiplas e com dieta hiperlipidica. Por outro lado, ndo foi objeto do

estudo analisar as caracteristicas das ventosas, ainda que se tenham dados mostrando ser este
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6rgdo um alvo para drogas que tenham acdo sobre S. mansoni, como o praziquantel (SILVA
& NOEL, 1990) e arteméter (XIAO et al., 2000). O deslocamento dos vermes dos vasos
mesentéricos para o sistema porta deve estar relacionado com a acao dos farmacos afetando a

adesdo das suas ventosas aos vasos do hospedeiro.
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CONCLUSOES

A sinvastatina administrada em camundongos dislipidémicos e esquistossomoticos
promove reducgdo na concentracdo de colesterol plasmatico.

O tratamento com sinvastatina em cinco doses reduziu a recuperacdo dos vermes
independentemente da dieta administrada.

A taxa de reducdo da carga parasitaria foi influenciada positivamente com o
tratamento com a sinvastatina nos animais do grupo da dieta hiperlipidica.

Os grupos alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com sinvastatina
apresentaram alteracGes no sistema reprodutor de machos e fémeas, independentemente da
dose aplicada.

O tratamento com sinvastatina em cinco doses promoveu lesdes mais intensas
presentes no tegumento dos vermes machos adultos do grupo alimentado com dieta
hiperlipidica.

O artesunato administrado em cinco doses promoveu intensa reducdo na média da
recuperacdo dos vermes e elevacdo na taxa de reducdo parasitaria no grupo dislipidémico.

O sistema reprodutor dos vermes machos e fémeas apresentaram alteragdes “dose-
dependente” quando recuperados de camundongos dislipidémicos.

Vermes recuperados de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica

apresentaram lesdes mais intensas quando tratados com cinco doses de artesunato.
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