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RESUMO

SANCHES, Magda de Oliveira. Avaliacao dos efeitos do praziquantel sobre o Schistosoma
mansoni adulto recuperado de camundongos com desnutrigcdo proteica. 2024. 70 f. Tese
(Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A desnutricdo proteica e a esquistossomose afetam milhdes de pessoas, sendo um
desafio a saude publica. O praziquantel é a principal terapia para controlar a esquistossomose.
Para avaliar os possiveis efeitos da dieta hipoproteica e do praziquantel em Schistosoma
mansoni adulto, camundongos Swiss Webster machos (21 dias de idade), alimentados com dieta
hipoproteica (8% proteina) ou dieta padréo (22% proteina), na quarta semana de dieta, foram
infectados com ~100 cercarias (cepa BH). Na oitava semana de infec¢do (12 semanas de dieta),
foi feito o tratamento com praziquantel (100 mg/kg, dose Unica), ficando os grupos divididos
em: infectado e dieta padrdo (IDP); infectado, tratado e dieta padrdo (ITDP); infectado e dieta
hipoproteica (IDH) e; infectado, tratado dieta hipoproteica (ITDH). Uma semana apds o
tratamento, os animais foram eutanasiados e os helmintos e intestino delgado coletados. A
morfologia e morfometria do sistema reprodutor de helmintos adultos e do tegumento dos
machos foram examinadas usando microscopia de campo claro, confocal e eletrénica de
varredura. Os estagios de maturacdo dos ovos foram avaliados através do oograma intestinal
qualitativo. O resultado do oograma mostrou alteracdo no perfil de maturacdo dos ovos, onde
0s grupos tratados com praziquantel (ITDP e ITDH) apresentaram menos ovos maduros e mais
ovos mortos em relacdo aos nao tratados (IDP e IDH). Em relacdo a dieta, o grupo hipoproteico
(ITDH) apresentou mais ovos mortos comparado ao normoprotéico (ITDP). Nos helmintos, os
grupos tratados (ITDP e ITDH) mostraram reducdo no nimero de machos, fémeas e no total de
espécimes, em relacdo aos ndo tratados (IDP e IDH). Na morfologia e morfometria foi
observado nos machos menor percentual de células germinativas nos grupos ITDP e IDH em
relacdo a IDP, e ITDH comparado ao IDH. J& o grupo ITDH apresentou aumento em relagéo ao
ITDP. Houve reducdo na altura dos tubérculos tanto do grupo ITDP quanto IDH em relacdo ao
IDP, e diminuicdo da largura no grupo IDH quando comparado ao grupo IDP; nas fémeas, as
glandulas vitelinicas mostraram percentual de vitelo maior nos grupos ITDP e IDH em relagédo
a IDP. A espermateca tanto do grupo ITDP quanto do grupo IDH mostrou reducdo na
porcentagem de espermatozoides em seu interior em relacdo ao grupo IDP. A andlise confocal
do sistema reprodutor dos helmintos apresentou espacos vazios, devido a menor quantidade de
espermatozoides (ITDP, IDH e ITDH) e presenca de células germinativas imaturas tanto na
vesicula seminal (IDH e ITDH) como nos lobos testiculares (ITDP), bem como espagos vazios
no interior dos lobos testiculares (IDH e ITDH). Ainda, nos grupos IDH e ITDH houve
alteracdes morfoldgicas tanto nos lobos testiculares quanto nas células germinativas em seu
interior, em machos. Ja em fémeas, nos grupos ITDP, IDH e ITDH houve escassez de células
e presenca de células imaturas nas glandulas vitelinicas e odcitos dispostos de modo
desorganizado no interior do ovario, mostrando escassez, além de presenga de muitas células
imaturas. A microscopia de varredura do tegumento dos machos mostrou perda dos sulcos
intertuberculares, contragdo e severa descamacdo do tegumento, e lesdo erosiva nos tubérculos,
com perda de espinhos em ambos os grupos tratados. O stress imposto ao parasito, seja pela
baixa de proteinas ou pela acdo do praziquantel, resultou em significativas mudancas
morfologicas, sendo que a dieta hipoproteica ndo foi capaz de comprometer a atuacdo do
farmaco.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; desnutrigdo proteica; tratamento; praziquantel.



ABSTRACT

SANCHES, Magda de Oliveira. Evaluation of the praziquantel effects on adult Schistosoma
mansoni recovered from mice with protein malnutrition. 2024. 70 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Medicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2024.

Protein malnutrition and schistosomiasis affect millions of people, representing a
public health challenge. Praziquantel is the main therapy to control schistosomiasis. To
evaluate the possible effects of a low-protein diet and praziquantel on adult Schistosoma
mansoni, male Swiss Webster mice (21 days old), fed a low-protein diet (8% protein) or
standard diet (22% protein), were infected with approximately 100 cercariae (BH strain) in the
fourth week of the diet. In the eighth week of infection (12 weeks of diet), treatment with
praziquantel (100 mg/kg, single dose) was administered, dividing the groups as follows:
infected and standard diet (IDP); infected, treated, and standard diet (ITDP); infected and low-
protein diet (IDH); infected, treated and low-protein diet (ITDH). One week after treatment, the
animals were euthanized, and the helminths and small intestines were collected. The
morphology and morphometry of the reproductive system of adult helminths and the tegument
of males were examined using bright-field, confocal, and scanning electron microscopy. The
stages of egg maturation were assessed through qualitative intestinal oogram. The oogram
results showed an alteration in the egg maturation profile, where the praziquantel-treated groups
(ITDP and ITDH) exhibited fewer mature eggs and more dead eggs compared to the untreated
groups (IDP and IDH). Concerning the diet, the low-protein group (ITDH) presented more dead
eggs compared to the normoproteic group (ITDP). In helminths, the treated groups (ITDP and
ITDH) showed a reduction in the number of males, females, and the total number of specimens
compared to the untreated groups (IDP and IDH). In the morphology and morphometry of
males, a lower percentage of germ cells was observed in the ITDP and IDH groups compared
to IDP, and ITDH compared to IDH. The ITDH group also showed an increase compared to
ITDP. There was a reduction in the height of tubercles in both ITDP and IDH groups compared
to IDP, and a decrease in width in the IDH group compared to IDP. In females, the vitelline
glands showed a higher percentage of yolk in the ITDP and IDH groups compared to IDP. The
seminal receptacle of both ITDP and IDH groups showed a reduction in the percentage of
spermatozoa inside compared to IDP. Confocal analysis of the reproductive system of helminths
revealed empty spaces due to the lower quantity of spermatozoa (ITDP, IDH, and ITDH) and
the presence of immature germ cells in both the seminal vesicle (IDH and ITDH) and the
testicular lobes (ITDP), as well as empty spaces inside the testicular lobes (IDH and ITDH). In
the IDH and ITDH groups, there were morphological alterations in both the testicular lobes and
the germ cells inside, in males. In females, the ITDP, IDH, and ITDH groups showed a scarcity
of cells and the presence of immature cells in the vitelline glands and oocytes arranged
disorganized within the ovary, showing scarcity and many immature cells. Scanning electron
microscopy of the tegument in males showed loss of intertubercular grooves, contraction, and
severe desquamation of the tegument, and erosive lesions on the tubercles, with spine loss in
both treated groups. The stress imposed on the parasite, whether due to low protein or the action
of praziquantel, resulted in significant morphological changes, with the low-protein diet not
compromising the drug’s effectiveness.

Keywords: Schistosoma mansoni; protein malnutrition; treatment; praziquantel.
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INTRODUCAO

Caracteristicas epidemiologicas da esquistossomose

A esquistossomose, frequentemente referida como barriga d’agua, xistose ou
doenca do caramujo, € uma parasitose causada pelo parasito Schistosoma mansoni Sambon,
1907. Essa enfermidade é amplamente prevalente em todo o mundo, representando um desafio
significativo para a salde publica, especialmente em paises em desenvolvimento (Sobrinho
2012; Lira et al. 2019). Esta, ocupa uma posi¢do de destaque entre as doengas parasitarias
globais. Sua relevancia se da ndo apenas pelos altos indices de morbidade e mortalidade que
apresenta, mas também pelo impacto que exerce na salde publica e no progresso
socioecondmico das comunidades (Xue et al. 2023), além de estar na lista da OMS, como uma
das doengas tropicais negligenciadas (WHO 2024).

Estudos em mumias no Egito, mostraram a presenca de ovos de espécies de Schistosoma
(Habicht et al. 2021), evidenciando que 0 homem h& muito convive com a doenca e ainda afeta
milhdes de pessoas no mundo (Menezes et al. 2023). A Organiza¢do Mundial da Satude (OMS)
estimou que cerca de 250 milhdes de individuos, em torno de 78 paises, necessitam de
prevencdo para esta parasitose, das quais mais de 75 milhdes foram efetivamente tratados
(WHO 2024).

A esquistossomose ocorre principalmente em regides desprovidas de saneamento basico
ou com infraestrutura inadequada, caracterizadas pela precariedade dos recursos hidricos. Essa
condicdo a coloca entre as doengas mais difundidas, especialmente aquelas vinculadas pela
agua. Além do saneamento, fatores como o grau de educacdo e informacdo da populacdo na
area também desempenham um papel crucial na propagacao da esquistossomose (Brasil 2024).
De maneira geral, as condi¢fes no Brasil criam um ambiente propicio para a disseminacdo da
esquistossomose, tornando-a um sério problema de saude publica, especialmente nas regides
Nordeste e Sudeste do pais (Scholte et al. 2014).

No territério nacional, as regides endémicas abrangem os estados da Bahia,
Pernambuco, Paraiba, Sergipe, Alagoas e Rio Grande do Norte. Conforme dados do Ministério
da Saude, estima-se que cerca de 1,5 milh&o de individuos estejam infectados no pais. A extensa
distribuicdo geografica no Brasil por si s6 dimensiona a grandeza desse problema de saude

publica, sendo as macrorregides Nordeste e Sudeste, as que apresentam 0s
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maiores indices de positividade (Brasil 2024) (Figura 1).
A partir do langcamento do Programa de Controle da Esquistossomose, na década de 80,

(PCE) (Brasil 2024) direcionado para a identificacdo e tratamento de individuos parasitados, a
prevaléncia da morbidade e da mortalidade associadas a esquistossomose sofreram uma reducéao
significativa. Em 2018, o Inquérito Nacional de Prevaléncia da esquistossomose mansonica,
mostrou uma diminuicao na positividade da esquistossomose de 9,24% em 1977 para 1,79%,
mas casos graves e mortes continuam a ocorrer (Katz 2018). De acordo com os ultimos dados
do Sistema de Informacdo do Programa de Controle da Esquistossomose (SISPCE), o
percentual de positividade para S. mansoni nas areas endémicas apresentou pequena diminuicao
de casos positivos, passando de 4,9% em 2009 para 1,8% em 2019. Durante esse periodo,
aproximadamente 13.897,312 exames foram feitos regularmente, identificando 434.936 casos
e uma taxa média de positividade em 10 anos de 3,16% (Brasil 2024).

O plano de acdo da OMS para 2021-2030, aprovado pela 73 Assembleia Mundial de
Salde, estabeleceu objetivos globais e prazos para a prevencdo, controle, eliminacdo ou
erradicacdo das 20 Doencas Tropicais Negligenciadas. A meta €, até 2030, erradicar epidemias
de Aids, tuberculose, maléria e outras doencas transmissiveis, além de lutar contra a hepatite,

doencas transmitidas pela agua e outras enfermidades contagiosas (WHO 2024) .
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Figura 1 — Mapa de distribuicdo da esquistossomose no Brasil.

