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RESUMO

Galvao, B. H. A. Translocacdo bacteriana em camundongos infectados com
Schistosoma mansoni submetidos a desnutricdo. 2014. Tese de Doutorado.
Universidade Federal de Pernambuco - Centro de Ciéncias da Saude. Programa de
P6s Graduacado em Medicina Tropical. Recife. Pernambuco.

Introducédo: Desnutricdo e esquistossomose sdo problemas de saude publica que
ocorrem simultaneamente em regides endémicas do mundo. Nessas zonas 0
Schistosoma mansoni, observa-se, frequentemente, uma sobreposicdo de
desnutricdo e infeccdo parasitaria. As lesdes intestinais causadas pela infeccéo
parasitaria e o efeito de uma nutricdo deficiente na resposta imunolégica intestinal,
como ocorre na desnutricdo, podem predispor ao desenvolvimento do processo de
translocacdo bacteriana. Objetivo: Observar se em camundongos adultos na fase
cronica da esquistossomose, submetidos a desnutricdo no periodo do aleitamento,
h& diferenca na ocorréncia de translocacdo bacteriana em relacdo ao sexo.
Métodos: Camundongos fémeas Swiss webster (n=60) foram divididos, no periodo
de aleitamento, em 2 grupos: Nutrido (N) e Desnutrido (D) — amamentados por maes
alimentadas com dieta contendo 17% e 8% de proteina a base de caseina,
respectivamente. Aos 35-45 dias de vida, 15 animais de cada grupo foram
infectados com, em média, 30 cercarias de S. mansoni, constituindo 0s grupos:
Nutrido Infectado (NI), Nutrido Nao Infectado (NNI), Desnutrido Infectado (DI) e
Desnutrido Nao Infectado (DNI). O peso corporal (PC) dos animais foi mensurado
diariamente no periodo de aleitamento e semanalmente a partir do 22° dia. 45 dias
apos a exposicao cercariana, foi realizada a confirmacéo da infec¢cdo pelo método
de Kato-katz. Aos 161 dias de vida, os animais foram eutanasiados para coleta de
amostras biologicas para estudo da translocacdo bacteriana (TB), analises da
microbiota e morfometria intestinal. Para estudo da TB, foram coletados sangue
periférico e da veia porta, fragmentos de érgdos e linfonodos mesentéricos. Para a
microbiota, as fezes foram coletadas da regido média do intestino delgado.
Segmentos desta regido foram seccionados transversalmente e longitudinalmente
para analise morfométrica. Resultados: Os animais do grupo D apresentaram um
menor ganho de PC em relacédo ao grupo N a partir do 3° dia, diferenca observada
durante todo o periodo experimental. Verificou-se um maior indice de TB nos
animais infectados, comparando-os aos nédo infectados. Entre os infectados, houve
uma maior incidéncia de TB no grupo D comparado ao N, entretanto, a diferenca
nao foi significativa quanto ao sexo. Observou-se um maior nimero de ovos e
vermes recuperados no grupo N, entretanto ndo houve diferenca na maturacao de
ovos na mucosa intestinal. Quanto a morfometria intestinal, houve diferenca entre NI
e NNI para altura e éarea da vilosidade, e apenas na altura para NI e DNI.
Observamos uma maior diversidade de colonias nos grupos de animais desnutridos,
controle e esquistossomoticos. Conclusdes: A desnutricdo modifica a resposta
imune e pode favorecer translocacao bacteriana em camundongos, em ambos 0s
sexos e é mais intensa nos animais infectados por S. mansoni.

PALAVRAS-CHAVE: Esquistossomose. Desnutricdo. Translocagéo bacteriana.



ABSTRACT

Galvao, B.H.A. Bacterial translocation in mice infected with Schistosoma mansoni
subjected to malnutrition 2014. Thesis (PhD), Federal University of Pernambuco.
Center of Medical Sciences Health. Postgraduate Program in Tropical Medicine.
Recife. Pernambuco.

Introduction: Malnutrition and schistosomiasis are worldwide public health problems
that can occur simultaneously. On the endemic areas, people who suffer from
malnourishment frequently have a Schistossoma mansoni infection. Intestinal injuries
caused by parasites and the nocive effects of malnutrition on the intestinal immune
defenses can promote bacterial translocation process. Aim: To evaluate if maternal
low protein diet on the lactation period predispose the adult mice on chronic phase of
S. mansoni infection to intestinal bacterial translocation. We also study if the
malnutrition effects were sex-related. Methods: Sixty Swiss Webster female mice
were bred, and in the lactation period they were divided in two groups: Nourished
(N) that received a 17% casein based diet; and Malnourished (M) that received an
8% casein based diet. On the period of 35-45 days of life, 15 pups from each group
were infected with 30 cercariae of S. mansoni, approximately. Then, the following
groups were formed: Non Infected Nourished (NIN); Infected Nourished (IN); Non
Infected Malnourished (NIM); and Infected Malnourished (IM). Offspring body weight
(BW) was measured daily until weaning, and then weekly starting on the 22" day of
life. The infection was confirmed by Kato-katz method 45 days after cercariae
exposure. On the 161st day of life the samples were collected to determine the
intestinal bacterial translocation and the intestinal morphometry. Peripheral and
portal blood, organs fragments and mesenteric lymph nodes were collected to
determine the occurrence of intestinal bacterial translocation. Feces were collected
from medium length of small intestine and used for bacterial profile identification.
Additionally, transversal and longitudinal sections of the small intestine (medium
length) were used for morphometric analysis. Results: Mice from M group presented
lower body weight than mice from N group starting on the 3rd day of life until the end
of the experiment. Infected mice presented higher bacterial translocation levels than
non infected ones. Among infected groups, there were higher levels of bacterial
translocation in M group when compared to the N group. However, these differences
were not sex-related. Mice from N group showed a higher number of eggs and
worms recovered, although there were no differences on the eggs maturation in the
intestinal mucosa. Regarding intestinal morphometry, mice from IN group showed
higher villosity height and area than NIN group. Still, mice from IN group presented
lower villosity height than NIM group. On the intestinal bacterial profile analysis, only
mice from the M group, non infected or infected, showed higher diversity when
compared with N group. Conclusions: Early life malnutrition impairs the immune
response and promotes the intestinal bacterial translocation in adult mice. These
effects are not sex-related and are aggravated in the presence of S. mansoni
infection.

KEYWORDS: Schistosomiasis. Malnutrition. Bacterial translocation.
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Translocacdo bacteriana em camundongos infectados com Schistosoma mansoni submetidos a desnutricdo
neonatal.

~

LINTRODUCAQ

Desnutricdo e esquistossomose sdo problemas de salde publica que
ocorrem simultaneamente em muitas regides endémicas do Brasil e do mundo. E
frequente a associacdo da esquistossomose e a desnutricdo, uma vez que a
deficiéncia nutricional é capaz de interferir na formacao de processos essenciais
para a defesa do hospedeiro. (PORDEUS et al., 2008) Na desnutricdo, a maioria
dos mecanismos de defesa do organismo esta prejudicada. Além disso, as
infeccbes sdo as maiores causas de morbidade e mortalidade em individuos
severamente desnutridos (MELO et al., 2007).

Dados epidemiolégicos tém mostrado efeitos prejudiciais de desnutricdo e
infeccdo no estado de saude, cognicdo e comportamento em criancas afetadas
com morbidades concorrentes (STEPHENSON et al.,, 2000, CROMPTON &
NESHEIM, 2002; MUNIZ et al., 2002; HUGHES & KELLY, 2006; CASAPIA et al.,
2007; JARDIM-BOTELHO et al., 2008). Estudos anteriores no Nordeste do Brasil
tém demonstrado que a esquistossomose mansonica e desnutricdo muitas vezes
se sobrepdem (COUTINHO et al., 1997) e a infeccdo exerce um efeito negativo
sobre o desenvolvimento de criangcas em idade escolar (PARRAGA et al., 1996,
ASSIS et al., 1998).

Estudos clinicos e experimentais sugerem que a desnutricdo intra-uterina
estd intimamente associada com adversidades na idade adulta (GODFREY &
BARKER, 2000, VICKERS et al., 2001). Entre as criancas, a desnutricdo
energético-protéica é o disturbio nutricional mais prevalente e muitas vezes, ocorre
durante a gestacdo (DESAI et al., 2000). De fato, dados experimentais relataram
que a desnutricdo materna durante o periodo critico da lactacdo pode ter efeitos
deletérios durante a vida adulta da prole, mesmo que os animais tenham feito
reposicao nutricional (PASSOS et al.,, 2000, 2004; VICENTE et al., 2004;
FAGUNDES et al., 2007; MOURA et al., 2007; LISBOA et al., 2008).

As doengas infecciosas e parasitarias tém efeitos desfavoraveis sobre o
estado de nutricdo (SCRIMSHAW et al., 1997), embora a influéncia do parasitismo
intestinal ainda gere controvérsias. Modelos experimentais de infeccdo pelo S.
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mansoni tem contribuido notavelmente para o melhor conhecimento da patologia e
da patogénese da esquistossomose mansonica (CHEEVER et al., 2000). Esta
patologia, nas regibes endémicas, assume papel importante, restringindo a
utilizacdo biolégica dos alimentos, especialmente pelas lesdes hepaticas e
intestinais que s&o provocadas nos individuos infectados (BATISTA FILHO &
BARBOSA, 1985).

As lesdes intestinais causadas pela infeccdo parasitaria e o efeito de uma
nutricdo deficiente na resposta imunoldgica intestinal, como ocorre na desnutri¢ao,
podem predispor ao desenvolvimento do processo de translocacédo bacteriana.
Esse processo pode ocorrer por falha na barreira intestinal e estd caracterizado
pela absorcdo prejudicada de nutrientes, comprometimento da resposta
imunologica intestinal e aumento da permeabilidade do intestino. (DE-SOUZA e
NETO, 2005)

A translocacdo esta associada ao risco aumentado de sepse, supondo o
intestino, como o causador da mesma. Esta hipétese propde que a bactéria, que
normalmente reside dentro do lumen intestinal, possa translocar através das
células do epitélio intestinal e atuar como propagadora da sepse em sitios
distantes (WIEST & RATH, 2003).

Acredita-se que para ocorrer a passagem de micro-organismos e
endotoxinas da luz intestinal para a corrente sanguinea ha necessidade da
existéncia isolada ou conjunta de danos na imunidade do paciente, alteracéo da
microbiota e quebra da barreira defensiva da mucosa intestinal (DWINELL et al.,
2003; WIEST & RATH, 2003). Na literatura pesquisada, ndo foram encontrados
estudos que esclaregcam as davidas a respeito da associacdo de translocagéo
bacteriana, desnutricdo e esquistossomose mansoénica, mesmo sabendo que o
ultimo provoca, além de alteragbes no sistema imunolégico, dano ao intestino,
sistema porta e Linfonodos Mesentéricos (LM).

Em individuos esquistossomoéticos pode ocorrer drenagem prejudicada por
acdo mecanica, traumdtica, irritativa e espoliativa dos parasitos adultos que se
alimentam de sangue e obstruem os vasos. A acdo traumatica dos vasos

mesentéricos deve-se também aos ovos espiculados que os atravessam pelo
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intestino e sdo expelidos nas fezes (KATZ & ALMEIDA, 2003). Além disso,
sabe-se que ocorre baixa resposta imune celular na fase cronica da doenca
(CARVALHO et al., 1994). Demonstrou-se recentemente que ha predominio de
resposta de linfécitos T auxiliares 2 (Th2) na forma hepatoesplénica da
esquistossomose (PEARCE et al., 1991; WILLIAMSN et al., 1994). A resposta
Th2 predominante inibe, por sua vez, a resposta Thl, fato que poderia provocar
imunodeficiéncia relativa.

A esquistossomose, como agente facilitador de doencas bacterianas,
encontra-se bem documentada na associacdo com bactérias Gram-negativas
(TEIXERA, BINA & BARRETO, 1976). Ja foi descrita a interacdo da
esquistossomose com bactérias Gram-positivas (LABERTUCCI et al., 1990).
Estudos experimentais mostraram maior ocorréncia de abscesso hepético
estafilococico em camundongos portadores de esquistossomose quando
comparados aos controles sem a doenca (TEXEIRA et al., 1995). No caso das
bactérias aerdbicas Gram-negativas, a translocacdo pode ocorrer com certa
facilidade, até mesmo em individuos nédo injuriados, com enterdécitos intactos.
Bactérias anaerdbicas, translocam apenas em situagcdes em que o intestino se
encontra estruturalmente danificado. Estudos mostram que bactéria intestinal
pode causar doenca sistémica em individuos imunodeprimidos sem outras
condicbes associadas. Isto leva a crer que disfuncdo imune promove
primariamente translocacéo bacteriana (TB) (WIEST & RATH, 2003).

A TB envolvendo a barreira da mucosa intestinal tem sido estudada como
causa de sepse em pacientes susceptiveis, incluindo aqgueles com cirrose e
hipertenséo porta (STRAUSS & CALY, 2003; MATTOS et al., 2003). Entretanto,
existem poucos trabalhos na literatura que investiguem bacteremia em
esquistossomoticos como consequéncia da TB. NISHIOKA et al (1992) relatou
um caso de associacdo de bacteremia por Serratia mascescens e
esquistossomose mansénica, mas ndo cogita a possibilidade de translocagéo.
Em 1993, FERRAZ et al., estudando modelo de peritonite experimental em
camundongos com esquistossomose, reforcaram as pesquisas clinicas que

diagnosticaram maior susceptibilidade as infeccbes. Em estudo de série de
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casos, FERRAZ et al (2005) evidenciaram a prevaléncia de bactérias aerébias
em LM de pacientes com esquistossomose hepatoesplénica e conclui que a
presenca destas bactérias, como consequéncia da TB, pode desempenhar um
papel no desenvolvimento de complicacdes infecciosas pos-operatoria no grupo
de pacientes estudados.

Ainda h4 muito o que esclarecer sobre a associacdo entre organismos
adultos submetidos a desnutricdo perinatal, seguida de recuperacao nutricional e
as doencas parasitarias como esquistossomose, e 0s componentes da defesa
imunitaria. Além da contribuicdo cientifica, estes estudos experimentais podem
auxiliar em planejamento de estratégias em saude publica voltadas para aquelas
populacdes acometidas de desnutricdo no passado e com infeccbes parasitarias
no individuo adulto.

Diante da existéncia de lacunas na compreensdo de determinadas
respostas imunoldgicas no processo de TB e esquistossomose, considerando que
o0 estado nutricional do hospedeiro € tido como um dos provaveis fatores
coadjuvantes no agravamento da infeccdo parasitaria (SILVA, 2008), o presente
estudo se contribuira com conhecimentos a cerca dos aspectos imunolégicos
envolvidos na associacdo entre esquistossomose mansoOnica e translocacéo
bacteriana, avaliando-os em camundongos submetidos ou ndo a desnutricdo
neonatal. Nenhum estudo até o momento explorou, os efeitos conjuntos da
desnutricdo neonatal seguida de reposi¢cao nutricional, da esquistossomose na
sua fase crbnica e da translocacdo bacteriana. Portanto, é bastante relevante
determinar se a desnutricdo durante o periodo de lactacdo pode ocasionar no
organismo adulto, sequelas nas suas defesas frente a uma infeccdo pelo

Schistosoma mansoni.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Esquistossomose mansoénica

2.1.1 Aspectos epidemioldgicos
Dentre as doencas parasitarias, a esquistossomose € um problema de

saude publica mundial e se destaca como uma das infec¢cdes que mais afetam as
populacbes humanas. O numero de paises considerados endémicos para
esquistossomose aumentou de 77 em 2010 para 78 em 2011, refletindo a
independéncia do Suddo do Sul em 2011 (WHO, 2013). Segundo a Organizacéo
Mundial de Saude, em 2011, a distribuicdo da doenca esta representada na figura
1(WHO, 2010).

Figura 1 - Mapa da distribuicdo da esquistossomose.
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Estima-se que aproximadamente 25 milh6es de pessoas estejam expostas
ao risco de contrair a doenga, e que 2,5 a 6 milhdes se encontram infectadas
(WHO, 2010). As areas endémicas e focais abrangem 19 estados no Brasil. A
esquistossomose ocorre de forma endémica nos estados de Sergipe, Maranh&o,
Bahia, Rio Grande do Norte, Paraiba, Alagoas, Espirito Santo, Minas Gerais e
Pernambuco. No Para, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina,
Parana, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal, a transmisséo é focal, ndo
atingindo grandes areas (BRASIL, 2011).

O percentual de positividade no periodo de 1990 a 2010 aponta uma
prevaléncia média de 8%. Mesmo nas unidades da Federagdo consideradas
endémicas, a distribuicdo espacial da esquistossomose ndo é homogénea. As
areas mais afetadas séo caracterizadas por condicdes precarias ou inexistentes
de saneamento basico, pobreza, baixos niveis de escolaridade e agua tratada
(BRASIL, 2011).

As sugestbes atuais da OMS preconizam que o0 controle da
esquistossomose deve ser realizado de forma que haja uma integracdo de
diferentes acdes: tratamento dos infectados, promocdo da educacdo em saude,
implementagdo de saneamento basico e fornecimento de agua tratada (WHO,
2008).

O panorama mundial mostra que a esquistossomose foi eliminada do Japao
e da Tunisia e esta proxima da eliminagdo no Marrocos e em algumas ilhas do
Caribe. Progressos substanciais foram realizados para o controle da infeccdo no
Brasil, China e Egito (ZHOU et al., 2008). Por outro lado, a esquistossomose tem
sido identificada em &reas ndo endémicas, o que aumenta a preocupacédo de que
a migracao descontrolada, o turismo rural, o desenvolvimento de novas represas e
sistemas de irrigacdo, o desmatamento e o aquecimento global possam acelerar a
transmissdo (ENK et al., 2010a; FENWICK, 2006; STEINMANN et al., 2006;
ZHOU et al., 2008;).

A esquistossomose, segundo o Ministério da Saude, continua sendo uma
parasitose relevante no Brasil, embora a Politica de Vigilancia Epidemiologica

esteja em atividade a mais de uma década. Ressalta-se ainda que a morbidade e
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a mortalidade da doenca estejam relacionadas as manifestagBes clinicas
decorrentes da fase cronica da doenca (FERREIRA e SILVA, 2007; BRASIL,
2011).

No estado de Pernambuco, a esquistossomose € endémica na regido rural,
acometendo pessoas de baixa renda e apresentando-se comumente na forma
crénica. O principal hospedeiro intermediario de ocorréncia no estado é o molusco
Biomphalaria straminea. Entretanto, em razdo das migragcdes de trabalhadores
rurais, bem como o crescimento dos espacos urbanos, a doenca migrou em
direcdo ao litoral, veiculada por um novo caramujo, Biomphalaria glabrata, e
atingindo populacdes de maior renda, assumindo nesse contexto, um carater de
infeccdo aguda. Apenas no ano de 2011, mais de 300 casos foram registrados em
todo o estado de Pernambuco (COUTINHO et al., 1997; BARBOSA et al., 2001;
BRASIL. S. V. S., 2011).

Apesar do diagndstico e tratamento serem relativamente simples, o controle
da esquistossomose demanda medidas de saneamento basico, bem como
educacdo da populacdo, representada pelas mudancas de comportamento dos
individuos residentes de areas endémicas. O principal objetivo dessas medidas é
a interrupcdo do ciclo evolutivo do parasita, porém, encontra obstaculos
importantes, tais como, a populacdo de caramujos, a ndo disponibilidade de uma
vacina, o tempo necessario para a populacdo mudar seus habitos e o custo das
obras de saneamento basico, entre outros (CARVALHO et al., 1998; KATZ, 1999;
KATZ e PEIXOTO, 2000; KATZ e ALMEIDA, 2003; COURA e AMARAL, 2004,
FERREIRA e SILVA, 2007).

Sao varias as agbes de controle que o governo brasileiro propde para
enfrentar o grave problema de salde publica da esquistossomose. Para tanto, sao
desenvolvidas estratégias que propde tratar a comunidade residente nas areas de
maior risco, de modo a reduzir a transmissdo e complicacbes da doenca.
Inimeras acdes s&o necessarias para o controle e erradicagdo de doencgas
parasitarias, entre elas a necessidade de melhorias nas condicdes de
saneamento. O Ministério da Saude (2013) desenvolveu o plano integrado de

acOes estratégicas de eliminacdo de doencas negligenciadas e outras
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relacionadas com a pobreza (OPAS: CD49. R19/2009), essas formam um
conjunto de doencas que tendem a coexistir em areas em que a populacdo
apresenta precarias condi¢des de vida. Esse plano busca o compromisso politico
e institucional de reducdo da carga das doencas em eliminacdo e otimizar os
recursos disponiveis para o enfrentamento desse grupo de doencas relacionadas
a pobreza, entre elas a esquistossomose (BRASIL, 2013).

Ainda em 2013, o governo brasileiro publicou uma portaria n°® 3.097 cuja
finalidade é a implantacdo de acdes contingenciais de vigilancia, prevencdo e
controle da hanseniase e esquistossomose, como problemas de saude publica.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013)

Dessa forma, pesquisas para o melhor entendimento da patogénese da
doenca, bem como a compreensdao da associacdo da esquistossomose com
outras doencas infecciosas, podem contribuir no implemento de acdes, cujo
objetivo seja buscar novos instrumentos de controle da doenca, bem como
tratamento, permitindo assim, a reducdo da morbidade e mortalidade causadas

pela parasitose.

2.1.2 Transmisséao
A cadeia de transmissao da esquistossomose acontece quando o hospedeiro

definitivo infectado elimina ovos viaveis de S. mansoni pelas fezes que entram em
contato com colecbes de agua, contaminando-as. Neste ambiente, 0s ovos
eclodem liberando uma forma larvar ciliada, denominada miracidio, que infecta o
hospedeiro intermediario, moluscos planorbideos do género Biomphalaria.

No caramujo, os miracidios passam por modificagbes morfologicas e se
multiplicam na forma de esporocistos, dando origem as formas larvares infectantes,
denominadas cercérias. Estas séo eliminadas na 4gua e, ao encontrar o mamifero
suscetivel (humanos, alguns primatas e roedores), penetram ativamente na pele ou
mucosas. Ao penetrar no hospedeiro definitivo, as cercarias perdem a cauda e se
transformam em esquistossomulos. Estes, invadem preferencialmente os vasos
venosos e sao carregados passivamente para o coracdo e bombeados para os

pulmbes até alcancarem o figado, onde se desenvolvem e amadurecem
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sexualmente. No figado, os vermes adultos acasalam e migram para as veias
mesentéricas do intestino, onde as fémeas passam a liberar ovos que, na luz
intestinal, sdo eliminados com as fezes do hospedeiro, recomecando o ciclo (LENZI
et al., 2008).

Diferentes medidas de intervencdo podem ser usadas para reduzir a
morbidade da doenca, bem como, prevenir ou interromper a transmissdo do
parasito entre o homem e o molusco hospedeiro intermediario (Figura 1). Essas
medidas incluem a quimioterapia, o saneamento ambiental, o controle de
moluscos, o abastecimento de agua e a educacdo ambiental e em salde. A
quimioterapia tem duplo beneficio: reduzir a morbidade causada pela presenca dos
vermes adultos no hospedeiro humano e diminuir o nimero de ovos eliminados no
meio ambiente. O saneamento ambiental tem a vantagem de evitar ou reduzir a
contaminacéo das cole¢des hidricas pelos ovos eliminados nas fezes, impedindo a
liberac@o de miracidios que, de outra forma, infectariam o hospedeiro intermediario.
O controle de moluscos visa reduzir sua densidade populacional, impedindo a
evolucdo das formas larvares do parasito intra-molusco. A provisdo de agua
encanada tem o beneficio de prevenir o contato humano com colecdes de agua
contaminadas por cercarias. JaA a educacdo ambiental e em saude tem como
objetivo fortalecer o exercicio da cidadania através da participacdo de toda a
populacdo no contexto e no cotidiano do controle da esquistossomose. Como
nenhuma das medidas acima tém se mostrado efetiva por si s6, o sucesso do
controle da esquistossomose depende de seu uso combinado, levando em conta
as peculiaridades de cada area. (MOZA et al., 1998; UCHOA et al., 2000)

A esquistossomose € considerada uma doenca multifatorial (GAZZINELLI et
al., 2006), estando sua ocorréncia associada tanto a determinantes intrinsecos
como extrinsecos. Os determinantes intrinsecos sao de natureza biolégica como os
fatores genéticos e a resposta imune dos individuos suscetiveis. Esses
determinantes sao importantes objetos de investigacdo que podem gerar novas
tecnologias para o controle da esquistossomose, como vacinas, novos farmacos e
técnicas de diagndésticos mais eficazes. Os determinantes extrinsecos sdo os de

ordem socioecon6mica, ecologica e comportamental e também sdo importantes
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alvos das acgOes voltadas para a prevencao e o controle. Esses determinantes
estdo relacionados, principalmente, a pobreza, as condi¢des precérias de moradia,
a auséncia de saneamento basico, a presenca do hospedeiro intermediario nas
colecbes hidricas, ao contato humano com a agua contaminada, ao pouco
conhecimento sobre a doenca, a dificuldade de acesso aos servigcos de saude,
dentre outros. Varios grupos de pesquisa no Brasil identificaram diversos fatores
tanto intrinsecos quanto extrinsecos em comunidades endémicas, levando a uma
maior compreensdo do padrdo epidemiolégico da doenca e reconhecendo a
necessidade de medidas de intervencéo integradas para o controle sustentado da
endemia em nosso pais (BARRETO, 1991; BARBOSA FS; COIMBRA Jr, 1992;
LIMA e COSTA et al., 1994; COURA-FILHO, 1994; BARBOSA CS, 1998;
GAZZINELLI A et al., 1998, 2001, 2006a; XIMENES et al., 2000, 2003; ALVES-
OLIVEIRA et al., 2006; GAZZINELLI MF et al., 2006, 2008; GUIMARAES et al.,
2006; ARAUJO et al., 2007; CALDAS et al., 2008).

2.1.3 Adoenca
As alteracdes fisioldgicas geradas na infeccdo causada pelo S. mansoni

acompanham o desenvolvimento do parasita no hospedeiro. A cercaria, 0
esquistossémulo e o verme adulto exercem papéis diferenciados na geracdo da
patologia. A doenca ir4 se desenvolver em duas fases, uma fase inicial chamada
de aguda e a fase posterior chamada a fase crbénica. Esta fase pode apresentar 3
formas clinicas: intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica. (REY, 2008)

A evolucéo clinica da doenca € dependente da resposta do hospedeiro a
invasdo, ao desenvolvimento e a oviposi¢cdo do verme. Tal evolugcdo pode alcancar
formas clinicas extremamente graves envolvendo guadros de
hepatoesplenomegalia, fibrose hepatica, varizes esofagianas, hemorragias
digestivas e consequentemente, a morte. A evolucado para formas crbnicas da
doenca esta relacionada a intensidade da infeccdo e geralmente ocorre em
localidades onde a prevaléncia esta entre 2 a 7% (MESQUITA, 2004).