Legenda

B Acea de baixa endemicidade
Area de moderada endemicidade
- Area de alta endemicidade

Auséncia de dados

Fonte: Brasil, 2024.

Ciclo bioldgico

O S. mansoni apresenta diversas formas ao longo de seu ciclo evolutivo, o qual é
heteroxénico, ou seja, envolve dois tipos de hospedeiros (Figura 2). O hospedeiro definitivo
desse parasito é predominantemente mamifero, especialmente o ser humano, enquanto o
caramujo do género Biomphalaria (Figura 3) atua como hospedeiro intermediario (Brasil 2024).
Inicialmente, ocorre a liberagcdo dos ovos (Figura 4 - a) do S. mansoni nas fezes do hospedeiro
definitivo infectado. Quando em contato com a gua, esses ovos rompem, dando origem a uma
larva chamada miracidio (Figura 4 - b). Os miracidios infectam caramujos do género
Biomphalaria, transformando-se em esporocistos | e Il, perpetuando o ciclo. A partir dos

caramujos, em outro estagio larval, as cercarias (Figura 4 - ¢) sdo liberadas nas cole¢Ges
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de aguas, buscando e penetrando posteriormente na pele ou mucosa dos hospedeiros definitivos

gue entrarem em contato com essa agua. Uma vez dentro do organismo humano, essas larvas se

transformam em esquistossomulos, que migram pela circulagéo para os vasos do sistema porta-

hepético. Nesses vasos, elas amadurecem, se transformam em parasitos adultos (macho e fémea)

(Figura 4 - d) e podem se acasalar. O macho, com a fémea albergada, migra para as veias

mesenteéricas, onde esta ird produzir ovos e fazer a oviposicdo. Parte dos ovos que fica retida na

parede intestinal, atravessa essa parede e, posteriormente, segue para o limen do intestino,

sendo eliminados nas fezes, continuando o ciclo. Outra parte desses ovos é transportada pela

circulacdo porta-hepatica para os ramos intra-hepaticos. Ao chegar no figado, esses ovos

desencadeiam uma resposta imunoldgica, resultando em uma reacdo granulomatosa que

culmina nas manifestac@es clinicas da forma crénica da doenca (Brasil 2024).

Figura 2 — Ciclo bioldgico do Schistosoma mansoni.
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Legenda: 1: ovo sendo liberado junto com as fezes em agua doce; 2: ovos, em contato com a &gua, liberam os

miracidios; 3: miracidio penetra no tegumento do molusco; 4: miracidios geram esporocistos, com
sucessivas geracdes; 5: esporocistos de segunda geracdo geram cercarias e estas saem do caramujo em
busca do hospedeiro vertebrado; 6: cercaria penetra na pele do hospedeiro vertebrado; 7: cercaria perde
a cauda e se transforma em esquistossdmulos; 8: esquistossdmulos caem na corrente sanguinea e ganham
a circulacdo; 9: parasitos migram para o sistema porta hepético e se transformam em helmintos adultos;
10: casal de adultos migram para as veias mesentéricas, a fémea inicia a postura de ovos que chegam ao
figado pela circulagéo ou atravessam a mucosa intestinal e s&o liberados com as fezes.

Fonte: Brasil, 2024.
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Figura 3 — Caramujo Biomphalaria glabrata.

Fonte: Fiocruz, 2017.

Figura 4 — Fases evolutivas do Schistosoma mansoni.

Legenda: Ovo (a), miracidio (b), cercaria (c) e helminto adulto (d).
Fonte: a, ¢ - Acervo de fotomicrografias do Laboratorio de Helmintologia Romero Lascasas Porto — UERJ; b -
Brasil, 2018; d - Machado-Silva et al. 2008.

O Schistosoma mansoni e as caracteristicas morfoldgicas da fase adulta

Esta espécie foi introduzida no Brasil devido ao trafico de escravos infectados, nativos

do continente africano entre o século XVI e XVII (Brasil 2024). Alguns deles também
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estavam parasitados pelo Schistosoma haematobium Bilharz, 1852, mas somente a espécie S.
mansoni se manteve devido a presenca do hospedeiro intermediario do género Biomphalaria,
que € um molusco de &gua doce vastamente distribuido no pais, e que permite o ciclo do
parasito. Um total de trés espécies destes moluscos séo suscetiveis ao S. mansoni: B. glabrata
Say, 1818, B. straminea Dunker, 1848 e B. tenagophila Orbigny, 1835 (Marchiori 1999).

A familia Schistosomatidae, que pertence a classe Trematoda, engloba diversas espécies
de parasitos que tém infectado humanos por muitos anos (LoVerde 2019). Contudo, apenas em
1852 ¢ que os parasitos do género Schistosoma foram minuciosamente catalogados por Bilharz.
No territorio brasileiro, os estudos acerca da esquistossomose foram liderados pelo médico
baiano Pirajd da Silva (1908), que conduziu extensas analises de fezes e necropsias,
identificando a espécie S. mansoni. Esta espécie se instalava nos vasos mesentéricos e gerava
ovos contendo um espiculo lateral. Em solo brasileiro, Lutz foi o cientista pioneiro a delinear o
ciclo bioldgico desse parasito (Santos et al. 2017).

No género Schistosoma, existem cinco espécies que parasitam o homem: Schistosoma
japonicum Katsurada, 1904, encontrado na China e no Sudeste Asiatico; Schistosoma
haematobium Bilhartz, 1852, que ocorre na Africa e no Oriente Médio; Schistosoma mekongi
Voge, Brickner e Bruce, 1978, encontrado apenas no Delta do Rio Mekong; Schistosoma
intercalatum Fisher, 1934, encontrado na Africa Ocidental e Central; e Schistosoma mansoni
Sambon, 1907, endémico na Africa, Antilhas e América do Sul (Brasil 2024; WHO 2024).
Dentre as espécies citadas, S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium sdo as que apresentam
importancia médica, sendo responsaveis por grande morbidade. O S. haematobium é o causador
da esquistossomose urinaria e S. mansoni e S. japonicum sdo responsaveis pela esquistossomose
intestinal e hepatoesplénica (Gryseels 2012; da Silva Filomeno et al. 2020)

Os helmintos adultos de S. mansoni vivem no sistema porta intra-hepatico e nas veias
mesentéricas dos hospedeiros vertebrados, onde dependem de uma variedade de nutrientes
(Brasil 2024). S&o endoparasitos de vertebrados, possuem diferentes fases de desenvolvimento,
apresentam corpo achatado dorsoventralmente, com simetria bilateral, sem segmentagéo,
possuem o tegumento coberto por uma citomembrana de aspecto sincicial e apresentam
dimorfismo sexual na fase adulta (LoVerde 2019).

O macho mede em torno de 1 cm e é dividido em duas partes: anterior, onde se
encontram as ventosas oral e ventral e posterior, na qual esté presente o canal ginecéforo, local
onde ele alberga e fecunda a fémea. O corpo da fémea mede cerca de 1,5 cm e é menos robusta
gue o macho. Igualmente 0 macho, na parte anterior, encontram-se as ventosas oral e ventral

(Figura 5). Depois de acomodada no canal ginec6foro do macho, é fecundada e inicia
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a postura dos ovos no interior dos vasos mesentéricos (LoVerde 2019).

Figura 5 — Esquema dos helmintos adultos de Schistosoma mansoni.

Legenda: a, ventosa oral e boca; b, es6fago (desenho incompleto na fémea); c, acetdbulo ou ventosa
ventral; d, vesicula seminal; e, canal deferente; f, lobo testicular; g, por¢cdo média bifurcada do intestino;
h, inicio do ceco; i, orificio genital feminino; j, Gtero; k, um ovo em processo de formagdo da casca no
00tipo; |, oviduto; m, ovario; n, viteloduto; o, glandulas vitelinas.

Fonte: Rey, 2008.

Assim como em outros trematddeos, o aparelho digestivo dos helmintos adultos é
constituido por uma boca, posicionada na base da ventosa oral, seguida por um curto eséfago.
A ventosa ventral, estd mais diretamente ligada ao deslocamento, sendo uma estrutura maior do
gue a ventosa oral e contendo papilas sensoriais, esta promove a fixagdo, absorcéo de nutrientes
e na eliminacdo de residuos metabdlicos por meio do processo de regurgitacdo, simplificando o
processo alimentar dos parasitos, visto que esta intimamente ligada a abertura oral desses
helmintos (Machado-Silva et al. 1997; Dalton et al. 2004). A porcdo anterior e a regido entre as
ventosas caracterizam-se por um corpo cilindrico, enguanto o restante do corpo apresenta
achatamento dorso-ventral, assumindo uma forma em U que estrutura uma calha longitudinal
abrigando a fémea, denominada de canal ginecoforo (Kastner et al. 1975). Pode- se afirmar que
0 tubo digestivo é o local de intensa circulacdo dos principais antigenos produzidos pelos
helmintos (Neves et al. 2020).
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No sistema de reproducdo masculino, situado imediatamente abaixo da ventosa ventral,
encontra-se os lobulos testiculares que apresentam comunicacéo entre si, sem a participacéo de
um vaso eferente. O esperma produzido é conduzido diretamente para o ducto deferente,
desaguando na vesicula seminal. A partir dai, o canal seminal se estende em direcdo ao poro
genital, que € pequeno e arredondado, localizado no inicio do canal ginecéforo. O poro genital
estd posicionado no lado oposto da regido dorsal, caracterizada por uma maior quantidade de
tubérculos (Kastner et al. 1975; Machado-Silva et al. 1997).

A superficie externa dos helmintos adultos (Figura 6), tanto machos quanto fémeas, é
envolvida pelo tegumento. Observacdes desta superficie através de microscopia de luz revelam
uma camada uniforme e continua, com espessura variavel, sendo mais densa nos machos do que
nas fémeas, evidenciada pela coloragdo com hematoxilina eosina (Kastner et al. 1975). O
tegumento consiste em uma camada sincicial de células sem ndcleo, revestida por uma
membrana citoplasmatica espessa, composta por sete laminas, que é constantemente renovada
(Souza et al. 2011; Da’dara et al. 2012).

Figura 6 — Superficie do tegumento de machos de Schistosoma mansoni observada através da
microscopia eletronica de varredura (MEV).

Legenda: (T) Tubérculos; (1) Cristas intertuberculares; (SP) Papilas sensoriais; (S) Espinhos.
Fonte: Branddo-Bezerra et al., 2019.

As fémeas, mais escuras que 0s machos, possuem aproximadamente 1,5 cm de
comprimento, duas pequenas ventosas e um corpo filiforme com poucos espinhos,
principalmente na extremidade posterior. O ovéario alongado esta localizado na metade anterior

do corpo, contendo odcitos em diferentes estagios de desenvolvimento. Na parte
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posterior do ovario, encontra-se uma espermateca fina e alongada, responsavel por armazenar
0s espermatozoides do macho, direcionando-os através de um oviduto para a regido anterior do
corpo, onde transportam os o0citos até o o6tipo. No oétipo, o viteloduto desemboca,
canalizando o material produzido pelas glandulas vitelinicas presentes nos 2/3 posteriores da
fémea (Neves et al. 2005). O o6tipo estende-se por um Utero que se apresenta como um canal
reto, terminando em um poro genital localizado abaixo da ventosa ventral (Kastner et al. 1975).

No figado, ocorre o inicio da organogénese e os helmintos comecam a amadurecer
durante seu estagio adulto em um periodo de 21 dias ap0s a penetracdo da cercaria. Ao contrario
da maioria dos trematddeos, o S. mansoni se apresenta com uma morfologia fina e alongada,

com coloracéo clara e esbranquicada (Neves et al. 2005).

Os efeitos do praziquantel como farmaco antiparasitario

As pesquisas nos laboratérios Bayer e Merck resultaram na descoberta de derivados
pirazinoisoquinolina com atividade antiparasitarias, ndo s6 para todas as espécies do género
Schistosoma, como também para cestodeos e trematddeos. O Embay 8440, também conhecido
como praziquantel (PZQ), demonstrou ser o mais propicio entre 400 compostos sintetizados por
diferentes empresas na década de 1970 (Webbe & James 1977), desde entdo o PZQ é o
medicamento usado no tratamento da esquistossomose e de outras infecdes.

Arpraziquantel é uma nova alternativa terapéutica voltada para o tratamento da
esquistossomose em criangas pré-escolares, com idades entre 3 meses e 6 anos. Esse novo
farmaco, que é dispersivel em agua, palatavel e de tamanho apropriado, supre as demandas de
milhdes de criancas . A parceria da Merck com a Fiocruz, prevé ndo sé a producéo para o Brasil
(ap6s a aprovacdo regulatoria), mas também para outras regides do mundo. A nova alternativa
de tratamento foi criada para suportar os desafios de calor e umidade dos paises tropicais, onde
a esquistossomose é mais prevalente em criangas. A meta € de que cerca de 1 milhdo de
comprimidos de Arpraziquantel sejam disponibilizados para o tratamento de 200 mil criangas
na Africa até 2024. Em 2007, a Merck langou o Programa Merck de Eliminagdo da
Esquistossomose em colaboracdo com a Organizacdo Mundial da Salde. Desde entdo, ja foram
doados mais de 1,9 bilhdo de comprimidos, possibilitando o tratamento de mais de 760 milhGes

de individuos, principalmente criancas em idade escolar em 47 paises afetados
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(Fiocruz 2024).

Alguns estudos realizados com diferentes cepas de S. mansoni, mostraram que o efeito
do PZQ nos pacientes depende de uma série de caracteristicas como: carga parasitaria, fatores
genéticos, estado de acasalamento ou ndo acasalamento dos helmintos, entre outros. O estado
imunoldgico do hospedeiro também pode ser relevante para a quimioterapia, uma vez que a
resposta do hospedeiro a infeccédo determinara a persisténcia da infec¢édo (Pica-Mattoccia e Cioli
2004).

Segundo a OMS, o PZQ é o medicamento indicado para o tratamento da
esquistossomose, sendo efetivo contra as cinco espécies do género Schistosoma (Doenhoff et
al. 2002). Em geral, o praziquantel possui baixa toxicidade e a eliminacdo ocorre pela urina e
fezes do individuo medicado, apds 24 horas da sua ingestdo (Cioli e Pica-Mattoccia 2003). A
utilizacdo de farmacos na esquistossomose visa interromper a transmissdo e evitar ou reduzir a
morbidade (Abdel-Hafeez et al. 2012; Costa-Silva et al. 2012).

Este farmaco tem sido largamente utilizado por meio de programas de “quimioterapia
preventiva” que distribuem o farmaco a criangas com idade escolar e/ou a populag¢des de risco,
conforme as taxas de prevaléncia. Em 2010, 34 milhdes de pessoas receberam PZQ,
especialmente na Africa Subsariana (Caffrey 2015). Além disso, o farmaco é eficiente no
tratamento da hipertensao devido a esquistossomose cronica (Papamatheakis et al. 2014), sendo
este um medicamento importante no tratamento de todas as esquistossomoses e, também é um
farmaco de escolha para infecgdes causadas por outros trematodeos humanos (Wegner 1984;
Cioli e Pica-Mattoccia 2003).

Ainda que o praziquantel seja o farmaco utilizado no controle da esquistossomose em
humanos desde 1980 (Caffrey 2007), muito pouco se sabe sobre a influéncia das condigcdes
fisiolégicas do hospedeiro na eficacia do medicamento. Estudos em animais com déficit
protéico mostraram reducdo da acdo do praziquantel em helmintos adultos (Lima et al. 1998),
embora estudos tenham mostrado melhoria na patologia hepatica (Barros et al. 2009).

As principais alteragGes nos helmintos adultos sensiveis ao praziquantel ocorrem horas
apos a ingestdo do medicamento e incluem: contracdo muscular, danos no tegumento e
alteracdes metabdlicas (Cioli et al. 1995).

Em experimentos com animais, 0 PZQ apresentou baixa toxicidade (Frohberg 1984) e
nenhum risco genotdxico (Montero e Ostrosky 1997) foi observado em ensaios de
mutagenicidade (Vale et al. 2017). Entre as poucas evidéncias que sugeriram acumulo de
metabolitos possivelmente mutagénicos podem ter sido irregularidades entre indicios

esmagadores que indicam que o PZQ é um farmaco seguro (Doenhoff et al. 2008). Em geral,
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0 PZQ induz apenas efeitos colaterais leves e transitorios, se houver (Berhe et al. 1999; Vale et
al. 2017). Esse é considerado como um farmaco de primeira escolha indicado pela Organizacgéo
Mundial da Satde (WHO 2024).

O PZQ aumenta a permeabilidade da membrana ao calcio, resultando em contragdo
muscular e paralisia do verme, desfazendo a ligacdo do parasito com o tecido das veias
mesentéricas. Esse desprendimento promove o deslocamento rapido dos helmintos para o
figado. O tratamento é administrado oralmente em comprimidos de 600 mg, proporcionando
resultados positivos. A dose Gnica recomendada é de 50 mg/kg para adultos e 60 mg/kg para
criancas, administrada apds uma refeicdo. Até o momento, ndo foram relatadas cepas resistentes
ao medicamento em areas endémicas no Brasil, resultando em indices de cura aproximados de
80% para adultos e 70% para criancas. Apesar da eficacia, 0 PZQ apresenta efeitos adversos
leves e transitorios, incluindo gosto metélico na boca, dor abdominal, diarreia, astenia, cefaleia
e tonturas (Modha et al. 1990; Brasil 2024).

Evolucéo da esquistossomose

A esquistossomose exibe diversas expressdes clinicas e taxas de eliminacao de ovos que
variam conforme o estagio da infeccdo. As manifestacGes da doenca se dividem em formas
agudas e cronicas. As formas agudas podem se manifestar de maneira assintomatica, como €é
comum na maioria dos casos, ou de maneira sintomatica, apresentando febre, conhecida como
febre de Katayama, além de outros sintomas como cefaleia, diarreia e dor abdominal. A
dermatite cercariana surge como a primeira indicacdo apds a penetracdo da cercaria na pele. A
fase aguda é raramente observada em individuos com esquistossomose mansoni, especialmente
em areas endémicas. No entanto, ocorre a excrecdo de ovos nas fezes, e em alguns casos, pode
ocorrer febre devido a migracdo do parasito no corpo do hospedeiro (Colley e Secor 2014;
McManus et al. 2018).

Na fase cronica, evidencia-se os indicios de avango da doenca para diferentes 6rgéos.
As manifestacdes clinicas variam de acordo com a localizagédo e carga parasitaria, a resposta
imunoldgica do individuo nas seguintes modalidades: intestinal, em que o paciente pode
apresentar diarreia, fezes mucosanguinolentas, tenesmo e dores abdominais com perturbagoes
na digestdo; hepatointestinal, caracterizada pela presenca de diarreia e epigastralgia, podendo

resultar em areas de fibrose devido a granulomatose periportal; hepatica, com potencial
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ocorréncia de fibrose hepatica e hepatomegalia devido as rea¢des imunoldgicas e formacéao de
granulomas causados pelos ovos do S. mansoni; por fim, a forma hepatoesplénica, marcada pela
presenca de hipertensdo portal, resultando em esplenomegalia e varizes no eséfago. Além disso,
existem formas ectdpicas, evidenciadas em estagios avangados da doenca, como a
vasculopulmonar, caracterizada por hipertensdo pulmonar e glomerulopatia, sendo uma das
manifestacbes mais severas, a neuroesquistossomose (ou  mielorradiculopatia
esquistossomotica), identificada pela presenca de ovos e granulomas no sistema nervoso central
(Brasil 2024).

O S. mansoni tem um impacto significativo no figado, sendo um dos principais 6rgaos
afetados. A presenca de ovos desencadeia uma resposta inflamatoria que resulta em alteracdes
morfoldgicas e funcionais do figado. Ocorre a presenca de infiltrado leucocitario e colageno
organizado em camadas concéntricas, hiperplasia das células de Kupffer e formacdo de
granulomas ao redor de cada ovo. Esses granulomas sdo caracterizados pela agregacdo de
fagocitos mononucleares, neutrofilos, linfocitos, células plasmaticas e fibroblastos (Carvalho et
al. 1986; Wu e Halim 2000; Couto et al. 2007). Com a deposicao progressiva de ovos no figado,
h& aumento do numero de granulomas e comprometimento do tecido. A degeneracdo dos ovos,
induz um processo cicatricial com extensa fibrose hepética caracteristica da fase crénica da
esquistossomose. O dano hepatico resulta em um aumento da pressdo sanguinea portal e desvio
no sistema porta- hepatico (Brunet et al. 1998).

A hipertensdo portal é um fator que desencadeia importantes alteracdes vasculares com
efeitos sistémicos. Ela induz varios processos de neovascularizacao, incluindo a formacdo de
uma circulacdo colateral, que desvia parte do sangue porta diretamente para a circulacao
sistémica, contornando a filtragem hepatica. O acimulo de granulomas hepaticos e sua fibrose
persistente, combinados com a elevada pressdo portal e a resposta imunoldgica intensa, resultam
em hepatoesplenomegalia. A condicdo pode progredir para o acimulo de liquido na cavidade
peritoneal (ascite) e o desenvolvimento de varizes esofagicas, que podem se romper, causando
hemorragias (LoVerde 2019).

Esquistossomose e desnutri¢éo

Assim como a esquistossomose, a desnutricdo permanece como uma questdo

significativa de satde publica nas na¢Ges em desenvolvimento. A desnutricdo por falta de

proteinas é a variante mais comum e impacta cerca de 820 milhdes de individuos em todo o
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mundo, entre 0s quais estdo mais de 150 milhGes de criancas abaixo dos 5 anos,
predominantemente em paises em desenvolvimento (FAO 2019).