Na fase aguda, o homem ou outro hospedeiro definitivo pode apresentar

dermatite cercariana decorrente da morte de parte das cercarias que penetraram
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na pele. As manifesta¢ges clinicas sdo micropapulas, com intensidade e duracéo
geralmente  pequenas (LAMBERTUCCI; SILVA; VOIETA, 2005). O
desaparecimento dos sinais cutaneos corresponde ao periodo de incubacao, que
pode durar de quatro a oito semanas, quando ha o desenvolvimento dos
esquistossdmulos (DOMINGUES; DOMINGUES, 1994).

Essa fase caracteriza-se clinicamente por febre elevada, mal estar geral,
astenia, urticaria, tosse seca, nauseas, vOmitos, cefaléia, diarréia, dores
musculares e desconforto abdominal (KATZ; ALMEIDA, 2003). Em virtude desses
sintomas também ocorrerem em varias outras doencas infecciosas e parasitarias,
0 quadro clinico pode nao sugerir o diagnéstico. O exame fisico pode detectar
abdome distendido e doloroso, com figado e baco aumentados (REY, 2008). Caso
nao seja diagnosticada e tratada corretamente, a doenca pode evoluir para a fase
cronica (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Na fase cronica inicial, os principais sintomas s&o indisposi¢ao, vertigem,
anorexia, empachamento pés-prandial e surtos diarreicos, alternados por
constipacdo intestinal (LAMBERTUCCI et al., 2000; KATZ e ALMEIDA, 2003;
BARBOSA et al., 2004).

Quando o paciente evolui para a doenca crbnica, podendo durar varios
anos, ocorrem sinais de progressao para diversos 6rgaos. A patogénese da forma
cronica resulta da resposta imune dos hospedeiro aos ovos do helminto
depositados, principalmente no sistema venoso portal. A fibrose periportal
resultante dessa resposta imune leva ao surgimento da hipertensdo portal, quadro
clinico caracteristico da fase crénica (JESUS et al., 2000).

Nas areas endémicas, a forma intestinal € muito comum sendo mais
frequentemente encontrada em pacientes cronicamente infectados que,
geralmente, sdo assintomaticos. Na maioria dos casos, 0s sintomas permanecem
discretos enquanto a carga parasitaria for baixa e o acumulo de ovos nos tecidos
for pequeno. Nesse estagio, as lesbes hepaticas sdo moderadas e os sintomas
tais como, perda de apetite, desconforto abdominal, astenia, cdlicas intestinais,
diarréia e disenteria sdo geralmente brandos e bastante variaveis, podendo

persistir durante anos, pela dificuldade de diagnostico, aléem de haver sintomas
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similares a outros tipos de doenca (DOMINGUES; DOMINGUES, 1994;
LAMBERTUCCI et al., 2000). A medida que os ovos sdo arrastados pela
circulacado e se alojam no figado, a parasitose se agrava, levando o paciente a
desenvolver a forma hepatointestinal. Embora a sintomatologia de ambas as
formas seja semelhante, as lesGes hepéticas na forma hepatointestinal sdo mais
intensas que na intestinal, com baco e figado discretamente palpaveis
(DOMINGUES; DOMINGUES, 1994; REY, 2008).

Com o progresso da doenca o paciente pode evoluir e desenvolver a forma
hepatoesplénica, que se caracteriza pelo comprometimento e aumento
consideravel do figado e baco (DOMINGUES; DOMINGUES, 1994). A forma
hepatoesplénica compensada € caracterizada por hepatoesplenomegalia com
discreta hipertensdo portal. Nessa fase, ha pacientes que permanecem na sua
forma clinica estacionaria ou podendo evoluir para a forma mais grave da doenca,
a hepatoesplénica descompensada, a qual acomete uma porcentagem pequena
da populacdo infectada (cerca de 10%), dependendo da é&rea de estudo
(ANDRADE; VAN MARCK, 1984). Os altos indices de mortalidade por
esquistossomose ocorrem, principalmente, nessa forma, sendo suas principais
manifestacbes clinicas ascite, circulagdo colateral e formacdo de varizes
gastroesofagicas, decorrentes da hipertensdo portal ocasionada pela fibrose
hepatica de Symmers. Quando essas varizes rompem, ocorrem hemorragias
digestivas graves, muitas vezes fatais (BRASIL, 2006; PRATA, 1997; REY, 2008).

O conhecimento da patobiologia da esquistossomose em individuos que
sofreram desnutricdo contribuira para preencher uma lacuna no conhecimento
guanto ao impacto que a doenca parasitaria exerce em individuos com alteractes
metabdlicas. A associacdo dessas desordens tem alto impacto financeiro para o
sistema publico de saude, onde o entendimento ir4 subsidiar o planejamento das
acO0es em saude coletiva para que promovam estratégias e assim minimizar a

mortalidade.

2.2 Translocacgdo microbiana via TGl
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2.2.1 Generalidades
Dentre todos os sistemas orgéanicos, o trato gastrointestinal (TGI) é

reconhecido como um sistema cujo papel ndo é exclusivo a a¢bes de digestdo e
excrecdo de alimentos, mas também um 6érgdo metabdlico e de defesa a micro-
organismos e moléculas antigénicas (MacFIE, 2004). Ele possui uma arquitetura
fisiolégica eficaz composta por varios componentes, tais como uma barreira celular
composta por uma camada de células epiteliais colunares interpostas por células
especializadas como linfocitos e células M, tecido linféide associado ao intestino,

suco gastrico, enzimas pancreaticas, bile, muco e peristaltismo.

Em condigbes normais, o TGl abriga uma comunidade microbiana
extremamente densa e diversa, chamada de microbiota normal, indigena ou
residente podendo ser colonizado por cerca de 10'* micro-organismos (DUNNE,
2001). Toda esta comunidade microbiana pode se localizar no limen, nas criptas
de Lieberkuhn ou na superficie do epitélio intestinal. A concep¢do e manutencdo
constitui um processo complexo multifatorial, como: dieta, idade, utilizacdo de
antimicrobianos, utilizacdo de probiéticos e prebidticos, ambiente, microbiota
materna, via de parto, interacdo microbiana, presenca de certos genes e
receptores, demanda nutricional e além da sucesséo ecologica. (VAN DER WAAIJ,
1989; BOURLIOUX et al., 2003). Segundo Nicoli (1995), a microbiota é um
ecossistema imensamente complexo, que pode ser comparado a uma entidade

funcional dentro do hospedeiro.

Algumas das fung¢des da microbiota intestinal tém consideravel importancia
para o hospedeiro. Entre elas, a resisténcia a colonizacédo, a modulacdo do sistema
imunoldgico e participacdo na nutricdo do hospedeiro (McFARLAND, 2000). De
forma geral, os micro-organismos da microbiota residente sédo in6cuos e benéficos
na sua localizagdo normal no hospedeiro e na auséncia de anormalidades.
Entretanto, os membros da microbiota podem provocar doencas em certas
circunstancias. Estes micro-organismos estdo adaptados ao modo de vida néo-

invasivo, definido pelas limitagdes do meio ambiente. Se forem retirados das
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restricbes desse ambiente e introduzidos na corrente sanguinea ou em tecidos,

esses agentes pode, torna-se patogénicos. (BARBOSA et al., 2010)

As evidéncias clinicas e laboratoriais mostram a alta incidéncia de
infeccOes sistémicas em diversas situacfes de injaria organica, aliada a
presenca de uma microbiota especifica para cada tipo de infec¢do, dados que
levou & formacdo do conceito de translocacdo microbiana. O intestino foi
considerado o local mais importante na origem destas infeccdes, pelo fato de
ser um grande reservatério de micro-organismos. Estes permanecem no limen
intestinal, pois sao contidos por uma eficiente barreira mucosa (SCHLEGEL et
al., 2000; WIEST & RATH, 2003).

De inicio, a translocacdo foi definida como sendo a passagem de
bactérias viaveis através do revestimento mucoso e da lamina prépria para os
linfonodos e, possivelmente, para outros tecidos estéreis (BERG, 1995).
Posteriormente, este conceito foi modificado e ampliado, definindo-se como a
passagem de microbios viaveis e ndo viaveis, assim como de seus produtos, a
exemplo das endotoxinas e antigenos, através do processo da permeabilidade
intestinal. O processo de translocacdo depende do papel de barreira exercido
pela mucosa intestinal, sendo auxiliada pelos componentes do sistema imune
celular (enterécitos, macréfagos e linfocitos T) e humoral (IgG, IgM e IgA
secretoria) (WIEST, RATH, 2003). Varios estudos em animais tém demonstrado
que translocacdo é fendbmeno multifatorial, que pode ser resultado do
rompimento do equilibrio normal da microbiota residente, o que contribui para
excessivo crescimento de determinadas bactérias. O sistema imunologico do
hospedeiro definhado ou a ruptura fisica da barreira intestinal também podem,
isoladamente ou em associacao, facilitar a passagem de bactéria via intestino
(GENCAY et al., 2008; ZANONI et al., 2009; NIKITENKO, STADNIKOV,
KOPYLOV, 2011).

De acordo com a literatura existem varios fatores preponentes para
translocacdo bacteriana, € comum entre os autores que para ocorre TB, o
processo esta associado a trés principais mecanismos: 0 aumento da

permeabilidade da mucosa intestinal, o perfil imunolégico e o aumento da
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microbiota intestinal. Neste contexto, qualquer alteracdo de um ou todos esses
componentes, pode favorecer a passagem de bactérias ou antigenos para locais
extraintestinais (Figura 2), acarretando serias complicacbes (NAABER et al.,
2000; GABE, 2001).

Figura 2 - Representacdo esquemética das vias de translocagéo
bacteriana intestinal.
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Fonte: Vaishnavi (2013).

Dentre os fatores que corroboram para que a translocacdo bacteriana
ocorra, € o aumento da microbiota intestinal o principal fator. O microambiente
do TGI contém uma grande variedade de micro-organismos aerobios e
anaerobios, os quais impedem a colonizagdo de micro-organismos patogénicos
exégenos, empregando diversos mecanismos, como por exemplo, o de barreira
de colonizagao. Diferentes fatores estao envolvidos com a reducgéao da fungéo da
barreira de colonizacéo, dentre eles, a desnutricdo, choque, o uso de antibioticos
orais, administracdo de nutricdo enteral e parenteral, obstrucdo da vesicula e
mais recentemente distUrbios psiquiatricos. Diversos micro-organismos podem
ser translocados através da membrana intestinal entretanto, sob velocidades
distintas. A capacidade de translocacdo € maior em linhagens especificas de
bactérias, principalmente as que possuem maior capacidade de aderéncia e

fixacdo ao epitélio produtor de muco. Esta capacidade geralmente esta
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associada aos bacilos entéricos portadores de fimbrias, por exemplo, alguns
tipos de Escherichia coli. Dentre as bactérias Gram-negativas as
Enterobactérias, tais como E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis translocam de
forma rapida, S. epidermidis de forma intermediaria, enquanto geralmente os
anaerobios, por exemplo, Bacteroides, Clostridium e Fusobacterium, em uma
taxa muito lenta (BERG, 1995; MacFIE, 2000; MacFIE, 2004).

Alguns autores demonstram que diferentes elementos microbianos estao
envolvidos no processo de translocacdo. Alguns desses parametros podem ser
divididos em anatébmicos e funcionais, isto €, nos fatores intrinsecos que
influenciam no numero e grau de viruléncia das bactérias que translocam
facilmente; nos fatores que interferem na aderéncia provocando danos epiteliais
e favorecendo a penetracao por estresse oxidativo, acidose ou deplecdo de ATP
e finalmente, fatores relacionados a resposta imune local e sistémica do
hospedeiro contra a translocacao (WIEST e RATH, 2003).

O estado imunolégico consiste no segundo mais importante fator,
implicado com a translocacéo bacteriana. Em circunstancias normais, 0s micro-
organismos translocados sdo fagocitados antes de atingirem os linfonodos
mesentéricos e/ou vasos sanguineos. No entanto, quando a resposta
imunologica esta comprometida por alguma razdo, como nos casos de
desnutricdo, asplenia, atimia, uso de imunodepressores e leucemia, o evento se
manifesta de forma mais agressiva, podendo evoluir para quadros infecciosos

Y

sistémicos. Entretanto, cabe ressaltar que mesmo relacionada a morbidade
nesta condi¢cdo clinica, a translocacdo bacteriana ndo é considerada um
elemento iniciador (BERG, 1995; MacFIE, 2004).

A literatura descreve que bactérias da microbiota intestinal podem causar
doenca sistémica em individuos imunossuprimidos, sem outras condicdes
associadas. Entende-se que o dano imunologico promove primariamente
translocacdo (JANEWAY et al.,, 2002; WIEST, RATH, 2003; MACFIE, 2004).
Contudo, a ocorréncia de translocacdo bacteriana para os linfonodos
mesentéricos em animais saudaveis foi observada por pesquisadores e tem sido

considerada como parte de estimulacdo normal antigénica do tecido linfoide
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associado ao intestino, mesmo na auséncia de injuria (SCHLEGEL et al., 2000;
STEINBERG, 2003). O processo de translocacdo ocorre em 3 estagios; no
primeiro estagio, a bactéria atravessaria a mucosa intestinal, alcancando os
linfonodos mesentéricos; no segundo estagio, a bactéria migraria dos linfonodos
mesentéricos para outros 6rgdos como figado, bago, pulmdes e rins; € no
terceiro e Ultimo estagio, a bactéria se disseminaria pela cavidade peritoneal e
sangue, provocando sepse. (BERG,1995)

Varios sdo 0s percursos possiveis por meio dos quais 0S micro-
organismos poderiam translocar do intestino para outros locais. A literatura
referencia que a translocacéo, utilizando particulas inertes, sugerem que estas
particulas poderiam translocar através do epitélio intestinal, possivelmente como
passageiros passivos dentro de células fagociticas moveis (ALEXANDER et al.,
1990; WIEST, RATH, 2003). Tem sido sugerido que o mecanismo pelo qual as
bactérias atravessariam a barreira mucosa seria principalmente através do
préprio enterdcito. ALEXANDER et al. (1990) demonstraram que a taxa de
translocacao bacteriana € maior através dos enterécitos do que entre eles e que
isto ocorreria por processo diferente da fagocitose ou exocitose classicos, sendo
observado em enterdcitos morfologicamente intactos. Leva-se a acreditar que a
capacidade de internalizacdo atraves destes enterdcitos estaria ligada ao grau
de diferenciacdo destes e a sua producdo de integrinas. Em seguida, foi
observado que nem a maturidade do enterécitos e tampouco, sua producao de
integrinas, aumentariam a capacidade de penetragdo de micro-organismos.
Entretanto, mostrou-se que 0s micro-organismos internalizam-se mais facilmente
guando sdo expostos as membranas laterais dos enterdcitos (HESS et al.,
2001).