Conforme a Food and Agriculture Organization (FAO), a desnutri¢cdo é uma condi¢do
fisiologica anormal resultante do consumo inadequado, desequilibrado ou excessivo de
macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipidios) e/ou micronutrientes (vitaminas e minerais),
essenciais para o desenvolvimento do organismo (FAO 2019). E do ponto de vista etiologico, a
desnutricdo estad vinculada a falta de alimentos, a ingestdo de dietas inadequadas em termos
qualitativos e quantitativos, e a outras condigdes que possam aumentar a demanda nutricional
do organismo ou causar desequilibrios na absor¢édo, digestdo e excrecdo dos nutrientes (Gat-
Yablonski et al. 2013). Como resultado, ocorre a mobilizacdo das reservas energéticas e 0 Uso
da massa magra para atender as demandas energéticas. Quando, por algum motivo, essas
necessidades aumentam, a desnutri¢do é agravada, provocando uma modificagdo na expressao
clinica que indica um comprometimento do metabolismo proteico. As proteinas desempenham
funces estruturais ou metabolicas, mas, ao contrario de carboidratos e lipidios, que podem ser
armazenados, ndo hé reserva enddgena de amino&cidos ou proteinas (Nightingale et al. 2023).

A dindmica entre doenca, imunidade e estado nutricional evidencia que a resposta imune
estd intrinsecamente vinculada a replicacdo celular e sintese proteica, sendo modulada pelo
estado nutricional. Deficiéncias nutricionais podem acarretar reduc¢des na imunidade humoral e
celular, capacidade bactericida dos fagocitos, producdo de componentes do sistema
complemento, quantidade total de linfdcitos e equilibrio entre os subtipos de linfécitos T
(Brunetto et al. 2007).

Portanto, as deficiéncias nutricionais afetam negativamente o sistema imunoldgico,
aumentando a suscetibilidade a infec¢des. A distribuicdo global da desnutricdo € influenciada
por diversos fatores, destacando-se a pobreza como principal impulsionador. Aspectos como
instabilidade socioecondmica, baixa educacdo, condi¢cGes de vida inadequadas, habitos
alimentares inadequados, eficacia limitada em programas nutricionais e transtornos alimentares
também desempenham papeis significativos (Rytter et al. 2014; Bapat et al. 2015). A associacdo
entre desnutricdo e esquistossomose € prevalente sobretudo em areas endémicas, nas quais 0s
habitantes estdo sujeitos a praticas alimentares inadequadas ou caréncia de alimentos (Maciel
etal. 2021).

No estudo de Couto et al. (2008), a avaliacdo das alteracdes hepaticas em camundongos
com esquistossomose e desnutricdo proteica revelou que ambos podem impactar 0s

indicadores bioquimicos hepaticos, especialmente em casos mais intensos de
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inflamacdo esquistossomotica. Os grupos submetidos a dietas multideficientes apresentaram
elevacdo significativa da enzima alanina aminotransferase (ALT) em comparacdo com 0
controle, indicando um processo inflamatério mais intenso. A relacdo AST (enzima aspartato
aminotransferase): ALT foi semelhante, com uma razdo maior que 1 em todos 0s grupos, critério
para diagndstico de severo comprometimento hepatico em humanos. Os autores ressaltam que
as alteracdes na funcao hepatica na infeccdo por S. mansoni parecem depender ndo apenas do
grau de fibrose, mas também da ocorréncia de outras infeccoes.

Barros e colaboradores (2009) examinaram os efeitos de uma dieta deficiente em
proteina, observando menor ganho de massa corporal e concentracfes de albumina sérica
significativamente reduzidas em animais malnutridos (dieta com 8% de proteina) em
comparacao com os controles (23% de proteina). Além disso, destacaram que a falta de proteina
cria um microambiente adverso, prejudicando os helmintos de ambos os géneros e resultando
em alteracdes morfoldgicas na arquitetura do sistema reprodutivo.

O uso de modelos animais permite a avaliacdo controlada de fendbmenos naturais. A
vantagem do estudo animal consiste na possibilidade de verificacdo individual de cada
parametro, algo que ndo ocorre em populagdes humanas (Ferreira et al. 2005; Brito et al.
2016). As relacbes entre deficiéncias nutricionais e esquistossomose possuem uma vasta
literatura, mas as variacbes metodoldgicas permitem a existéncia de aspectos ainda mal
elucidados, com resultados que podem se apresentar de forma conflitante (Maciel et al. 2021).

Animais com programacdo materna para desnutricdo proteica e calorica, diabetes e
dislipidemia, confirmam que as desordens metabolicas afetam as caracteristicas dos helmintos
adultos com repercussdes na producdo e eliminacdo de ovos e nas caracteristicas da resposta
inflamatdria tecidual (Neves et al. 2007a, 2007b; Barros et al. 2009; Alencar et al. 2016).

Os problemas metabdlicos ameacam a qualidade de vida dos individuos e causam grande
impacto econdmico em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Estes déficits nutricionais
na populacdo humana associados as altas prevaléncias de infec¢fes parasitarias tornam-se
problemas de Saude Publica (Coutinho et al. 1997; Oberhelman et al. 1998; Attem et al. 2023).
No Brasil, o processo de transi¢cdo nutricional (caracterizada pela reducdo da prevaléncia de
desnutricdo e aumento da prevaléncia da obesidade) tem sido observado em populacGes de
regibes metropolitanas desde os anos 70 (Mondini e Monteiro 1994). Nos paises em
desenvolvimento a alta prevaléncia de infec¢des parasitarias e déficits nutricionais na populagdo
humana sdo frequentemente associadas com helmintiases intestinais (Simelane e Thembane
2023) e com a esquistossomose mansonica, causando impactos socioeconémicos (Maciel et al.

2021). Estudos epidemiologicos demonstram que a associacdo parasitose e
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déficit nutricional em criancas reduz o crescimento fisico, o desenvolvimento cognitivo e
psicomotor (Mnkugwe et al. 2020).

Uma dieta hipoproteica associada a esquistossomose provoca alteracdes tanto no
aparelho reprodutor quanto no tegumento dos esquistossomos adultos (Neves et al. 2002; Barros
et al. 2009). Curiosamente, estas alteracbes ndo diminuem a eliminacdo de ovos nas fezes
(Simdes et al. 2002; Barros et al. 2009). Os estudos demonstram que a desnutricdo proteica
agrava a fase inicial da infeccdo (Ferreira et al. 1993) e nas fases mais avangadas, porque a
resposta imune do hospedeiro é diminuida, o que afeta a formacéo e o desenvolvimento do
granuloma esquistossomotico (Coutinho et al. 1997; Oliveira et al. 2004; Barros et al. 2009). Ja
na estrutura da mucosa jejunal ocorrem alteracdes nas vilosidades dos camundongos
desnutridos (Couto et al. 2002).

Pesquisas em modelos experimentais utilizando dietas pobres em proteinas
demonstraram uma reduc¢édo nos danos aos 6rgaos do parasito, evidenciando uma diminuicéo na
carga parasitaria (Coutinho et al. 1997) e na inflamacdo granulomatosa (Barros et al. 20009,
2014). No entanto, a restricdo proteica impacta adversamente tanto o desenvolvimento da
infeccdo quanto as defesas do hospedeiro, contribuindo para altas taxas de mortalidade em tais
estudos (Marques et al. 2018).

Os estudos de Coutinho et al. (2003) e Barros et al. (2014) abordam o impacto do estado
nutricional na fibrose hepatica esquistossomotica, utilizando camundongos desnutridos em
comparagdo com um grupo bem nutrido. Observou-se menor densidade de granulomas
periovulares nos animais desnutridos, associada a uma reducdo na quantidade de colageno
nesses granulomas em comparagdo com o grupo bem nutrido. O estudo destaca a necessidade
de investigacOes mais aprofundadas para compreender como a desnutri¢éo interfere no processo
de absorcao fibrética.

Em camundongos com restricdo caldrica, a relagdo parasito-hospedeiro pareceu mais
equilibrada do que nos animais hipoproteicos, a de se considerar 0 menor nimero de
granulomas, a maior producdo de colageno e hepatocitos binucleados. Sugere-se que estes
animais apresentam maior capacidade de modular a resposta inflamatdria e melhor capacidade
de regeneracdo hepéatica (Corréa et al. 2011). Além disso, estudos em camundongos
dislipidémicos demonstram que os helmintos adultos eliminam mais ovos nas fezes do que
aqueles alimentados com dieta normal (Neves et al. 2007b; Alencar et al. 2009). Também, ha
modificagdes na modulacdo, formacédo do granuloma e na regeneracdo hepatica (Neves et al.
2006, 2007b), assim como na formagdo do granuloma intestinal, passagem dos ovos e

morfologia das criptas intestinais (Alencar et al. 2009).
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Esquistossomose e outras comorbidades

Os esquistossomos sdo helmintos sanguineos dependentes do metabolismo do
hospedeiro. Varios fatores derivados do hospedeiro, foram descritos como influenciando a
fecundidade e o crescimento dos helmintos. Sendo assim, & importante considerar as
modificacbes do metabolismo normal do hospedeiro que podem causar em potencial
interrupcao da oviposicao e/ou desenvolvimento do parasito (Hulstijn et al. 2011).

A sindrome metabdlica é caracterizada como um grupo de anormalidades metabdlicas
onde abrangem a obesidade, com énfase no excesso de gordura abdominal, hipertenséo arterial,
dislipidemia, doenca hepética gordurosa ndo alcodlica e resisténcia a insulina ou diabetes tipo
2 (Zimmet et al. 2007; Jovicic et al. 2015). Os critérios para o diagnostico da sindrome
metabolica estdo resumidos com base em trabalhos da Organizacdo Mundial da Saude, da
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111, European Group for the
Study of Insulin Resistence e International Diabetes Foundation (Huang 2009).

O alcoolismo é uma condigdo ndo infecciosa que provoca distdrbios nutricionais e
hepaticos (Lieber 1991). Em estudo recente foi relatada a desestruturacdo esplénica com
aumento quantitativo de trabéculas e megacaridcitos, e desarranjo da polpa esplénica, além da
reducdo na producdo de citocinas produzidas por linfécitos (Rosa et al. 2024). Também foi
relatado que houve danos ao tegumento e 6rgdos reprodutores de vermes adultos, ocasionados
possivelmente pela peroxidacao lipidica induzida pelo etanol (Brandao-Bezerra et al. 2019). Em
todas as fases evolutivas do parénquima hepatico, a area dos granulomas cresceu. Além das
mudancas habituais durante a infec¢do, observou-se microesteatose alcodlica, necrose e
infiltrado mononuclear, o que caracteriza a hepatite alcodlica e intensifica os danos ao figado
(Branddo-Bezerra et al. 2022).

Neves e colaboradores (2007b) em seus trabalhos relacionados com os efeitos da
dislipidemia durante a esquistossomose na fase aguda, revelaram o favorecimento dos helmintos
adultos, quando roedores foram submetidos a uma dieta rica em gordura. Aumentando a quantidade
de ovos liberados pelas fémeas do helminto e, consequentemente, os danos ao hospedeiro. Os
lipidios estimulam o parasito a expressar uma proteina presente na sua superficie, que possuem
receptores de colesterol circulante. Esta associacdo protege e favorece o0 parasito contra a resposta
imunolégica do hospedeiro. Na dislipidemia relacionada a esquistossomose, as modificacfes
esplénicas evidenciam-se por esplenomegalia com atrofia da polpa branca e hiperplasia dos centros

germinativos, como também aumento volumétrico da polpa vermelha
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comprometendo a geragdo de respostas imunes pelo hospedeiro (da Silva et al. 2012).

Estudos recentes, empregaram o modelo C57BL/6 para examinar a ligagdo entre a
esquistossomose e a sindrome metabdlica. Embora, tenha se verificado uma reducéo nos niveis
de lipidios e esteatose no figado infectado devido a infeccdo, a presenca de granulomas
periovulares e as mudancas associadas a sindrome metabdlica, como o acimulo de fibras de
colageno nos vasos sinusoidais e processos inflamatdrios, intensificaram as lesdes hepaticas (da
Silva Filomeno et al. 2020). Além disso, estudos em camundongos dislipidémicos demonstram
que os helmintos adultos eliminam mais ovos nas fezes do que aqueles alimentados com dieta
normal (Neves et al. 2007b; Alencar et al. 2009). Também, ha modificacdes na modulacéo,
formacdo do granuloma e na regeneracdo hepatica (Neves et al. 2006, 2007b), assim como na
formacdo do granuloma intestinal, passagem dos ovos e morfologia das criptas intestinais
(Alencar et al. 2012).

Alencar e colaboradores (2016) conduziram um estudo utilizando sinvastatina e artesunato
como opcéo de tratamento alternativo da helmintiase em camundongos com hipercolesterolemia.
Foram observadas, mudancgas tegumentar, nos tubérculos e no sistema reprodutor dos parasitos
adultos resultando na reducédo da carga parasitaria.

Estudo realizado associando a diabetes e a esquistossomose, mostrou que os helmintos
adultos se beneficiam da glicose, visto que a energia gerada a partir dela, permite que migrem
pelos tecidos, invadam o sistema vascular e escapem do sistema imunolédgico do hospedeiro
(Hulstijn et al. 2011). Em um estudo realizado por da Silva (2019), mostrou que em analises
morfométricas e estereoldgicas o intestino de camundongos esquistossomaéticos com diabetes
induzida por estreptozotocina causou aumento no desarranjo morfoestrutural do jejuno com
aparecimento de infiltrados inflamatorios em confluéncia e grande hipertrofia muscular.
Seguindo 0 mesmo padrao, a biodistribuicdo do is6topo Tecnécio-99m (99m Tc) foi analisada.
Foi notado uma reducdo na absor¢do do radiofarmaco, especialmente no figado e no pancreas,
que sdo locais onde as principais mudancas fisiopatoldgicas ocorrem na esquistossomose
mansodnica e no diabetes, respectivamente (Goes et al. 2016).

Em uma pesquisa recente, analisou-se a interacdo entre a infeccdo esquistossomatica,
diabetes mellitus e obesidade em camundongos. Constatou-se um crescimento na quantidade de
0Vvos nos tecidos, na proporcéo de ovos maduros e na densidade de fibrose. A infeccédo pelo
S. mansoni causou mudancas no perfil lipidico e nos niveis de glicose no sangue em individuos
diabéticos e obesos, além de ter um efeito positivo nos niveis de insulina em camundongos
obesos (Amer et al. 2023).
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1 JUSTIFICATIVA

A esquistossomose e a desnutri¢cdo proteica destacam-se como problemas criticos de
saude publica, intimamente ligados a pobreza e as condi¢des socioecondmicas precarias. A
abordagem tradicional para o controle da esquistossomose tem sido a quimioterapia com
praziquantel. Este medicamento é eficaz contra parasitos adultos, ndo atua sobre as formas
imaturas do Schistosoma mansoni. Nosso estudo propde uma investigacdo exploratdria dos
impactos da desnutricdo proteica na morfologia do sistema reprodutor masculino e feminino do
parasito, bem como na eficacia do praziquantel sobre os helmintos adultos, visto que, ndo ha
trabalhos mais completos usando o conjunto de pardmetros aqui estudados. Ao elucidar esses
aspectos, buscamos oferecer novos insights que possam aprimorar as estratégias terapéuticas e
de controle da esquistossomose, abordando nédo apenas a eficacia medicamentosa, mas também

a influéncia da nutricdo no parasito e na resposta terapéutica com praziquantel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo do praziquantel sobre o Schistosoma mansoni adulto recuperado de
camundongos submetidos a uma dieta hipoproteica.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar se houve comprometimento da resposta terapéutica ao praziquantel em
camundongos esquistossomoticos, baseado:

a) no perfil dos estagios evolutivos dos ovos (imaturo, maduro e morto) e;

b) na carga parasitaria.

Avaliar se a dieta hipoproteica afeta na atuacdo do praziquantel, sobre a morfologia
dos helmintos adultos de S. mansoni, comprometendo as seguintes estruturas:

a) sistema reprodutor de espécimes macho e fémea e;

b) tegumento de parasitos machos.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Desenho experimental

Figura 7 — Desenho experimental.
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3.2 Comité de ética

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal, do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro — UERJ, sob o protocolo de nimero CEUA 062/2018. O protocolo de experimentacao
e 0s cuidados com os animais seguiram o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério
(US National Research Council Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals 2011) e a Lei Brasileira 11.794/2008 (Brasil 2008) além da regulamentacgéo
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) (Brasil, 2023).

3.3 Animais

Trinta camundongos machos da espécie Mus musculus Swiss Webster, com 21 dias de
idade, foram alojados no biotério da Disciplina de Parasitologia, da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UERJ. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, mantidos em um
ambiente com temperatura controlada de 22+2°C e umidade de 60+10%, com ciclos regulares
de iluminacéo artificial (12 horas de luz e 12 horas de escuriddo), além de contar com um
sistema de exaustdo para a circulacdo de ar, bem como, receberam racdo e acesso irrestrito a

agua.

3.4 Dieta

Para compor os grupos dos animais alimentados com ragéo hipoproteica (8% de
proteina), comercializada pela PragSolucdes Biociéncias® S&o Paulo, Brasil para inducdo da
desnutricdo, foram utilizados o total 15 animais (Barros et al. 2009). Ja os outros 15 animais
foram alimentados com racdo normoproteica, produzida pela Nuvilab CR-1-NUVITAL
Nutrients Ltda., Colombo, Parana, Brasil, contendo 22% de proteinas. Os trinta animais

permaneceram 13 semanas, sendo alimentados com suas respectivas dietas. A composi¢do
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nutricional das dietas experimentais se encontra na tabela 1.

Tabela 1 — Composicao nutricional das dietas administradas (%).

Nutrientes Dietas (%0)
Padrdo Hipoproteica

Proteina Bruta 22 8
Carboidratos 54 74
Extrato etéro (gordura) 4 4
Material mineral 10 8
Fibra bruta 8 6
Célcio (méx.) 14 1,7
Fosforo (Min.) 0,8 0,8
Misturas de vitaminas (mg) * *
Misturas de minerais (mg) * *
Valor calédrico total (Kcal) 3400 3640
Carboidrato (% de calorias) 63,5 81,32
Proteinas (% de calorias) 25,88 8,79
Lipidios (% de calorias) 10,59 9,89

Legenda: *De acordo com as recomendagdes do American Institute of Nutrition, AIN-93G. Fatores de
conversdo: carboidratos 4 kcal/g, proteinas 4 kcal/g, lipidios 9 kcal/g.
Fonte: Reeves et al., 1993.

3.5 Infeccéo

Quatro semanas ap6s 0 inicio da administracdo das dietas (hipoproteica e
normoproteica), os animais foram submetidos a infec¢do por via subcutanea, na qual foram
inoculadas aproximadamente 100 cercérias da cepa BH (Belo Horizonte) de S. mansoni (Freire
et al. 2003). Essas cercarias foram fornecidas pelo Laboratorio de Malacologia do Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. O ciclo de vida completo é mantido através de sucessivas passagens

em caramujos Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss Webster criados em laboratorios.

3.6 Preparacdo e administracdo do farmaco

Decorrido oito semanas da infeccdo esquistossomotica, foi realizado o tratamento com
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praziquantel (100mg/kg) (Kadji Fassi et al. 2022) de um grupo de animais tanto da dieta padrao

(n = 8) quanto da dieta hipoproteica (n = 8). O farmaco foi fornecido pelo Laboratério de

Tecnologia Farmacéutica, Farmanguinhos, FIOCRUZ. O praziquantel foi macerado, pesado e

solubilizado em Cremophor-EL (Sigma, Chemical Company, St. Louis, EUA) a 2,5% (diluido

em agua), que é uma substancia emulsificante e administrado através de gavagem orogéstrica

em dose Unica. Os demais animais infectados receberam apenas agua destilada para serem

submetidos ao mesmo estresse que os camundongos tratados.

3.7 Grupos experimentais

Apos a infecgdo e de acordo com o tratamento e tipo de dieta administrada, os animais

foram divididos em quatro grupos experimentais descritos no quadro 1.

Quadro 1 — Divisdo dos grupos experimentais.

DIETAS SIGLAS SIGNIFICADO
IDP Animais infectados, nio tratados e alimentados com Dieta
(n=7) Padréo.
Padrao
ITDP
Animais infectados, tratados e alimentados com Dieta Padrdo.
(n=8)
IDH Animais infectados, ndo tratados e alimentados com Dieta
(n=7) Hipoproteica.
Hipoproteica
ITDH Animais infectados, tratados e alimentados com Dieta
(n=8) Hipoproteica.

Fonte: A autora, 2024.
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3.8 Obtencéo dos parasitos adultos e avaliagdo da infectividade

Ao completar nove semanas de infeccdo, os animais foram eutanasiados em camara
sobrecarregada de dioxido de carbono (COz) por asfixia (Branddo-Bezerra et al. 2022). Os
helmintos adultos foram retirados do sistema porta e das veias mesentéricas com auxilio de
estilete, separados por sexo, quantificados e fixados em AFA (95% de etanol 70%, 3% de formol
e 2% de acido acético glacial) para posterior coloracdo e montagem dos especimes em laminas
permanentes. Alguns parasitos foram fixados em Karnovski (glutaraldeido 2,5% formaldeido
4% em tampdo cacodilato 0,1M) para andlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)
(Torres et al. 2011). Além disso, o intestino delgado foi retirado para posterior analise.

A infectividade foi determinada pela diferenga entre o percentual de parasitos adultos
recuperados e das cercarias inoculadas (Freire et al. 2003). Ainda, o percentual de reducdo da
carga parasitaria foi estabelecido pelo calculo da média de parasitos recuperados do grupo
tratado e média de parasitos recuperados do grupo sem tratamento, baseado na férmula:

R = 1OO_txlOO

(1)

Cc

onde t € igual a média de parasitos recuperados do grupo tratado e c é igual a média de

parasitos recuperados do grupo sem tratamento.

3.9 Anélise parasitoldgica dos ovos

O intestino delgado dos animais infectados foi medido e dividido em trés segmentos
iguais: proximal; medial; e distal. O primeiro centimetro de cada um dos segmentos intestinais
foi retirado e aberto usando tesoura e, em seguida, lavados em solucdo salina a 0,9%. Cada
segmento foi comprimido entre duas laminas histoldgicas para a posterior contagem e
classificacdo (oograma qualitativo) dos estagios evolutivos dos ovos, de acordo com seu grau
de amadurecimento: maduro — ovo com miracidio jovem; e imaturo — células vitelinicas de cor
escura que permeiam o embrido. Além disso, 0s ovos mortos — podem ser escuros,

hemitransparente, granulosos, com embrido retraido, calcificado — foram contabilizados
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(Figura 8) (Neves et al. 2007Db).

Figura 8 — Ovos de Schistosoma mansoni.