Entre as células que compde o tecido intestinal, € notorio que o macrofago
tecidual exerce funcdo chave no processo de translocacdo. Ja descrito que
bactérias Gram-negativas como a E. coli marcadas com substancias radioativas
mostraram translocar através de transito direto pelos enterdcitos, chegando a
lamina propria onde séo fagocitadas por macréfagos que transportam a bactéria

até os linfonodos mesentéricos, assim as bactérias sobreviventes sao liberadas
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(WIEST, RATH, 2003). RUNDLES e LIN (1998) mostraram que existe o
transporte direto de Salmonella do trato digestério até a corrente sanguinea
também se daria através de macréfagos, presentes na lamina propria. Entéo,
deslocaria até nodulos linfaticos, figado, baco e medula d6ssea, alcancando
assim a corrente sanguinea. Muitas vezes o macrofago se mostra incapaz de
matar o micro-organismo, servindo entdo como seu meio de transporte.

Outra via de entrada microbiana sugerida seria através das bordas em
escova incomum células de membrana, encontradas em porcentagens variaveis
no intestino de diferentes espécies. Estudos mostram que elas transportam
antigenos através da mucosa até o tecido linféide, onde ocorrem as respostas
imunitarias (BRANDTZAEG, 1998). Levando em conta esse mecanismo, foi
publicado que em espécies de Yersinia as células de membrana de murinos séo
alvos preferenciais para invasédo, podendo também ocorrer colonizagdo e leséo
das placas de Peyer. O mesmo tem sido relatado com a Shigella flexneri, que
também invade células de membrana de coelho, com subsequente lesdes as
placas de Peyer (JANEWAY et al., 2002). Existem outras evidéncias em animais
gue bactérias patogénicas invadem células de membrana e danificam placas de
Peyer, podendo ser esta uma das provaveis rotas que levariam a internalizacéo
de componentes da microbiota. Entretanto, segundo JEPSON, CLARK (1998),
as células de membrana constituem pequena proporcdo da superficie da
mucosa e, portanto, os autores acreditam na existéncia de outras rotas de igual
importancia.

Em sintese, varios estudos tém mostrado que a translocagdo bacteriana
pode ocorrer pela via paracecular ou transcelular (MacFIE, 2000). No entanto,
em condicbes que alterem a homeostase, como na esquistossomose em

individuos desnutridos, pode ocorrer translocacao bacteriana.

2.2.2 Translocacao bacteriana na esquistossomose
A esquistossomose, como agente facilitador de doencas bacterianas,

encontra-se bem documentada na associagdo com bactérias Gram-negativas
(TEIXERA, BINA & BARRETO, 1976). Em menor escala, evidenciou-se a
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interacdo da esquistossomose com bactérias Gram-positivas (LABERTUCCI et
al., 1990). Estudos experimentais mostraram maior ocorréncia de abscesso
hepatico estafilococico em camundongos portadores de esquistossomose
gquando comparados aos controles sem a doenca (TEXEIRA et al.,, 1995). No
caso das bactérias aerébicas Gram-negativas, a transloca¢do pode ocorrer com
certa facilidade, até mesmo em individuos néo injuriados, com enterdcitos
intactos. Bactérias anaerébicas, translocam apenas em situagcdes em que o
intestino se encontra estruturalmente danificado. Estudos mostram que bactéria
intestinal pode causar doenca sistémica em individuos imunodeprimidos sem
outras condigbes associadas. Isto leva a crer que disfungdo imune promove
primariamente translocacao bacteriana (TB) (WIEST & RATH, 2003).

O processo de translocacdo envolvendo a barreira da mucosa intestinal
tem sido estudada como causa de sepse em pacientes susceptiveis, incluindo
agueles com cirrose e hipertenséo porta (STRAUSS & CALY, 2003; MATTOS et
al., 2003). Entretanto, existem poucos trabalhos na literatura que investiguem
bacteremia em esquistossomoticos. NISHIOKA et al. (1992) relatou um caso de
associacdo de bacteremia por Serratia mascescens e esquistossomose
mansonica, mas ndo cogita a possibilidade de translocacdo. Em 1993, FERRAZ
et al.,, estudando modelo de peritonite experimental em camundongos com
esquistossomose, reforcaram as pesquisas clinicas que diagnosticaram maior
susceptibilidade as infeccfes. Em estudo de série de casos, FERRAZ et al.
(2005) evidenciaram a prevaléncia de bactérias aerébias em LM de pacientes
com esquistossomose hepatoesplénica e conclui que a presenca destas
bactérias, como consequéncia da TB, pode desempenhar um papel no
desenvolvimento de complicagbes infecciosas poés-operatéria no grupo de
pacientes estudados.

S80 escasso dados na literatura que demonstre associacdo da
esquistossomose ao processo de translocacdo bacteriana. Nos Uultimos anos
estudos experimentais foram publicados por nosso grupo de pesquisa,
demonstrando existir co-relacdo direta de translocacdo na esquistossomose.

Segundo Lima (2012), em modelo experimental de esquistossomose crbnica
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murina demonstrou que houve translocacdo bacteriana para linfonodos
mesentéricos, baco, figado e sangue periférico e foi mais prevalente em
camundongos fémeas.

De acordo com Weber Sobrinho (2012), também evidenciou uma incidéncia
aumentada de TB em animais infectados por S. mansoni pdés-esplenectomia
terapéutica, verificando ainda uma elevacdo nos niveis de IL-10 nos grupos
infectados.

Mais recentemente, Oliveira (2013), ao estudar os aspectos imunolégicos
da associacdo da esquistossomose cronica e desnutricAo neonatal evidenciou

tendéncia de translocagéo bacteriana em ambos 0s grupos.

2.3 Esquistossomose e desnutri¢cao

A esquistossomose e desnutricdo sdo problemas de saude publica que
acometem grande parcela da populacdo mundial, e € mais frequente em paises
em desenvolvimento (ATINMO et al., 2009; WHO, 2009). Segundo as estimativas
da FAO (2013), cerca de 840 milhdes de pessoas passam fome no mundo, ou
seja, recebem uma alimentacdo insuficiente para suprir as necessidades
energéticas minimas. Embora, esses dados ainda sejam alarmantes, este nimero
representa uma reducéo de 36 milhdes em relacdo a medida do triénio 2008-2010,

conforme observado na figura 3.

Figura 3 - Evolucdo da fome no mundo e na América Latina e Caribe de 1990/92-
2011-13.
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As deficiéncias nutricionais podem gerar consequéncias severas para 0O
organismo, principalmente quando ocorrida nos primeiros anos de vida (BROWN,
POLLITT, 1996). Muitos fatores podem causar desnutricdo, sendo que a maioria
deles esta associado com a ma alimentacdo ou infec¢cdes graves repetidas,
especialmente em populagdes carentes (Rice et al., 2000).

Em humanos, eventos importantes para imunocompeténcia sao iniciados
ainda no embrido e continuam na primeira semana de vida. Em roedores, a
competéncia imunoldgica também ¢é adquirida gradualmente apdés o nascimento
(SILVA et al., 2008). Estes constituem periodos criticos de desenvolvimento do
sistema imunolégico, nos quais ocorrem a evolucdo e maturacdo dos
componentes celulares e moleculares essenciais para a defesa do organismo
(CHANDRA, 1997). Durante estes estagios criticos, 0 sistema imune fica mais
propenso a injurias ambientais em razdo dos processos implicados no seu
desenvolvimento que ocorrem com muita rapidez (MORGANE, 1993). Assim, no
homem e no camundongo, o inicio da vida pode ser considerado critico para o
desenvolvimento do sistema imunologico, onde as agressdes nutricionais poderao
ocasionar comprometimento da resposta imune, com seqielas na capacidade de
defesa do individuo adulto (WADE et al., 1983; CUNNIGHAN-RUNDLES et al.,
2005).
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Acometimentos ambientais precoces incidindo nos periodos criticos de
desenvolvimento podem acarretar efeitos permanentes sobre estruturas e funcdes
de sistemas organicos com repercussao na vida adulta (PEREIRA et al., 2009).
Pesquisas indicam que a dieta materna durante a gestacdo, bem como a nutricao
peri-natal inadequada, podem afetar a organogénese e, consequentemente, a
funcdo organica na maturidade (CAMELO et al., 2005). Em modelos
experimentais, algumas alteracbes produzidas pela desnutricdo s&do mais
evidentes, tais como a reducdo do peso corporal e determinadas alteracdes no
desenvolvimento (SILVA et al., 2008). Dependendo da intensidade e da duragéo
das altera¢des nutricionais, os danos terdo impacto maior ou menor sobre todo o
organismo durante toda a vida (GUEDES, MELO, TEODOSIO, 2004).

Estudos experimentais e epidemiolégicos tém mostrado que estas agravos
ambientais durante os periodos fetal, neonatal ou infancia levariam o adulto a
apresentar problemas como hipertensdo arterial, doencas cardiovasculares,
problemas renais, podendo repercutir nas defesas organicas (CAMELO et al.,
2005). Deficiéncia de nutrientes essenciais predispde o individuo a uma cascata
de reacBes adversas, eventos metabdlicos que comprometem a capacidade do
corpo de se adaptar, recuperar e sobreviver (SILVA et al.,, 2008). O mecanismo
associado com estes eventos € chamado de programacéo (PEREIRA et al., 2009).

Diante de toda literatura, os achados sobre privacdo nutricional durante o
periodo neonatal pode implicar em mudancas no padréo fisiolégico do individuo na
vida adulta, e principalmente quando existe associacdo a doencas parasitarias,
COMO ha esquistossomose mansonica.

A literatura € concordante que a esquistossomose € responsavel néo
apenas pela morbidade provocada pela parasitose, podendo levar a 6bito em
decorréncia da patologia de base da parasitose e suas complicagdes. Ainda que
esta parasitose pode ter reflexos sobre o estado nutricional do hospedeiro
vertebrado, e consequentemente alterar o curso natural da doenca.

Especula-se que o estado nutricional se inclui entre os fatores capazes de
determinar as consequéncias da infeccéo e a variabilidade na resposta imune do

hospedeiro. Estudos clinicos e epidemiologicos sugerem que as deficiéncias
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nutricionais alteram a imunocompeténcia e aumentam o risco de infec¢do, sendo a
desnutricdo reconhecida como um determinante fundamental da resposta imune e
como causa frequente de imunodeficiéncia no mundo (CHANDRA, 1997). A
desnutricdo e as infec¢cbes entéricas frequentes reduzem a disponibilidade de
nutrientes, devido ao aumento das necessidades metabdlicas, alteracdo na
absorcao e transporte de nutrientes e aumento das perdas destes, por processos
como, por exemplo, a diarréia (EMERY, 2005; HODGES & GILL, 2010). Além
disso, foi proposto que deficiéncias nutricionais podem comprometer a integridade
da mucosa intestinal, resultando em aumento da permeabilidade e diminuicdo da
secrecdo de enzimas, podendo assim contribuir para a translocacéo bacteriana, e
susceptibilidade a infeccbes (FERRARIS & CAREY, 2000).

Ainda que diversos trabalhos mostrem os efeitos em longo prazo da
desnutricdo, poucos enfocam o periodo critico da lactacdo. Quando imposta nesse
periodo, a desnutricdo pode ser um agente estressor indutor de alteracdes tardias
na resposta imunoldgica (QUEIROS-SANTOS, 2000), implicada em diversas
alteracOes fisiologicas e metabolicas (SANTHIAGO et al., 2006), relacionadas a
depressao do Sl.

Na deficiéncia energético-protéica, sdo comuns os danos causados a
imunidade inata, como por exemplo, a perda da integridade das barreiras fisicas
do epitélio e das mucosas. Isto permite o livre acesso de micro-organismos aos
orgdos internos e a circulacdo, podendo, assim, aumentar a suscetibilidade aos
agentes infecciosos e a gravidade das infeccbes (CHANDRA et al. 1997;
MORGAN, 1997). O complexo desnutricdo-infeccdo pode ser visto sob diferentes
aspectos: a desnutricdo pode induzir alteracdes nos mecanismos de defesa do
individuo; a infeccdo pode agravar o estado nutricional deficiente, previamente
instalado; ou ainda, pode haver desenvolvimento de desnutricdo em decorréncia
da prépria doengca (BORELLI et al., 1998; BRUNDTLAND, 2000). Desta forma,
além da desnutricao facilitar a invasado do agente, favorecendo a sua proliferacdo
no organismo e/ou producdo de toxinas, pode também aumentar as chances de

uma infeccdo secundaria ao modificar a evolugdo e prognéstico de uma
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determinada doenca (BRUNDTLAND, 2000; CUNNINGHAM-RUNDLES et al.,
2005).

Vale ressalta as repercussfes do parasitismo do helminto sobre o estado
nutricional do hospedeiro vertebrado ocorrem por quatro mecanismos: a) reducéo
da ingestédo devido a anorexia ou falta de apetite; b) reducdo na absorcdo de
nutrientes pelo TGI; ¢) reducdo na utilizacdo de nutrientes (por distarbios do
metabolismo e do transporte de nutrientes, sobretudo decorrentes de lesao
hepatica nas formas graves) e d) excrecdo anormal de nutrientes e eletrélitos.
Todos esses mecanismos predispde o hospedeiro a processos infecciosos
secundéarios a esquistossomose, devido a imunodepressdo ocasionada pela
associacdo da desnutricao e a parasitose.

Levando em consideracdo que a deficiéncia protéica é considerada um
potente imunodepressor (MEIRA, 1995), Oliveira et al. (2004) avaliaram a resposta
imune humoral e celular em camundongos esquistossométicos desnutridos nao
isogénicos, na fase crbnica da infeccdo. Os animais com deficiéncia protéica
apresentaram baixos titulos séricos de I1gG1, 1gG2b e 1gG3 em relacdo a
camundongos eutréficos infectados. Contudo, ndo houve diferenca quanto a
producao das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-5 nos dois grupos de animais estudados.

Estudos experimentais em camundongos infectados por S. mansoni tém
permitido avancar no conhecimento sobre a esquistossomose e desnutricdo. A
capacidade de adaptar os processos metabdlicos as mudancas ambientais
influencia o comportamento do helminto dentro do hospedeiro em acdes ainda
mais agressivas e tornando o hospedeiro vulneravel a processos infecciosos
secundérios a infeccdo parasitaria.

A justaposicdo da esquistossomose com a desnutricdo em regides
endémicas pode levar a uma sucessédo de danos sociais e econémicos, com um
aumento significativo dos custo para o tratamento e manutencdo de indicios
acometidos pela sobreposicdo da esquistossomose e desnutricdo. Além disso, é
importante reinterar que a mortalidade encontrada em criangcas desnutridas,
agravada por doencas infectoparasitarias é evitavel e tratavel por intervencdes

acessiveis como o refor¢co dos sistemas de educacéo e saude.
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Apesar de estar bem estabelecido, que a desnutricdo agrava o curso da
esquistossomose tanto em modelos experimentais e estudos clinicos e que
consequentemente pode aumentar a susceptibilidade a infec¢cdes secundarias.
Nesse sentido, ainda sdo necessarios estudos que possam compreender lacunas
existentes entre a desnutricdo no inicio da vida e como infec¢do parasitaria na
vida adulta podem levar o aparecimento de complicacbes de cunho infeccioso.
Assim de forma a contribuir, mobilizar e incentivar com resultados proveitosos que
poderdo dar base para definir estratégias adequadas no sentido de reduzir os

indices de morbidade e mortalidade de ambas as doencas.

46



Translocacdo bacteriana em camundongos infectados com Schistosoma mansoni submetidos a desnutricdo
neonatal.

3. HIPOTESES

e Camundongos esquistossomoticos sdo mais susceptiveis a translocacao

microbiana que camundongos néo infectados;

e Camudongos desnutridos e esquistossomaéticos sdo mais susceptiveis a
translocacdo microbiana que camundongos esquistossomaéticos e

eutroéficos;

e Na esquistossomose mansonica, a microbiota do trato gastrointestinal
tem padrbes diferentes que os observados na microbiota normal de

camundongos sem a doenca;

e As bactérias que causam infeccbes em esquistossomoticos sao as

mesmas que compdem a microbiota normal,

e Camundongos esquistossomoticos desnutridos fémeas sdo mais
suscetiveis as alteracdes da microbiota gastrointestinal, devido ao

género experimental.

e Ocorre lesdo da  mucosa intestinal em camundongos

esquistossomoticos.

e QOcorre lesdo da mucosa intestinal de forma mais severa em

camundongos esquistossomoticos e desnutridos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Investigar em camundongos adultos com esquistossomose mansonica em

fase crbnica, submetidos a desnutricdo no periodo do aleitamento, a ocorréncia

de translocacao bacteriana.

Observar se em camundongos adultos, submetidos a desnutricdo no

periodo do aleitamento, ha diferenca na ocorréncia de translocagéo bacteriana

em relacdo ao sexo.

4.2 Objetivos especificos

v" Verificar a ocorréncia de translocagdo bacteriana via TGl em camundongos

v

infectados ou ndo pelo S. mansoni, submetidos ou ndo a desnutricao.
Comparar camundongos esquistossométicos na fase crbnica e
camundongos sem infeccdo, quanto as alteracbes da microbiota
gastrointestinal; peso; alteracdes morfométricas da parede intestinal;
positividade de cultura de sangue porta e periférico, além de culturas de
amostras dos linfonodos mesentéricos, figado e baco.

Comparar camundongos desnutridos e seus pares controles, quanto as
alteracdes da microbiota gastrointestinal; peso; altera¢cdes morfométricas da
parede intestinal; positividade de cultura de sangue porta e periférico, além
de culturas de amostras dos linfonodos mesentéricos e figado.

Comparar camundongos esquistossomoéticos desnutridos com seus pares
controles, quanto as alteragcbes da microbiota gastrointestinal; peso;
alteracbes morfométricas da parede intestinal; positividade de cultura de
sangue porta e periférico, além de culturas de amostras dos linfonodos
mesentéricos e figado.

Comparar camundongos esquistossomoéticos desnutridos com seus pares
controles, quanto as alteracdes da microbiota, e observar a diferenca entre

0S SeXos.
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5. METODOLOGIA

5.1. Desenho do estudo

Foi realizado um estudo experimental, com caracteristicas de um estudo de
intervencdo. Além disso, trata-se de um estudo com caracteristicas de
intervencdes experimentais que sdo avaliadas separadamente e em combinacéo e
contra o controle. No presente estudo, o desfecho é a translocacéo bacteriana.

Os animais para o estudo nao foram randomizados, pois foram criados nas
mesmas condi¢cdes ambientais. Desta forma, qualquer diferenca existente entre os
grupos foi atribuida a intervencao avaliada.

Na investigacdo estritamente experimental, pode-se operar com uma
definicdo bastante limitada das causas como nexos obrigatorios e univocos
entre fatores (Esquistossomose mansoénica na fase crbnica e as alteracfes
causadas no hospedeiro pela desnutricdo neonatal) e efeitos (translocacéo
bacteriana). A experimentacdo em condi¢cdes laboratoriais, com alto grau de
controle, pode estabelecer, com certa margem de seguranca, O carater
etiol6gico da esquistossomose mansoénica para a producdo da translocacao
bacteriana (ROUQUAYROL & ALMEIDA FILHO, 2003).

O modelo de estudo experimental € o Unico que pode fornecer um
controle eficaz das confusGes provocadas pelas variaveis de confundimento.
Isso porque, além das condicbes controladas de observacdo, teremos a
facilidade de execugdo uma vez que o mesmo sera desenvolvido em animais
experimentais, que apresentam respostas parecidas aos humanos em relacao
a esquistossomose, ja que a linhagem de camundongos Swiss frequientemente
utilizada apresenta variabilidade genética (ndo isogénicos) o que facilita

comparar os resultados.

5.2 Animais e dietas
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Foram utilizados como modelo experimental, camundongos machos e

fémeas da linhagem Swiss webster, que foram fornecidos pelo Biotério do

Laboratério de Imunologia Keizo Asami (LIKA).

Os animais foram obtidos acasalando-se machos e fémeas, com idade

entre 90 e 120 dias, na propor¢do de um macho para trés fémeas, por um
periodo de 16 dias (HARKNESS, 1993). O diagndstico da prenhez foi realizado

pela observacdo do crescimento do ventre. Um dia apds o nascimento, a

ninhada foi padronizada em seis filhotes por mae. Este nimero parece conferir
maior potencial lactotréfico (FISHBECK, RASMUSSEN, 1987). Neste mesmo
dia, adotado como primeiro dia de vida do animal, as ninhadas foram divididas

em dois grupos:

1) Nutrido - constituido por filhotes amamentados por maes

submetidas a dieta contendo 17% de proteina a base de caseina

utilizada como fonte protéica (Tabela 1);

2) Desnutrido - constituido por filhotes amamentados por maes

submetidas a dieta contendo 8% de proteina a base de caseina

utilizada como fonte protéica (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo (g/100g da mistura) das racdes

utilizadas na alimentacdo materna

Ingrediente Caseina a Caseina a
17% 8%

Amido de Milho 41,01 48,51
Caseina 18,89 8,89
Amido dextrinizado 13,05 16,65
Sacarose 10 12,1
Oleo de Soja 7 4
Celulose 5 5
Mix Mineral (AIN 93 3,5 3,5
G)

Mix Vitaminico (AIN 1 1
93)

L-Cistina 0,3 0,1
Bitartarato de Colina 0,25 0,25
BHT 0,0014 0,0008
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Fonte: REEVES et al.,1993.

Os animais dos dois grupos foram amamentados durante os primeiros

21 dias ap06s o nascimento - periodo de aleitamento (HARKNESS, 1993). Neste

periodo foram registrados diariamente (em balanca eletrbnica digital —

Gehaka®) os pesos corporais (PC) de cada animal, a fim de acompanhar o

peso corporal durante a manipulagcdo nutricional. A partir do 22° dia de vida

(desmame), os filhotes foram separados de suas méaes, passando a consumir

Labina®, dieta padrdo do biotério (Tabela 2), o registro do peso corporal foi

realizado semanalmente até o final dos experimentos a fim de acompanhar a

evolugéo ponderal.

Tabela 2 - Composicdo da dieta padrdo Labina® (Purina do Brasil)

utilizada na alimentacédo dos animais.

Enriquecimento Enriquecimento Niveis de garantia (%)
20000V
Vitamina A Piridoxina 6mg Umidade (max) 13
I
Vitamina D3 6000UI Biotina 0,1mg Proteina (min) 23
Vitamina E 30Ul Colina 2000mg Extrato Etéreo 2,5
Vitamina K 6mg Manganés 50mg Matéria Fibrosa (max) 9,0
Vitamina B12  10mg lodo 2mg Matéria Mineral (méx) 8,0
Vitamina B2 8mg Ferro 65mg Célcio (max) 1.8
Pantetonato
24 mg Zinco 35mg Fosforo (min) 0,0
de Calcio
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Niacina 95mg Cobre 26mg
Tiamina 4mg Antioxidante 100mg

Acido Folico  0,5mg

Fonte: Agribrands do Brasil Ltda.

Os animais foram mantidos em uma mesma sala e em condigbes
ambientais similares, alojados em gaiolas especiais (machos separados das
fémeas) camas de maravalha (anteriormente autoclavada), com livre acesso

para racao para camundongos e dgua estéril ad labitum (Figura 4).

Figura 4 - A. Camundongos Swiss webster. B. Gaiolas de camundongos, com
cama de maravalha, racdo Labina® e bebedouro, alojadas no Biotério do
LIKA/UFPE.

Fonte: Préprio autor.

5.3 Formacé&o dos grupos de estudo

Foram utilizados 100 camundongos, parte destes foram submetidos a
desnutricdo, 50 machos e 50 fémeas, com 35 dias de nascidos. Destes, 50
camundongos (25 machos e 25 fémeas) foram infectados com S. mansoni e 50
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camundongos (25 machos e 25 fémeas) constituiram o grupo dos néo-

infectados com S. mansoni.

Cento e sessenta dias ap0s a exposicado cercariana, 0s camundongos

foram sacrificados, de acordo com 8 grupos propostos para o estudo,

conforme a figura 5:

- MACHOS - FEMEAS
e MNN - Machos nao- e FNN - Fémeas nao-
infectados eutroficos infectadas eutroficos

e MNE - Machos nao-
infectados desnutridos

e MIN — Machos infectados
eutroficos

e MIE — Machos infectados
desnutridos

e FNE - Fémeas nao-
infectadas desnutridos

e FIN — Fémeas infectadas
eutroficos

e FIE — Fémeas infectadas
desnutridos

Figura 5 - Distribuicdo de grupos de camundongos que foram submetidos a

estudos.

N&o-equistossomaticos
(n=20)

Esquistossomoticos

(n=25)

Desnutridos Desnutridos
(n=13) (n=13)

v
Eutréficos

(n=12)

Esquistossométicas

Fémeas
(n=40)

N&o-equistossomoticas
(n=20)

(n=20)

Fonte: Préprio autor.
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5.4 Categorizacao das variaveis
5.4.1 Variaveis independentes
Nome Definicdo conceitual Definicéo operacional Categorizacao
Nutridos
Desnutricéo Consequéncia, parao Amamentacdo dos animais
organismo, do déficit ~em maes alimentadas com .
Desnutridos
de nutrientes dieta hipoprotéica (caseina
8%)
Infeccéo pelo S. Presenca de ovos de S. Infectados
: Infeccéo ativa dos S
mansoni. mansoni eliminados nas
camundongos, por via L ~
gos. p fezes atravées de exame N&o-
percutanea, com o .
parasitologico infectadas
cercarias do helminto
5.4.2 Variavel dependente
Nome Definicéo Definicdo operacional Categorizacao
conceitual
Passagem de Presenca de bactérias em cultura Com

Translocacao . . : ~
micro-organismos = de sangue e/ou homogeneizados de translocagéo

bacteriana . . .
via trato orgaos. bacteriana

gastrointestinal para

A . Sem
orgaos e/ou sistema

: L translocacéo
circulatorio.

bacteriana
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5.5 Padronizacédo das técnicas
5.5.1 Avaliacéo do peso corporal

O estado nutricional dos animais de todos os grupos foi avaliado através da
analise das curvas ponderais, obtidas ap0s registros dos pesos corporais em
balanca eletronica digital Gehaka®. Os pesos foram registrados diariamente do 1°
até o 21° dia de vida e semanalmente apds esse periodo (do 22° ao 161°).