Legenda: Ovo maduro (a), imaturo (b) e morto (c)
Fonte: Acervo do Laboratorio de Helmintologia Romero Lascasas Porto — UERJ

3.10 Processamento e analise morfoldgica e morfométrica dos helmintos

Os helmintos de ambos os sexos fixados foram corados por 1 h com solugéo de carmim
cloridrico (2,5%), seguido por rapida lavagem em solucdo de 70% de etanol para retirada do
excesso de corante, seguida também de uma rapida lavagem em solugédo de alcool cloridrico
(para diferenciacdo de 6rgdos internos). Apds, o material foi desidratado gradualmente em série
alcodlica (70%, 90% e absoluto), com duracdo de trés minutos em cada etapa. Em seguida, a
clarificacdo do material foi realizada com uma solucéo de salicilato de metila acrescido de
Balsamo do Canada (1:2) e os espécimes montados entre lamina e laminula (preparagéo
permanente) (Brandao-Bezerra et al. 2019). As laminas com os machos e fémeas corados foram
submetidas a analise morfoldgica e morfométrica tanto por microscopia de campo claro quanto
microscopia confocal.



Quadro 2 — Protocolo para coloracéo de helmintos em Carmim cloridrico.

Coloracao Carmin Cloridrico - Helmintos

ETAPA

TEMPO

Mergulhar os vermes em solucio

corante (carmin)

Max. 30 min
Fémea: 22 - 25

Macho: 27 - 30

Alcool 70%

Passagem rapida (até que fique com tom rosado)

*3 mergulhos

Alcool cloridrico

Passagem rapida (até que fique com tom rosado)

*3 mergulhos

Alcool 70% 3 min
Alcool 90% 3 min
Alcool 100% 3 min
Clarificar em salicilato de metila
com bélsamo do Canada (1:2) 24 horas

Fonte: A autora, 2024.
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Para a analise por microscopia de campo claro, a observacao foi realizada no analisador

digital de imagens microscépio Olympus BX53, equipado com camera Olympus SC100, onde

as imagens foram capturadas pelo software Olympus CellSens Entry 1.18. Nos parasitos

machos foram investigados:

a) Lobos testiculares (objetiva de 40x) — o0 nimero; densidade de células germinativas,

sendo considerados como padrdo normal os lobos totalmente preenchidos por

células; presenca de espagos vazios;

b) Tegumento (tubérculos) (objetiva de 20x) — quantidade (regido anterior) em 100 um

de comprimento (linha tracada com auxilio de software do analisador de imagens);

altura (um), com linha tragada da base do tubérculo até sua extremidade mais alta e

largura (um), da extremidade da base da direita até a esquerda.

Quanto as fémeas, a analise focou:

a) Glandulas vitelinicas (objetiva de 20x) - para a densidade das glandulas

vitelinicas foi utilizado sistema de escore, sendo considerado: alta (+++);

média (++) ou baixa (+), onde a densidade alta foi considerada como padréo

normal para producéo de vitelo (presenca de vitelo);
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b) Espermateca (objetiva de 40x) — densidade de espermatozoide em seu interior
foi considerada como padrédo normal para aquelas que estavam totalmente
preenchidas;

c) Producéo de ovos — presenca de ovos no o6tipo ou no Utero.

As caracteristicas do sistema reprodutor dos helmintos adultos machos e fémeas foram
analisadas no microscépio confocal LSM 980 — ZEISS (Laser Confocal Microscopy), com filtro
LP570 e comprimento de onda de 543 nm (Brandao-Bezerra et al. 2019), da Plataforma de
Microscopia Confocal e Superresolucdo (RTTO7A), Rede de Plataformas Tecnologicas Fiocruz
(RPT), Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro.

3.11 Analise morfoldgica do tegumento dos helmintos adultos por microscopia eletronica
de varredura (MEV)

O tegumento dos helmintos machos adultos foi analisado através do MEV, onde o
processamento cumpriu as seguintes etapas:
1. Fixagdo: Apos a recuperacdo, os helmintos foram fixados em Karnovsky (glutaraldeido
2,5%, formaldeido 4% em tampéao cacodilato 0,1M) até o inicio do processamento;
2. Pos-Fixacdo: A amostra se manteve em tetroxido de 6smio 1% em tampdo em
cacodilato de s6dio 0,1M por 1 hora;
3. Desidratacdo: as amostras passaram por desidratacdo em série alcodlica gradual com

banhos de etanol 30%, 50%, 70%, 90% e etanol absoluto, por 15 minutos em cada etapa;

4. Ponto-Critico: a secagem pelo ponto critico foi realizada com a utilizacdo de CO;
liquido (Leica EM CPD300);
5. Montagem dos stubs e metalizacéo: para a montagem dos stubs, foi utilizada uma fita

de carbono e metalizagdo com 60 segundos de revestimento de ouro com espessura de 20- 25nm;
6. Analise das amostras: Os espécimes foram examinados e fotografados no microscopio
eletrébnico de varredura ZEISS Auriga Compact, na Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (FCM — UERJ).
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3.12 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados foi conduzida utilizando o software GraphPad Instat.
As amostras que atenderam aos critérios de normalidade foram submetidas ao teste estatistico
paramétrico One Way ANOVA, com pos-teste de Student-Newman-Keuls. Todos os resultados
foram apresentados como média + desvio-padrdo e considerados como diferentes

estatisticamente, quando p <0,05.



42

4 RESULTADOS

4.1 Analise parasitologica dos ovos e helmintos adultos

Para analise dos dados estatisticos dos resultados do estudo parasitoldgico foram feitas
as seguintes comparac6es entre os grupos: IDP x ITDP; IDH x IDP; ITDH x IDH e; ITDH x
ITDP.

4.1.1 Oograma gualitativo

A classificacdo dos estagios evolutivos dos ovos foi avaliada no intestino delgado, de
acordo com a sua maturacdo (imaturo e maduro) e morto (Figura 9).

O percentual de ovos maduros tanto no grupo infectado, tratado e com dieta padréo
(ITDP) (-61%; p = 0,0077) quanto no grupo infectado, tratado e com dieta hipoproteica (ITDH)
(-40%; p = 0,0077) foi menor em relacdo aos grupos infectado com dieta padrdo (IDP) e
infectado com dieta hipoproteica (IDH), respectivamente. Também, houve diferenca no
percentual de ovos mortos, onde tanto o grupo ITDP (136%; p = 0,0001) quanto no grupo ITDH
(218%; p = 0,0001) foi maior em relacdo aos grupos IDP e IDH, respectivamente. Ainda, 0
grupo ITDH foi maior 35% (p = 0,0001) no percentual desse estagio quando comparado com 0
grupo ITDP. Isso mostra que o impacto do tratamento com PZQ sobre os ovos, ndo foi afetado
pela desanutricdo proteica Ja o percentual de ovos imaturos ndo mostrou diferenga (p > 0,05)

entre oS grupos.
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Figura 9 — Representacdo grafica da distribuicdo percentual de ovos (imaturos, maduros e
mortos) de Schistosoma mansoni, retidos no intestino delgado de camundongos Swiss Webster
submetidos a dieta padréo ou hipoproteica, tratados com praziquantel ou nao.

IDP IDH

11% 11%

ITDP ITDH

W Imaturo mMaduro mMorto

Legenda: IDP — Infectado e dieta padrdo; ITDP — Infectado, tratado e dieta padrdo; IDH — Infectado e dieta
hipoproteica; ITDH — Infectado, tratado e dieta hipoproteica.
Fonte: A autora, 2024.

4.1.2 Recuperacdo de helmintos

Os resultados da recuperagdo de helmintos, do seu percentual de reducéo frente ao
tratamento e da infectividade estdo representados na Tabela 2.

Como esperado, o grupo infectado, tratado e com dieta padrdo (ITDP) apresentou menor
naimero total de helmintos (-76%; p = 0,0001) quando comparado com o grupo infectado com
dieta padrdo (IDP). Também, o grupo infectado, tratado e com dieta hipiproteica (ITDH)
apresentou menor numero (- 67%; p = 0,0001) em relacdo ao grupo infectado com dieta
hipoproteica (IDH). O mesmo fendmeno foi observado tanto na média dos espécimes machos
quanto fémeas, onde o nimero de machos recuperados tanto no grupo ITDP (-78%) quanto
ITDH (-57%) foi menor (p = 0,0004) comparado aos grupos IDP e IDH,
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respectivamente. Ainda, no nimero de fémeas recuperadas, tanto o grupo ITDP gquanto o grupo
ITDH apresentaram 75% de reducdo (p = 0,0002) em relacdo aos grupos IDP e IDH,
respectivamente.

A infectividade foi menor (p = 0,0001) tanto no grupo infectado, tratado e com dieta
padréo (ITDP) (-76%) quanto no infectado, tratado e com dieta hipoproteica (ITDH) (-68%)
quando comparados aos grupos IDP e IDH, respectivamente.

Na comparacdo entre as dietas ndo houve diferenca (p>0,05) entre os grupos, mostrando

que ndo afetou a infectividade e nem o tratamento com PZQ.

Tabela 2 — Recuperacédo de helmintos adultos de Schistosoma mansoni em camundongos Swiss
Webster submetidos a dieta padrdo ou hipoproteica, tratados com praziquantel ou ndo (média +
desvio-padréo).

Grupos

Recuperacdo de helmintos
IDP ITDP IDH ITDH

Total 1747 442% 15+3 5+2P
Macho 9+4 2+1* 7+l 3+1°
Fémea 8+3 2+1% 842 2+1P

Reducdo (%) - 8l - 68

Infectividade (%) 2148 543 1944 6+2°

Legenda: IDP — Infectado e dieta padrdo; ITDP — Infectado, tratado e dieta padrdo; IDH — Infectado e dieta
hipoproteica; ITDH — Infectado, tratado e dieta hipoproteica. Diferenca significativa (p<0,05) com o
grupo: IDP (a); IDH (b). One Way ANOVA com pds teste Student-Newman-Keuls.

Fonte: A autora, 2024.

4.1.3 Anélise morfoldgica e morfométrica dos helmintos

Na analise morfologica e morfométrica dos helmintos machos adultos foram avaliados
os lobos testiculares (nimero e percentual de células germinativas), e tubérculo (quantidade,

altura e largura), onde o resultado se encontra na tabela 3.



45

Quanto as células germinativas, o grupo infectado, tratado e com dieta padrédo (ITDP) (-
79%; p = 0,0001) e o grupo infectado com dieta hipoproteica (IDH) (-45%; p = 0,0001)
apresentaram menor percentual em relacdo ao grupo infectado com dieta padrdo (IDP). Ja o
grupo ITDH demostrou menor percentual (-32%; p = 0,0159) em relacdo ao grupo IDH e
aumento (76%; p = 0,0194) quando comparado ao grupo ITDP, independente da dieta

administrada.

Por fim, foi observado reducéo de 30% (p = 0,0319) na altura dos tubérculos tanto do
grupo ITDP quanto IDH em relacdo ao IDP, e diminuicdo da largura (-35%; p = 0,0166) do
grupo IDH quando comparado ao grupo IDP.

N&o houve alteracdo tanto no nimero de lobos testiculares quanto a quantidade de
tubérculos (p > 0,05).

Tabela 3 — Dados morfoldgicos e morfométricos de helmintos adultos machos de Schistosoma
mansoni recuperados de camundongos Swiss Webster submetidos a dieta padrdo ou
hipoproteica, tratados com praziquantel ou ndo (média * desvio-padrao).