5.5.2 Obtencéao das cercérias e infeccdo dos camundongos

Para infeccdo dos camundongos, foram utilizadas cercérias, da cepa Belo
Horizonte (BH), obtidas de caramujos infectados da espécie Biomphalaria glabrata,
mantidos no Moluscério controlado do Setor de Parasitologia, Departamento de
Medicina Tropical, da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Para infeccdo dos caramujos, utilizou-se o protocolo de Standen (1952), os
moluscos foram anteriormente postos em contato com miracidios permanecendo
exposto a luz e ao calor por aproximadamente duas horas. Apés infeccdo, os
caramujos foram postos em aquarios com agua desclorada e livres de exposi¢cao
luminosa. De acordo com Olivier e STirewalt (1952), apds 30 dias de infeccdo os
moluscos da espécie B. glabrata em meio aquético e sob exposicéo a luz artificial,
tém a capacidade de eliminar cercérias através de seus tecidos moles (Figura 6).

Foi obtida uma suspenséo cercariana, e cada camundongo (35 dias de
vida), agora anestesiado com 0,6 ml de Xilazina (80%) e Ketamina (20%), foi
infectado por via subcutanea, através da adigcdo de uma gota contendo uma fracao
desta suspensdo, contendo, em média, 30 cercérias, na sua por¢cdo adbominal
(Figura 7 e 8). Os camundongos infectados foram colocados em gaiolas separadas

daqueles néo infectados por S. mansoni.
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Figura 6 - Moluscos da espécie B. glabrata infectados, em meio aquatico e sob

exposicdo a luz artificial.

Figura 7 — A. Obtencdo da suspensdo cercariana. B. Cercaria liberada pelo

molusco e observada com auxilio da microscopia optica (20X)

Fonte: Lima (2011).

Figura 8 - Camundongos anestesiados e expostos a suspensao cercariana, por via

percutanea, e luz artificial.

Fonte: Lima (2011).
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5.5.3 Contagem de ovos

Apos 45-50 dias de infeccdo, os camundongos infectados foram expostos
individualmente para obtencdo do material fecal. Foram confeccionadas duas
laminas parasitolégicas por camundongo pelo método de Kato-Katz (KATZ,
CHAVES & PELLEGRINO, 1972) para quantificacdo do niumero de ovos por grama
de fezes e determinacéo da infeccéo (Figuras 9 e 10).

Figura 9 - Método de Kato-Katz. A. Helm-test®, B. Recolhimento das fezes que
passam pela malha, C. Papel de celofane emergido em solucdo verde malaquita a

3%, D. Laminas preparadas

Fonte: Lima (2011).
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Figura 10 — Observacdo de ovos de Schistosoma mansoni pelo método
Kato-Katz.

Fonte: Lima (2011).
5.5.4 Coleta de amostras

A etapa cronica da infeccdo esquistossomoética murina é considerada
completamente estabelecida a partir da 122 semana ap0s a exposicao cercariana
(FALLON, 2000; PEARCE & MCDONALD, 2002). Por essa razdo, os camundongos
foram eutanasiados para estudo aos 4 meses da exposicao.

Aos 4 meses da infecgcéo, todos os camundongos foram anestesiados com
Xilazina (80%) e Ketamina (20%), para coleta do sangue periférico, por puncao
caudal, e do sangue cardiaco. Antes da coleta, foi realizada rigorosa assepsia da
cauda e de todo o corpo do animal com iodopovidona, sendo retirado 0 excesso
com alcool a 70%, para evitar contaminacdo das amostras com a microbiota destas
regioes.

Posteriormente, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical
e foi realizada incisdo mediana xifo pubiana com auxilio de tesoura cirirgica. Em
seguida, coletou-se o baco, fragmentos do figado, sangue porta, linfonodos
mesentéricos na regido média do intestino delgado e as fezes nesta regido para
cultura microbiologica. (Figura 11).

Figura 11 - Incisédo mediana xifo pubiana para coleta de amostras biolégicas.
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Fonte: Magalhdes (2012).

5.5.5 PERFUSAO DO SISTEMA PORTA-HEPATICO

Apbs a retirada do sangue porta, fragmentos do baco, figado e linfonodos
mesentéricos, fezes e fragmentos do intestino delgado, os camundongos
eutanasiados foram submetidos a perfusdo porta-hepatica (YOLLES et al.,
1947). Esta técnica foi utilizada para avaliagcdo do parasitismo atraves do
ndamero de vermes adultos. A coleta dos vermes foi feita durante a coleta das
amostras e perfusdo por observacdo direta dos vasos mesentéricos e por
esmagamento do figado (HILL, 1956). Os vermes foram contados e

classificados segundo o sexo.

5.5.6 Estudo da translocacgao bacteriana

Todo material coletado foi submetido ao cultivo para verificacdo de
crescimento de micro-organismos. Para analise quantitativa, as amostras de
sangue e macerado dos orgdos e linfonodos mesentéricos foram semeadas
diretamente nos meios de cultivo com alga calibrada. Posteriormente, as amostras
de sangue porta (0,1 mL), periférico (0,1 ml) e macerado foram inoculadas em
tubos contendo BHI (Brain Heart Infusion) (1:5) e incubados em estufa
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bacteriolégica a 37°C. As amostras presentes neste meio foram semeadas em
placas de Petri contendo meios de cultivo com 24, 48 e 72 horas para observacao
do crescimento microbiano. A contagem das bactérias foi realizada apos 18-24
horas de incubacao.

As fezes foram misturadas na mesma quantidade de Solugéo salina 0,9%
estéril, homogeneizadas e cultivadas com alca calibrada de 100 pl nas placas de
Petri contendo meios de cultivo Agar sangue e Agar EMB Levine (Himedia®).

Para os diferentes grupos de micro-organismos foram utilizados os meios
citados abaixo:
v’ Bactérias aerobias

Todo material coletado foi submetido a meios de cultura para o
crescimento de bactérias aerobias Gram-positivas e Gram-negativas (Agar
Sangue e Agar EMB Levine (Himedia®). Apés crescimento nas placas de
cultura, as espécies bacterianas foram confirmadas por testes bioquimicos
convencionais para enterobactérias, como as provas bioquimicas para
identificacdo pela técnica de Rugai e Aradjo modificada (PESSOA & SILVA,
1974), citrato, indol, lisina e kits de identificacdo (NEWPROV®).

Para gram-positivas foram utilizados o teste de catalase, CAMP, Staphy-
test (teste rapido para caracterizacdo de Staphylococcus aureus) (PROBAC
DO BRASIL®), DNASE, manitol, bilesculina e discos de identificacdo para
confirmacé&o da identificacdo, como novobiocina, optoquina e bacitracina.

v’ Bactérias ndo-fermentadoras

Apés crescimento em Agar Sangue e realizacdo de oxidade, quando
positiva, as bactérias nao-fermentadoras foram identificadas por Kits para
identificacdo de nao-fermentadoras (NEWPROV®).

5.5.7 Avaliac&o da Microbiota Intestinal

Para avaliacdo da microbiota intestinal, as fezes dos camundongos foram
coletadas em tubos de ensaio estéreis diretamente da regido média do
intestino delgado. As amostras coletadas foram, imediatamente, transportadas
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para o Setor de Microbiologia do LIKA/UFPE, onde foram submetidas as
analises microbioldgicas.

Para a analise microbiolégica qualitativa foi utilizado o mesmo método
utilizado por BISSO (2008). Nos tubos contendo as amostras fecais sera
acrescentada solucdo salina estéril (NaCl 0,9%). Ap6és a homogeneizacdo
mecanica, foram realizadas 5 diluic6es seriadas multiplos de dez. Foi semeado
0,ImL de cada diluicdo, nos meios Agar Sangue e Agar EMB Levine
(Himedia®) e incubados a 37°C, durante 48 horas. Os resultados foram
expressos em unidades formadoras de colonias por grama de fezes (UFC/g).
Os Enterococcus, Staphylococcus e coliformes que cresceram foram

identificados também por suas caracteristicas coloniais e testes bioquimicos.

5.5.8 Analise morfométrica da mucosa intestinal

Biopsia do intestino delgado foram colhidas e laminas contendo cortes
sagitais foram coradas pela hematoxilina-eosina (HE) e Tricomo de Masson
para avaliacdo morfologica. As variaveis consideradas neste estudo histolégico
foram as medidas da profundidade de cripta, espessura de parede, espessura
do vilo e numero de vilos (TRAMONTE et al, 2004). O estudo
histomorfométrico foi realizado por um observador que desconhecia qualquer
dado sobre o grupo dos animais. Foi utilizada escala graduada, dividida em
100 unidades, adaptada a ocular do microscépio 6ptico com aumento de 100
vezes para as mensuracoes.

Foi considerado como: a) profundidade de cripta - a distancia da fosseta
do vilo da mucosa até a lamina basal; b) espessura de parede — como sendo a
distancia da serosa a luz do intestino; c) espessura de vilo — a espessura no
terco médio do vilo; d) nimero de vilos — sera obtido pela contagem do numero
de vilos no tamanho da escala graduada.

Todas as medidas foram obtidas pela média aritmética de cinco medidas
no segmento intestinal examinado, escolhendo-se sempre as glandulas melhor

orientadas em cada corte.
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5.5.9 Considerac®es éticas

O presente estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Ciéncias Biolégicas, da Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE, Recife-PE (processo n° 23076.0262257/2011-74)

Todos os procedimentos descritos para utilizacdo dos animais foram
realizados de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e pelas normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

5.6 Andlise estatistica

Para andlise comparativa das variaveis quantitativas foram aplicados os
testes t de Student, Mann-Whitney ou Analise de varianga ANOVA. Os resultados
da evolucao ponderal foram expressos por Média + Desvio Padrao. O dados da
contagens de leucécitos foi representado por Média + Erro Padrdo. Para a analise
das variaveis qualitativas foi utilizado o teste do Qui-quadrado. A significancia
estatistica foi considerada ao nivel de p<0,05. O software utilizado para as

analises foi 0 SigmaStat® 3.5.
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RESUMO

Objetivo: avaliar em camundongos em ambos 0s sexos, desnutridos no periodo neonatal,
as bactérias da microbiota intestinal e a ocorréncia de translocagéo bacteriana. Métodos:
40 camundongos Swiss webster (Mus musculus) (20 fémeas/20 machos) foram divididos
em dois grupos: Nutridos (10machos/10 fémeas) e desnutridos (10 machos/10 fémeas).
Os animais foram pesados diariamente até o final do aleitamento, 21 dias e
semanalmente, até o fim dos experimentos, quando os animais foram eutanasiados para
estudo da translocacao bacteriana e a analise da microbiota. Para a microbiota, as fezes
foram coletadas diretamente da regido média do intestino delgado. Para a translocacao
bacteriana foi coletado sangue periférico, sangue porta, figado, baco e linfonodos
mesentéricos para o0 estudo microbiologico. Resultados: A desnutricdo acarretou
diminui¢cdo do crescimento ponderal e alterou a microbiota intestinal, quanto a diversidade
bacteriana. Apenas o0s animais desnutridos, de ambos o0s sexos, apresentaram
translocacdo bacteriana primaria e secundaria. Conclusdes: O modelo de desnutricdo
neonatal produziu sequela no peso corporal e alterou a microbiota intestinal, em ambos os
sexos. A translocacdo bacteriana foi um evento presente nos animais desnutridos
independente do sexo.

PALAVRAS-CHAVES: Desnutricdo, translocacdo bacteriana, sexo, microbiota
intestinal.

Abstract

Objective: To identify the intestinal bacterial profile in early life undernourished mice,
male and female, as well as the occurrence of intestinal bacterial
translocation. Methods: 40 Swiss webster (Mus musculus) mice (20 female, 20 male)
were divided in two groups: Control (10 female, 10 male) and Undernourished (10
female, 10 male). They were weighed daily until the weaning on the 21st day of life and
then, weekly. Feces were collected from medium length of small intestine and used for
bacterial profile identification. Peripheral and portal blood, liver, spleen and mesenteric
lymph nodes were collected to assess the bacterial translocation through microbiologic
culture. Results: Undernourished mice presented diminished body weight and
differences in the intestinal bacterial profile. Additionally, only undernourished mice
presented primary and secondary intestinal bacterial translocation, with no sex-related
differences. Conclusions: Early life undernutrition altered the intestinal bacterial profile
in adult mice, leading to intestinal bacterial translocation. Those events were not sex-
related.

INDEXING TERMS: Malnutrition, Bacterial translocation, Sex, Intestinal microbiota.
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INTRODUCAO

A translocagdo microbiana, mecanismo fisioldgico da passagem de bactérias do
limen intestinal para os linfonodos mesentéricos, tem sido estudada como causa
patoldgica quando estas bactérias migram, aderem e se multiplicam em outros tecidos,
como figado e baco'. Estudos mostram que a microbiota intestinal pode causar doenca
sisttmica em individuos imunodeprimidos, sem outras condicdes associadas®?. Os
fatores que controlam a translocacdo de micro-organismos estdo relacionados ao
agente e ao hospedeiro. Isto pode ocorrer devido a trés situagdes: disfuncdo da barreira
intestinal, alteracdo da microbiota intestinal e deficiéncia imunolégica do hospedeiro™?.
Além disso, a desnutricdo pode levar a atrofia de 6rgéos linféides causando uma maior
susceptibilidade aos patégenos ambientais e consequentemente, aumento da migragéo

de micro-organismos do limen para os linfonodos mesentéricos e outros 6rgaos®.