Morfologia e Morfometria Grupos
IDP ITDP IDH ITDH

Lobos testiculares
NUmero 8+1 7+2 8+2  7+1
Células germinativas (%) 100 212 5B 37PC

Tubérculo
Quantidade” 4#1  5+2 5+2 542
Altura (um) 1043 74#4% T7+2* 642
Largura (um) 1446 945 9+2* 101

Legenda: IDP — Infectado e dieta padrdo; ITDP — Infectado, tratado e dieta padrdo; IDH — Infectado e dieta
hipoproteica; ITDH — Infectado, tratado e dieta hipoproteica. *medido em 100 um de comprimento.
Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo: IDP (a); ITDP (b); IDH (c). One Way ANOVA com pos
teste Student-Newman-Keuls.

Fonte: A autora, 2024.

Na avaliacéo feita por microscopia de campo claro (Figura 10), o helminto macho adulto
recuperado do grupo da dieta padrdo e sem tratamento (IDP) apresentou células germinativas
no interior dos l6bulos testiculares (Figura 10 — A). Enquanto isso, os helmintos recuperados

dos grupos de camundongos tanto da dieta padrdo e com tratamento (ITDP)
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quanto da dieta hipoproteica sem (IDH) ou com tratamento (ITDH) mostraram células
germinativas imaturas, apresentando também espacos vazios no interior dos l6bulos testiculares
(Figural0-B, Ce D).

Figura 10 — Microscopia de campo claro de helmintos adultos machos de Schistosoma mansoni
recuperados de camundongos Swiss Webster submetidos a dieta padrdo ou hipoproteica,
tratados com praziquantel ou néo.

A

Legenda: Imagens do sistema reprodutor de helmintos adultos machos, corados com carmim cloridrico, mostrando
células germinativas no interior dos lébulos testiculares (A) e; células germinativas imaturas,
apresentando também espacos vazios no interior dos lobulos testiculares (B, C e D). Seta: Lobos
testiculares com alteracdo. A - Infectado e dieta padrdo; B — Infectado e dieta hipoproteica; C —
Infectado, tratado e dieta padréo; D — Infectado, tratado e dieta hipoproteica. Barras: 20 pm.

Fonte: A autora, 2024.

Os parametros observados na morfologia e morfometria das fémeas adultas foram:
glandulas vitelinicas (presenga de vitelo), espermateca (espermatozoides no interior) e ovo

(localizacdo) (Tabela 4). Na analise das glandulas vitelinicas, o percentual de vitelo presente
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foi maior (33%; p = 0,0001) nos grupos ITDP e IDH em relacdo ao grupo IDP. Na examinagao
da espermateca foi observado tanto no grupo ITDP (-60%; p = 0,0001) quanto no grupo IDH (-
63%; p = 0,0001) diminui¢do na porcentagem de espermatozoides em seu interior em relacdo
ao grupo IDP. Nos grupos que receberam o tratamento com PZQ, independentemente do tipo
de dieta, a porcentagem de espermatozoides na espermateca foi significativamente reduzida.
Quanto a localizagdo do ovo, foi avaliado se estavam presentes no 06tipo ou no Utero.
O grupo ITDP apresentou maior percentual (66%; p = 0,0001) de ovos no o6tipo do que o grupo

IDP. O mesmo foi constatado para o grupo ITDH (89%; p = 0,0001) comparado ao grupo IDH.

Tabela 4 — Dados morfoldgicos e morfométricos de helmintos adultos fémeas de Schistosoma
mansoni recuperados de camundongos Swiss Webster submetidos a dieta padrdo ou
hipoproteica, tratados com praziquantel ou ndo (média * desvio-padrao).

Morfologia e Morfometria Grupos
IDP ITDP IDH ITDH

Glandulas vitelinicas
Presenca de Vitelo (%) 75 100* 100* 100

Espermateca (%)

Espermatozoides 100 40* 37 33
Ovo (%)
Localizacdo
Odtipo 60 100* 53  100°
Utero 40 0 47 O°

Legenda: IDP — Infectado e dieta padrdo; ITDP — Infectado, tratado e dieta padrdo; IDH — Infectado e dieta
hipoproteica; ITDH — Infectado, tratado e dieta hipoproteica. Diferenca significativa (p < 0,05) com o
grupo: IDP (a); ITDP (b); IDH (c). One Way ANOVA com pos teste Student-Newman-Keuls.

Fonte: A autora, 2024.

A avaliacdo da morfologia dos espécimes fémeas adultos mostrou que, nos parasitos
recuperados do grupo com dieta padrdo e sem tratamento (IDP), as glandulas vitelinicas
apresentaram morfologia normal e organizacao das células dispostas em formato de “cachos de
uva” (Figura 11 — A). Ainda nesse grupo, foi observado a espermateca com abundancia de

espermatozoides em seu interior (Figura 11 — E). No entanto, nos helmintos recuperados dos
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grupos da dieta hipoproteica e sem tratamento (IDH), dieta padréo e tratado (ITDP) e dieta
hipoproteica e tratado (ITDH), as glandulas vitelinicas apresentaram escassez de células e
presenca de células imaturas (Figura 11 — B, C e D). Além disso, foi observado escassez de

espermatozoides no interior da espermateca (Figura 11 - F, G e H).
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Figura 11 — Microscopia de campo claro de helmintos adultos fémeas de Schistosoma mansoni

recuperados de camundongos Swiss Webster submetidos a dieta padrdo ou hipoproteica,
tratados com praziquantel ou néo.

., i
R e % —
& A g
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Legenda: Imagens do sistema reprodutor de helmintos adultos fémeas, corados com carmim cloridrico. A -
Glandulas vitelinicas com morfologia normal e organizacéo das células dispostas em formato de “cachos
de uva”; B, C e D — Glandulas vitelinicas com escassez de células e presenca de células imaturas; E —
Espermateca com abundéncia de espermatozoides em seu interior; F, G e H — Espermateca com escassez
de espermatozoides. A e E - Infectado e dieta padrdo; B e F — Infectado e dieta hipoproteica; C e G —
Infectado, tratado e dieta padrdo; D e H — Infectado, tratado e dieta hipoproteica. Seta: glandulas
vitelinicas com alteragdo; Es: espermateca; O: ovario. Barras: 10 um.

Fonte: A autora, 2024.
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Na analise por microscopia confocal do sistema reprodutor masculino (Figura 12), 0s
parasitos pertencentes ao grupo infectado, tratado e com dieta padrdo (ITDP) apresentaram
menor densidade de espermatozoides dentro da vesicula seminal (Figura 12 - b), células
germinativas imaturas e a presenca de vacuolos no interior dos lobos testiculares (Figura 12 -
f). No grupo infectado com dieta hipoproteica (IDH) houve menor densidade de
espermatozoides e presenca de células imaturas dentro da vesicula seminal (Figura 12 - ), além
de alteracdo morfologica tanto nas células germinativas quanto nos lobos testiculares, bem
como espacos em seu interior (Figura 12 - g). O helminto do grupo infectado, tratado e com
dieta hipoproteica (ITDH) apresentou presenca de células imaturas e menor densidade de
espermatozoides dentro da vesicula seminal (Figura 12 - d) e lobos testiculares vazios, com
presenca de células germinativas apenas na borda dos lobos (Figura 12 - h). Essas alteracées no
sistema reprodutor masculino, tanto dos grupos tratados independente da dieta, quanto o grupo sem
tartamento e com dieta hipoproteica, sugerem que o farmaco ocasiona impacto significativo na

morfologia do parasito.
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Figura 12 — Microscopia confocal do sistema reprodutor de Schistosoma mansoni adulto macho,
recuperado de camundongos alimentados com dieta padrdo (IDP) e tratados com praziquantel
(ITDP) ou alimentados com dieta hipoproteica (IDH) e tratados com praziquantel (ITDH).

Legenda: Helminto do grupo IDP com alta densidade de espermatozoides presentes na vesicula seminal (a) e
celulas germinativas com ndcleo no interior dos lobos testiculares (e). Vesicula seminal do grupo ITDP
apresentou menor densidade de espermatozoides (b), além de células germinativas imaturas e vactolos
no interior dos lobos testiculares (f). Espécime do grupo IDH com menor densidade de espermatozoides
e presenca de células imaturas dentro da vesicula seminal (c), e alteracdo morfoldgica tanto nas células
germinativas quanto nos lobos testiculares, bem como espacos em seu interior (g). O grupo ITDH com
presenca de células imaturas, menor densidade de espermatozoides dentro da vesicula seminal (d) e lobos
testiculares vazios, com presenca de células germinativas apenas na borda dos lobos (h). LT: Lobos
testiculares; VS: Vesicula seminal. Barras = 50 pum.

Fonte: A autora, 2024.
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Na analise do sistema reprodutor feminino por microscopia confocal, foi observado que
as fémeas do grupo em que os camundongos receberam dieta padrdo (IDP) apresentaram
glandulas vitelinicas com sua morfologia preservada e organizadas com células dispostas em
formato de “cacho de uva” (Figura 13 - a), ovario com estrutura preservada e com maturagéo
regular dos odcitos (Figura 13 - e). J& as glandulas vitelinicas dos helmintos dos grupos ITDP
(Figura 13 - b), IDH (Figura 13 - c) e ITDH (Figura 13 - d) apresentaram escassez de células e
presenca de células imaturas. Alem disso, também foi observado nos grupos ITDP (Figura 13
- f), IDH (Figura 13 - g) e ITDH (Figura 13 - h) ovario com odcitos dispostos de modo

desorganizado, mostrando escassez, além de presenca de muitas células imaturas.
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Figura 13 — Microscopia confocal do sistema reprodutor de Schistosoma mansoni adulto fémea,
recuperado de camundongos alimentados com dieta padrdo (IDP) e tratados com praziquantel
(ITDP) ou alimentados com dieta hipoproteica (IDH) e tratados com praziquantel (ITDH).

Legenda: O grupo IDP com glandulas vitelinicas composta por células dispostas em formato de “cachos de uva”
(a). As glandulas vitelinicas dos grupos ITDP (b), IDH (c) e ITDH (d) com escassez de células e presenca
de células imaturas. Espécime do grupo IDP com ovério de aspecto normal e com maturagdo dos odcitos
(e). A maturacdo dos odcitos no interior do ovario nos grupos ITDP (f), IDH (g) e ITDH (h) com o6citos
dispostos de modo desorganizado, mostrando escassez, além de presenca de muitas células imaturas. Seta:
odcitos; GV: Glandulas vitelinicas; O: Ovario. Barras = 50 pm.

Fonte: A autora, 2024.
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A anélise por MEV da superficie do tegumento do Schistosoma mansoni adulto macho
(Figura 14), mostrou que helmintos ndo expostos ao praziquantel (IDP e IDH) apresentaram o
tegumento normal com presenca de numerosos tubérculos compostos por espinhos, presenca de
sulcos intertuberculares e papilas sensoriais (Figura 14 - a, b, c, g, h, i), independente do tipo
de dieta administrada ao camundongo. Entretanto, os parasitos pertencentes aos grupos tratados
(ITDP e ITDH) mostraram alteragdes no tegumento (Figura 14 - d, e, f, j, k, ). Os espécimes do
grupo ITDP exibiram extensa area com auséncia ou deformacéo e achatamento dos tubérculos,
perda dos sulcos intertuberculares, descamacao e contracdo do tegumento (Figura 14 - d, e, f).
Ainda, os parasitos do grupo ITDH apresentaram severa descamacao do tegumento, expondo a
camada subtegumentar e leséo erosiva nos tubérculos, com perda de espinhos (Figura 14 - j, k,

).
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Figura 14 — Microscopia eletronica de varredura da regido antero-dorsal de Schistosoma mansoni adulto macho, recuperado de camundongos
alimentados com dieta padrdo (IDP) e tratados com praziquantel (ITDP) ou alimentados com dieta hipoproteica (IDH) e tratados com praziquantel
(ITDH).

Legenda: Os helmintos dos grupos IDP (a - c) e IDH (g - i) apresentaram superficie do tegumento normal com numerosos tubérculos compostos por espinhos, presenca de sulcos
intertuberculares e de papilas sensoriais. Os parasitos do grupo ITDP (d - f) exibiram extensa area com auséncia ou deformacédo de tubérculos, achatamento dos
tubérculos e perda dos sulcos intertuberculares, descamacdo e contracdo do tegumento. Os espécimes do grupo ITDH (j - I) mostraram severa descamacdo do
tegumento, expondo a camada subtegumentar e leséo erosiva nos tubérculos com perda de espinhos. Seta: espinhos; CS: camada subtegumentar; D: descamagcéo; L:
lesdo; PS: papilas sensoriais; Sl: sulcos intertuberculares; T: tubérculos. Barras = 10 um (a, d, f, g, j, I); 2 um (b, ¢, h, i, k); 1 um (e).

Fonte: A autora, 2024.

LS
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5 DISCUSSAO

O controle das infeccGes parasitarias e a melhora do estado nutricional das
populagdes vulneraveis exigem uma estratégia integrada de saude publica que aborde ambas
as situacdes simultaneamente. A desnutri¢do, especialmente a deficiéncia de proteina, e a
esquistossomose sdo um grande problema de satde publica em paises de baixa e média renda,
onde ambas as condicBGes coexistem frequentemente (Attem et al. 2023). As mudancas
metabolicas no hospedeiro podem afetar a biologia do parasito e a progressdo da infeccédo
(Maciel et al. 2021). Pesquisas que visam analisar o impacto das parasitoses com condigdes
néo infecciosas séo essenciais para compreender seus mecanismos e as mudancas decorrentes
dessas associacdes, possibilitando intervencbes mais assertivas (Alencar et al. 2009).

As interacdes fisioldgicas entre parasitos e hospedeiros sdo complexas e simbolizam
um esforco para preservar um estado de equilibrio. Quando combinadas, a esquistossomose e
a desnutricdo proteica criam um ciclo vicioso de agravamento da saude, exacerbando a
suscetibilidade a infecgdes e a gravidade das mesmas (Barros et al. 2009). A abordagem de
controle tradicional para a esquistossomose, baseada na quimioterapia com praziquantel,
enfrenta desafios adicionais em popula¢Ges malnutridas, pois a eficacia do tratamento pode
ser comprometida pelo estado nutricional dos individuos (Kadji Fassi et al. 2022). O
praziquantel é o farmaco de escolha contra a esquistossomose mansdnica, com acdo direta
sobre os parasitos adultos (Pica-Mattoccia e Cioli 2004). Com isso, esse estudo explorou como
a desnutricdo proteica em camundongos e a utilizagdo do farmaco praziquantel, impactaram
na eficacia terapéutica e na morfologia dos parasitos fémeas e machos adultos do S. mansoni.

Pesquisas prévias indicaram que a esquistossomose mansonica, aliada a desnutricdo
proteica, causa danos a ambas as partes. O helminto adulto exibe varias mudancas fenotipicas
que também afetam a viabilidade dos ovos (Simdes et al. 2002; Barros et al. 2009; Corréa et
al. 2011). Em nossos achados, o percentual de ovos imaturos foi maior do que o de maduros,
seja no grupo de dieta padrdo ou no grupo de dieta hipoproteica, ndo havendo diferenca do
percentual de ovos imaturos entre os grupos. Ja no tratamento com PZQ ocorreu reducgdo
consideravel de ovos maduros e, consequente aumento de ovos mortos, independente da dieta
administrada, resultados esses que sdo corroborados por estudos anteriores (Araujo et al.
1999). Em humanos, o sucesso do tratamento € avaliado pela auséncia de ovos eliminados nas
fezes (Sissoko et al. 2009). Em contextos experimentais, a eficacia de um medicamento nédo
é mensurada apenas pela recuperacao de parasitos, mas também pelas alteracfes no oograma

qualitativo. Um dos critérios para verificar a eficacia de um farmaco € a auséncia ou
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diminuicdo de ovos em estagios de desenvolvimento, retidos no intestino (Aradjo et al. 1999).
A infectividade também foi reduzida em ambos os grupos que receberam o farmaco.

Apesar de trabalhos anteriores mostrarem que camundongos alimentados com dieta
hipoproteica apresentaram menor infectividade em relacdo aos animais que foram alimentados
com dieta padréo (Maciel et al. 2021), o mesmo ndo aconteceu em nosso trabalho. Entretanto,
a terapéutica com PZQ reduziu o nimero de parasitos recuperados, diminuindo a carga
parasitaria independente da dieta, com percentual de reducdo acima de 50%. Abou-EI-Naga e
colaboradores (2019), mostraram que camundongos infectados expostos ao PZQ com 500
mg/kg apresentaram redugdo na carga total média de parasitos. Em nosso estudo foi usado
uma dose de 100 mg/kg, e mesmo assim uma eficacia de pelo menos 50% foi alcangada. Dados
semelhantes foram observados por Kadji Fassi e colaboradores (2022), usando como modelo
experimental camundongos BALB/c.

Os espécimes adultos de S. mansoni residem na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado, de onde obtém nutrientes essenciais para sua sobrevivéncia e desenvolvimento.
Eles absorvem esses nutrientes tanto pela superficie corporal, o tegumento (Pereira et al.
2011), quanto pela ingestdo de sangue (Braschi et al. 2006). Durante a digestdo das hemacias
(Tallima et al. 2007; Skelly et al. 2014), os parasitos degradam a hemoglobina, convertendo o
heme téxico em hemozoina. Neste processo, os lipidios fornecem um ambiente propicio para
a cristalizacdo do heme (Oliveira et al. 2005). Por ser toxica, a hemozoina é regurgitada pelos
helmintos através da via oral (Skelly et al. 2014).

O mecanismo do PZQ no helminto adulto, envolve o aumento da entrada de calcio
no parasito, a contracdo muscular e consequentemente alteracdes na superficie (Cioli et al.
2014). Ao entrarem em contato com o PZQ in vitro, os helmintos sofrem imediatamente
aumento do influxo de Ca? . Observa-se a vacuolizacio e lesdes no tecido e estruturas
subcutaneas em individuos adultos. Isso danifica o tegumento e revela os antigenos da
superficie do parasito, resultando no seu reconhecimento e eliminagdo pelo sistema
imunologico do hospedeiro (Xiao et al. 2009).

A MEV ja obteve informagGes importantes tanto a respeito do estudo da interacdo
do S. mansoni com moléculas do hospedeiro (Neves et al. 2007a; Pereira et al. 2011; Brand&o-
Bezerra et al. 2019) quanto na avaliacdo de danos no tegumento do helminto adulto apos a
exposicao a potenciais farmacos esquistossomicidas, revelando padrdes especificos de danos
gue podem orientar futuras estratégias terapéuticas (Buchter et al. 2018).

O tegumento do S. mansoni é crucial para sua sobrevivéncia, uma vez que participa

da absorc¢éo de nutrientes, producdo de metabdlitos, equilibrio osmético e protecdo contra o
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sistema imunolégico do hospedeiro. Um estudo in vitro e in vivo, onde foi utilizado o PZQ,
mostrou alteracbes no tegumento de helmintos machos como, vacuolizagdo e extensiva
descamacéo na superficie dorsal do tegumento, diminuicdo da presenca de espinhos, além da
destruicdo dos tubérculos e espinhos, e regides com ulceracdo (Matos-Rocha et al. 2016; Pinto-
Almeida et al. 2016; Winkelmann et al. 2022). Essas alteracfes foram semelhantes as
encontradas em nossos estudos nos helmintos dos grupos tratados, independente da dieta
(ITDP e ITDH) do nosso estudo. Ja os parasitos recuperados de camundongos que foram
alimentados com a dieta hipoproteica e ndo foram tratados (IDH), apresentaram morfologia
semelhante aos helmintos do grupo da dieta padrdo e nédo tratados (IDP). No entanto, estudo
(Barros et al. 2009) mostra que uma dieta pobre em proteina pode causar alteracdes
morfologicas no tegumento desses helmintos. Porém, Barros e colaboradores (2009) nédo
utilizaram a MEV para avaliar o tegumento ultraestruturalmente.

A literatura mostra que a desnutri¢do proteica associada a esquistossomose é capaz
de promover alteracGes no sistema reprodutor do S. mansoni (Neves et al. 2001; Barros et al.
2009). De modo semelhante em nossos achados em nossos achados, observamos que a dieta
hipoproteica promoveu reducdo no percentual de células germinativas no interior dos lobos
testiculares em relacéo ao grupo da dieta padréo (IDP). Isso possivelmente explica uma menor
quantidade de espermatozoides dentro da vesicula seminal, além da presenca de células
imaturas em seu interior. J& as fémeas, apresentaram menor quantidade de espermatozoides no
interior da espermateca, escassez de células e presenca de células imaturas nas glandulas
vitelinicas, ovario com odcitos desorganizados e com presenca de muitas células imaturas.
Também, as mesmas alteracBes encontradas tanto em machos quanto em fémeas foram
observadas em ambos grupos tratados (ITDP e ITDH), independente da dieta.

Os resultados deste estudo ressaltam a necessidade critica de uma estratégia integrada
de saude publica que aborde simultaneamente infeccGes parasitarias e deficiéncias
nutricionais em populagdes vulneraveis. Ao examinar a interagdo entre desnutricéo proteica e
esquistossomose, fica evidente que essas condi¢des se agravam mutuamente, resultando em
desfechos de saude mais graves. Nossos estudos mostraram que, o praziquantel continuou
sendo um tratamento eficaz para a esquistossomose, sua eficacia ndo foi influenciada pelo
estado nutricional do hospedeiro. As mudancas morfologicas observadas nos helmintos,
particularmente sob condicdes de desnutricdo proteica, destacam as respostas adaptativas do
parasito e o impacto potencial na transmissdo e gravidade da doenga. Logo, focar tanto nas
condi¢Bes nutricionais quanto nas infecgbes parasitarias é essencial para melhorar 0s

resultados de saude nas populacdes afetadas, demonstrando a importancia de uma abordagem



multifacetada no combate a esses desafios de saude quando associados.
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CONCLUSAO

O estado de estresse imposto ao parasito, seja pela baixa oferta de proteinas ou pela
acao do farmaco praziquantel, resultou em significativas mudancas morfoldgicas tanto no
sistema reprodutor masculino e feminino, assim como no tegumento do S. mansoni. Ainda, a
dieta hipoproteica ndo foi capaz de comprometer a atuacédo do praziquantel sobre o parasito.
Além disso, esse € o primeiro estudo que evidenciou a morfologia do tegumento de helminto
recuperado de animais com desnutricdo proteica e tratados com praziquantel, utilizando a
MEV, o que forneceu um melhor entendimento da fisiologia e biologia do parasito sob a

condicédo adversa do hospedeiro.
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