Pacientes hospitalizados em uso de sonda-nasogastrica e histérico de
desnutricio sdo mais favoraveis a sepse®. Associada a enfermidades, a desnutricio
guando imposta no inicio da vida pode acarretar diversas modificacdes com sequelas na
capacidade de defesa do individuo adulto. Apesar dos avancgos cientificos e da transi¢ao
epidemiolégica e nutricional, os desafios permanecem em compreender como
individuos que sofreram privagdo alimentar durante a fase neonatal podem sofrer
complicacdes infecciosas durante a vida adulta, principalmente, quando submetidos a
cirurgias e hospitalizagbes por periodos longos. E enfatico, que entre as estratégias
para reduzir a translocagdo microbiana estd o conhecimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos e o suporte nutricional®. Dependendo da intensidade e da durac&o das
alteracBes nutricionais, as consequéncias terdo impacto maior ou menor sobre todo o
organismo no futuro.

Além da desnutricdo, o sexo foi estudado recentemente como fator preditivo para
translocacdo bacteriana em camundongos submetidos a disfun¢éo imune, como infecgéo
esquistossomética e esplenectomia®. O sistema enddcrino pode influenciar a resposta a
micro-organismos por modular a resposta imune, como também, a interelacdo entre
micro-organismos e horménios na manutencéo da homeostase’. Em virtude destes fatos,
a habilidade dos horménios em afetar o sistema imunoldgico dirigido contra agentes
infecciosos tem recebido maior atencdo. Machos e fémeas podem apresentar respostas

diferentes aos processos de translocacéo microbiana e evolugdo a sepse®.
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Existem evidéncias que sugerem que a desnutricdo poderia predispor a varias
infeccdes sistémicas, e a génese do processo infeccioso seria a translocacdo bacteriana.
Contudo, ainda sdo poucos estudos que fornecam elementos para ocorréncia de
translocacdo bacteriana em organismos que sofreram desnutricdo durante o periodo
critico de desenvolvimento, bem como se o0 sexo seria um fator preditivo para diferenca na
ocorréncia de translocagéo. Desta forma, objetivamos avaliar a presenca de bactérias da
microbiota intestinal de camundongos desnutridos, ainda no periodo neonatal, e de

ambos 0s sexos.

METODOS

Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 40 camundongos, machos e fémeas, da linhagem Swiss webster,
provenientes da col6nia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/ UFPE). Os
animais permaneceram sob condigbes controladas de temperatura (22 a 23°C) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12 horas). O estudo foi aprovado através do
processo n° 23076.0262257/2011-74 pela Comissdo de Etica no uso de animais do
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE)
segue as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo com Animais (COBEA).

Até 24 horas ap0s 0 nascimento, os animais foram divididos em dois grupos, de
acordo com a alimentacdo materna: Nutrido (N) (n=20, sendo 10 machos e 10 fémeas)
(caseina 17%) e Desnutrido (D) (n= 20, sendo 10 machos e 10 fémeas) (caseina 8%)
(Tabela 1). As mées receberam agua e ragdo ad libitum. Apés o desmame (22° dia de
vida), os animais de ambos os grupos foram alimentados com dieta labina (purina®) para
reposicao nutricional, até o final dos experimentos.

O peso corporal dos animais foi mensurado diariamente (em balanga eletrbnica
digital — Gehaka®; 0,001g) no periodo de aleitamento (21 dias) e semanalmente a partir do

22° dia de vida, a fim de acompanhar a evolucdo ponderal.
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Tabela 1 Composi¢éo (g/100g da mistura) das racfes utilizadas na

alimentacdo materna

Ingrediente Caseinaa 17% | Caseina a 8%
Amido de Milho 41,01 48,51
Caseina 18,89 8,89
Amido dextrinizado 13,05 16,65
Sacarose 10 12,1
Oleo de Soja 7 4
Celulose 5 5
Mix Mineral (AIN 93 G) 35 3,5
Mix Vitaminico (AIN 93) 1 1
L-Cistina 0,3 0,1
Bitartarato de Colina 0,25 0,25
BHT 0,0014 0,0008

Fonte: REEVES et al.®

Avaliacdo da translocagao bacteriana

Os animais foram anestesiados para coleta de sangue periférico, por puncgao
caudal. Antes da coleta, foi realizada rigorosa assepsia da cauda e de todo o corpo do
animal com iodopovidona para evitar contaminacéo das amostras.

Imediatamente, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical e
realizou-se, ap0s tricotomia e assepsia, incisdo mediana xifo pubiana com auxilio de
tesoura cirdrgica.

Coletou-se sangue periférico (0,5 mL) em tubos de ensaio estéreis apos puncao
caudal. Em seguida, realizou-se incisdo mediana xifo pubiana para coleta de sangue porta
(0,5 mL) utilizando agulha 13 x 4,5 acoplada a seringa descartavel de 1mL.
Posteriormente, fragmentos de aproximadamente 0,03+0,01 g de linfonodos
mesentéricos, baco e figado foram coletados, macerados e homogeneizados
individualmente em placas de Petri estéreis. Fragmentos do baco, figado, sangue porta,
linfonodos mesentéricos e fezes da regiao média do intestino delgado.

Todas as amostras foram acrescidas de BHI (Infusédo de cérebro e coracao, Difco,
S&o Paulo, SP, Brasil, 1:5 e incubados em estufa bacteriolégica a 37 °C / 24horas).
Depois, semeadas em placas de Petri contendo meios de cultivo especificos para cada
grupo de micro-organismos, bactérias gram-positivos (Agar sangue- Himedia®), bactérias
gram-negativos (Agar EMB Levine - Himedia®). A leitura das placas foi realizada apés 24-
72 horas de incubacgdo (37 °C). Com o crescimento nas placas de cultura, as espécies

bacterianas foram identificadas por testes bioquimicos convencionais.
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Considerou-se translocacéo bacteriana a presenca de micro-organismo em cultura
de sangue e/ou homogeneizado de érgaos, quando o0 mesmo esteve presente nas fezes

do animal.

Avaliacdo da microbiota intestinal

Amostra de fezes foi coletada diretamente da regido média do intestino delgado de
cada animal, apds coleta dos tecidos. Para a determinacdo do nimero de unidades de
colénias por grama de fezes (UFC/g) utilizou-se método adotado por Bisso'®. Em tubos
contendo amostras fecais foi acrescentada solugéo salina estéril 1:10 (NaCl 0,9%). Apos
homogeneizagdo mecéanica, obteve-se diluicdo inicial 10", seguida de diluicdes seriadas,
até diluicdo de 10°. A partir das cinco diluicbes preparadas, foram inoculados 0,1 ml de
cada na superficie de placas contendo meios de cultivo bacterianos (Agar sangue e EMB
Levine - Himedia®). Espalhou-se o in6culo com auxilio da al¢a calibrada descartavel. As
placas foram incubadas invertidas a 37°C durante 24-48 horas. As bactérias foram
identificadas de acordo com a morfologia colonial, microscépica e -caracteristicas
bioguimicas. O calculo do UFC foi dado pelo nimero de coldnias detectado no meio de
cultura x fator decimal de diluicdo das fezes x 10 (fator para expressar o resultado por

grama de fezes, visto que o volume semeado em cada meio foi 0,1mL).

Apresentacgao e andlise dos dados
As variaveis quantitativas foram expressas por média e erro padrédo, ja as variaveis
qualitativas em frequéncias absolutas e relativas. Para comparacdo entre 0s pesos
utilizou-se teste Two-Way ANOVA, sendo estipulado o nivel de significancia de P < 0,05.
O software utilizado para as andlises foi 0 SigmaStat® 3.5.

RESULTADOS

Os animais desnutridos apresentam um menor ganho de peso corporal em relacdo
aos nutridos a partir do 4° dia de vida nos machos (Grafico 1) e do 3° dia nas fémeas
(Grafico 2), essa diferenca perdura por todo periodo de aleitamento.

Quanto ao periodo de reposi¢do nutricional, as fémeas (Grafico 4) apresentaram
um menor ganho de peso a partir do 91° dia até a eutanasia, para os machos (Gréfico 3)

ndo houve diferenca significativa durante o mesmo periodo de reposicdo nutricional.
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Grafico 1 — Curva ponderal de camundongos machos nutridos e desnutridos do 1° ao
21° dia de vida. Média + EPM — Two-Way ANOVA, *p<0,05.
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Gréfico 2 — Curva ponderal de camundongos fémeas nutridos e desnutridos do 1° ao 21°
dia de vida. Média + EPM - Two-Way ANOVA, *p<0,05.
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Grafico 3 - Curva ponderal de camundongos machos do 35° até o 161° dia de vida. D-
Desnutrido, N — Nutrido. Dados como média + EPM - Two-Way ANOVA. *p<0,05.
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Gréfico 4 - Curva ponderal de camundongos fémeas do 35° até o 161° dia de vida. D-
Desnutrido, N — Nutrido. Dados como média £ EPM - Two-Way ANOVA. *p<0,05.

TRANSLOCACAO BACTERIANA

Translocacdo bacteriana foi observada apenas nos animais denutridos, em
ambos os sexos, sendo um pouco maior em animais machos desnutridos (Tabela 4).
Houve translocacdo bacteriana para os linfonodos mesentéricos em ambos 0s sexos,
nos animais desnutridos. Com relagdo a translocacdo para o sangue porta e figado,

apenas animais fémeas desnutridas apresentaram bactérias nestas amostras teciduais.
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No grupo desnutrido, bactérias foram isoladas dos linfonodos mesentéricos, nos
cinco casos (uma fémea e quatro machos), eram Gram-negativas, Escherichia coli e
Serratia sp. Nas culturas de linfondos mesentéricos, machos desnutridos apresentaram
positividade bacteriana em 100% das amostras. Nas amostra tecidual foram isolados
Proteus mirabilis em figado. Nao foi encontrado bactérias nas amostras de sangue
periférico, sangue porta e bagco dos machos desnutridos.

Na cultura dos fragmentos dos linfonodos mesentéricos de fémeas desnutridas
foi evidenciado S. aureus e E. coli. em sangue porta, E. coli. Ndo observamos bactérias

nas amostras de sangue periférico, figado e bago das fémeas desnutridas.

Tabela 2- Frequéncia de translocacdo bacteriana em camundongos desnutridos e
eutroficos, machos e fémeas.

Translocacao/ Isolado Translocacao/ Isolado
bacteriano bacteriano
Local N-J& D-& N-Q D-9
Linfonodos + (4) +(1)
Mesentéricos - E. coli e Serratia sp - Escherichia coli
Baco - - - -
+(1) +(1)
Figado - P. mirabilis - E. coli
Sangue Periférico - - - -
+(1)
Sangue Porta - - - S. aureus e E. coli

Microbiota entérica

A Tabela 2 e 3 demonstram a andlise qualitativa e qualitativa das amostras
entéricas quanto a presenca de bactérias nos grupos desnutrido e controle, segundo o
sexo. Observamos aproximadamente as mesmas quantidades de coldnias quando
comparamos subgrupos machos e fémeas, de ambos os grupos, desnutridos e controle.
No entanto, animais desnutridos apresentaram maior prevaléncia de coproculturas
positivas, tanto com relagdo a densidade bacteriana por espécies quanto ao namero de
UFC.
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TABELA 3 - Distribuicdo da frequéncia de bactérias por UFC (log10/g de fezes)

isoladas de amostras entéricas camundongos machos desnutridos e nutridos.

Grupos experimentais

Isolados bacterianos Desnutrido Nutrido

n % UFC n % UFC

(log 10)/g (log 10)/g

Citrobacter freundii 5 30 10* - - -
Corynebacterium sp 7 50 10’ - - -
Enterobacter agglomerans 3 20 10’ - - -
Enterococcus faecalis 16 80 10° 17 90 10’
Escherichia coli 10 50 10° 9 30 10°
Klebsiella pneumoniae 4 30 10’ 3 20 10*
Proteus mirabilis 9 40 10° 5 20 10°
Serratia sp. 5 40 10° 4 40 108
Staphyloccocus aureus 10 50 10’ 7 40 10°
Staphylococcus coag neg 6 50 10° 12 80 10’
Staphylococcus 10 60 10° ) ) i

saprophyticus

TABELA 4 - Distribuicdo da frequéncia de bactérias por UFC (log10/g de fezes)

isoladas de amostras entéricas camundongos fémeas desnutridas e nutridas.

Grupos experimentais

Isolados bacterianos Desnutrido Nutrido
n % UFC n % UFC
(log 10)/g (log 10)/g
Citrobacter freundii 5 30 10* - - -
Enterobacter sakazakii 3 20 10’ - - -
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Enterococcus faecalis 16 80 10° 17 90 10’
Escherichia coli 10 50 10° 9 30 10°
Proteus mirabilis 9 40 10° 5 20 10°
Serratia sp. 5 40 10° 4 40 108
Staphyloccocus aureus 10 50 10’ 7 40 10°
Staphylococcus coag neg 6 50 10° 12 80 10’
Staphylococcus 9

saprophyticus 10 60 10 i i i

DISCUSSAO

No presente estudo a desnutricdo imposta no periodo neonatal, seguida de
reposicdo nutricional, produziu sequelas no crescimento e desenvolvimento nos
animais.

Nesta pesquisa, utilizou-se como modelo experimental de desnutricdo neonatal
dieta a base de caseina 8%, caracterizada como hipoprotéica. A reducao de proteina na
dieta oferecida as maes € caracterizada pela restricdo na quantidade total de nutrientes
acessiveis aos filhos. Assim, camundongos lactentes fémeas desenvolvem desnutri¢cdo
protéica aguda e os filhotes, desnutricdo protéico-calérica continua. Segundo Lisboa et
al.'* roedores lactantes alimentados com dieta hipoprotéica apresentam hipofagia,
provocada por uma combinacdo de hiperleptinemia e hipoprolactinemia.
Congruentemente o leite oferecido nesse periodo é deficiente em proteina e em volume
para a sua prole™.

Este evento é condicionante para origem de efeitos deletérios observados a
prole. A restricdo alimentar durante o desenvolvimento do animal pode provocar efeitos
irreversiveis, dependendo do periodo e do 6rgdo em desenvolvimento. Se esta restricdo
se der durante o desenvolvimento celular, os animais ndo alcangardo niveis normais no
peso de alguns 6rgdos, mesmo apos reposicao nutricional, devido ao decréscimo no
ndmero de células®®.

Os animais que foram amamentados por essas maes apresentaram retardo do
crescimento verificado pelo baixo peso no desmame, persistindo até os 161° dias de
vida. Os animais desnutridos machos, a partir do 4° dias pos-natal e as desnutridas

fémeas, a partir do 3° dia poés-natal, apresentaram reducdo no peso quando
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comparados aos respectivos controles. Esses dados sédo concordantes aos obtidos por
Melo et al.'*, que utilizaram a mesma dieta e 0 mesmo modelo de desnutricdo aplicado
no presente estudo.

Nossos dados mostram que a desnutricdo neonatal produziu reducdes do peso
corporal tanto no periodo de aleitamento quanto na fase de reposicdo nutricional. A
oferta da dieta normoprotéica a partir do desmame, parece ndo ter sido eficiente em
recuperar a deficiéncia de peso corporal originada ainda no periodo do aleitamento,
fenbmeno j& observado anteriormente em estudos com o mesmo modelo de
desnutricdo™**'’. Segundo Nunes et al.'®, ratos desnutridos durante o periodo pré e
pés-natal, ao serem alimentados com dieta balanceada, rapidamente melhoram seu
peso, entretanto, o peso alcangado apds o periodo de reposi¢do nutricional é inferior ao
dos animais controle.

Diversos tipos de micro-organismos estdo presentes no intestino. Seu
estabelecimento e manutencdo constitui processo complexo que pode ser influenciado
por varios fatores, como: dieta, idade, utilizagdo de antibidticos, utilizagdo de probidticos e
prebidticos, ambiente, microbiota materna, via do parto, interacdes microbianas e micro-
organismo/hospedeiro e a presenca de certos genes e receptores, além de sua sucessao
ecolégica, demanda nutricional e tolerancia oral*® ?°. Estes dados mostram que a
microbiota € um ecossistema imensamente complexo, que pode ser comparado a uma
entidade funcional ou a um “6rgéo” dentro do hospedeiro®'. Foi observado, no presente
trabalho, que a desnutricAo modificou a microbiota dos camundongos. O grupo
desnutrido, independente do sexo, apresentou maior variedade e quantidade de colbnias
bacterianas nas coproculturas quando comparados aos respectivos controles. O que
poderia ser explicado, em parte, por ineficiéncia funcional do sistema imune associado ao
trato digestério, em virtude da imunomodulacdo, hipotrofia das vilosidades ou estado
nutricional. Entretanto, sabe-se que o desequilibrio da microbiota residente contribui para
excessivo crescimento de determinadas bactérias, tornando fator para processo de
translocacéo bacteriana®.

Dentre as bactérias intestinais, a capacidade de translocacdo é maior em
linhagens especificas, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e
Pseudomonas aeruginosa, que possuem maior capacidade de aderéncia e fixagdo ao
epitélio produtor de muco®. No presente estudo, as bactérias que mais frequentemente
translocaram via trato gastrointestinal no grupo dos desnutridos foram Escherichia coli,

Serratia sp, Staphylococcus aureus e Proteus mirabillis. E importante salientar que o
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trato gastrointestinal funciona como reservatérios de disseminacdo de infecgéo
potencial”®, como também que fazem parte da sua constituicdo micro-organismos
anaerdbios facultativos, em maior nimero, e baixas contagens de anaerébios estritos'.
Segundo Youssef et al.?*, foi evidenciada translocacéo de bactérias Gram-negativa
a partir do trato gastrointestinal em populagéo de criangcas desnutridas. De acordo com

Vaishnavi et al.®

, a translocacdo bacteriana é uma promotora de sepse, pode ser
potencializado esse fator em individuos que sofreram ma nutricdo durante algum periodo
da vida.

De acordo com Boza et al*®

. a desnutricdo devido a restricdo dietética e fome
causa uma série de mudancas metabdlicas, que levam além da redugdo do peso
corporal, imunodisfungéo e alteracéo tecidual digestiva, particularmente do figado e do
intestino delgado. Esse conjunto de fatores é condicionante para translocagéo
bacteriana sistémica e suas complicagbes em individuos hospitalizados e/ou com
patologias de trato gastrointestinal estabelecidas.

De acordo com os resultados, observamos maior ocorréncia de translocagdo nos
camundongos desnutridos em ambos 0s géneros, quando comparados aos controles
eutréficos. Foram observadas na referida pesquisa, translocacao secundaria para figado
em animais desnutridos de ambos 0S sexos; e para sangue porta, em femeas
desnutridas. Nosso estudo demonstrou 0s machos apresentaram maior numero de
translocacdo bacteriana que as fémeas, apesar de ndo ser estatisticamente significante.
O tamanho limitado da amostra impede que se obtenha uma melhor analise referentes a
esse resultado.

A desnutricdo precoce sofrida no grupo de animais pesquisados pode ter sido um
dos fatores que levou a translocagéo bacteriana, além linfonodos, durante a vida adulta.
Paralelamente, sabe-se que a desnutricdo leva ao comprometimento da atividade
enzimatica mucosa, diminuicdo da absor¢cédo de nutrientes e aminoacidos, queda de fluxo
sanguineo mesentérico e comprometimento da funcdo imune e da barreira intestinal®,
condi¢des conhecidas por facilitar a translocacdo bacteriana.

E frequente a importancia de estudos em relacdo a influéncia do género no
tratamento e desfechos de doencas®. Ha4 muito tempo tem sido reconhecido que o sexo
contribui para a incidéncia e evolucdo de distarbios do sistema imune. Estudos
demonstraram os esteréides gonadais como reguladores do numero de mondcitos,
producdo de citocinas e a diferenciagdo destes mondcitos em macréfagos, exercendo

suas funcbBes sobre o sistema imunolégico por modificar a secrecdo das citocinas
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imunomoduladoras e regular a expresséo de receptores na superficie célula®’. Assim, o
sexo pode influenciar no desfecho de determinadas doencgas e orientar o tratamento a ser

seguido. Couto et al.?®

, em estudo de pacientes com sepse, observou que mulheres
abaixo dos quarenta anos de idade, portanto em periodo fértil, tiveram menor mortalidade
do que homens; demonstrando uma tendéncia para menor mortalidade entre homens com
mais de 50 anos.

Vérios estudos demonstram que, durante a gravidez, ocorre supressao do sistema
imunocelular para prevenir a rejeicdo materna fetal, pelo aumento nos niveis de
estrogénio e/ou progesterona®. Apoio a este papel supressivo da progesterona é dado
pelo conhecimento de que muitas doengas auto-imunes, como a artrite reumatoide e a
esclerose multipla, podem melhorar com a gravidez e piorar ap6s o parto. Nos mondcitos
humanos, a progesterona eleva a sintese das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e 1L-6%.
No presente trabalho, ndo se obteve uma resposta definitiva sobre a influencia do sexo no
aumento da translocagcdo bacteriana em desnutridos e ndo desnutridos. Seréo
necessarios outros estudos para esclarecer a fisiopatologia que forma a base das

diferencas relacionadas ao sexo em relacdo a translocacdo bacteriana.

CONCLUSAO

A desnutricdo protéica imposta aos animais durante o periodo critico de
desenvolvimento causou reducao ponderal persistente na prole até a vida adulta. O
modelo de desnutricAo adotado promoveu alteracdo dos componentes bacterianos da
microbiota intestinal tanto no grupo dos animais machos, quanto nas fémeas. Apenas o0s
animais desnutridos, de ambos 0s sexos, apresentaram translocacdo bacteriana primaria

e secundaria, entretanto ndo foi encontrada diferenca quanto ao sexo do animal.
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6.2 -Artigo original

TRANSLOCAGCAO BACTERIANA EM CAMUNDONGOS
COM ESQUISTOSSOMOSE CRONICA SUBMETIDOS A
DESNUTRICAO NEONATAL
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Resumo

Estudos experimentais sobre as inter-relacdes entre esquistossomose e estado
nutricional do hospedeiro tém demonstrado que a desnutricdo protéico-caldrica
associada a infeccdo por S. mansoni altera o ambiente do trato gastrointestinal,
portanto, associagado capaz de favorecer translocacéo bacteriana (TB). O presente
trabalho avaliou a associacdo entre esquistossomose mansonica e translocacao
bacteriana, em camundongos desnutridos no periodo neonatal. Camundongos
fémeas formaram os grupos Nutrido Infectado (NI), Nutrido Nao Infectado (NNI),
Desnutrido Infectado (DI) e Desnutrido Nao Infectado (DNI). Analisou-se o peso
corporal (PC), ocorréncia de TB e morfometria intestinal em todos os grupos. Os
animais desnutridos obtiveram um menor ganho de PC que os nutridos. Verificou-
se um maior indice de TB nos animais infectados. Entre os infectados, houve uma
maior incidéncia de TB nos desnutridos. Observou-se um maior nimero de ovos e
vermes recuperados no grupo N, entretanto ndo houve diferenca na maturacéo de
ovos na mucosa intestinal. Quanto a morfometria intestinal, houve diferencga entre
NI e NNI para altura e area da vilosidade, e apenas na altura para NI e DNI.
Observamos uma maior diversidade de colénias nos grupos de animais
desnutridos, controle e esquistossomoéticos. Pode-se concluir que a desnutricdo
modifica a resposta imune e parece favorecer translocacdo bacteriana em

camundongos infectados por S. mansoni.

Palavras-chave: Esquistossomose. Desnutricdo. Translocacdo bacteriana.

Microbiota.
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Introducéo

Desnutricdo e esquistossomose sdo problemas de Saude Publica que
ocorrem simultaneamente em muitas regides endémicas do Brasil e do mundo. E
frequente a associacdo da esquistossomose com a desnutricdo, uma vez que a
deficiéncia nutricional é capaz de interferir na formacéo de processos essenciais
para a defesa do hospedeiro (Pordeus et al., 2008). Estudos experimentais sobre
as inter-relagdes entre esquistossomose e estado nutricional do hospedeiro tém
demonstrado que a desnutricdo protéico-calérica associada a infeccao por S.
mansoni altera o ambiente do trato gastrointestinal (Barros, 2008; Coutinho et al.,
2003).

Com os danos intestinais causados pela infec¢do parasitaria e o efeito de
uma nutricdo deficiente na resposta imunoldgica intestinal, como ocorre na
desnutricdo, pode predispor ao desenvolvimento do processo de translocacéo
bacteriana (TB). Esse processo pode ocorrer por falha na barreira intestinal e esta
caracterizado pela absorcdo prejudicada de nutrientes, comprometimento da
resposta imunoldgica intestinal e aumento da permeabilidade do intestino (De-
Souza e Greene, 2005).

A translocacdo bacteriana estd associada ao risco aumentado de sepse,
supondo que o intestino seja o causador da mesma. Esta hipétese propde que a
bactéria, que normalmente reside dentro do lumen intestinal, possa translocar
através das células do epitélio intestinal e atuar como propagadora da sepse aos
sitios distantes (Wiest & Rath, 2003).

Acredita-se que para ocorrer a passagem de micro-organismos e
endotoxinas da luz intestinal para a corrente sanguinea ha necessidade da
existéncia isolada ou conjunta de danos na imunidade do paciente, alteracdo da
microbiota e quebra da barreira defensiva da mucosa intestinal (Dwinell et al.,
2003; Wiest & Rath, 2003). Na literatura cientifica pesquisada, ndo foram
encontrados estudos que esclarecam as davidas a respeito da associacao entre

translocacdo bacteriana, desnutricdo e esquistossomose mansdnica mesmo
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sabendo que esta Ultima, pode provocar além de alteracbes no sistema
imunolégico, dano ao intestino, sistema porta e linfonodos mesentéricos.

Diante da existéncia de lacunas na compreensdo de determinadas
respostas imunoldgicas inseridas no processo de TB e esquistossomose e,
considerando que, o estado nutricional do hospedeiro é tido como um dos
provaveis fatores coadjuvantes no agravamento da infeccdo parasitaria (Silva,
2009), o presente estudo se propde a avaliar a ocorréncia de translocacéo
bacteriana em animais esquistossomaoticos na fase crénica submetidos a

desnutricdo neonatal.
Materiais e Métodos
Animais e dietas

Foram utilizados 60 camundongos, fémeas, da linhagem Swiss webster,
provenientes da coldnia do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/
UFPE). Os animais permaneceram sob condi¢cdes controladas de temperatura (22
a 23°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12 horas). O estudo foi aprovado
através do processo n° 23076.0262257/2011-74 pela Comisséo de Etica no uso
de animais do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA-UFPE) segue as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo com Animais (COBEA).

Até 24 horas apés o0 nascimento, os animais foram divididos em dois
grupos, de acordo com a alimentacdo materna: Nutrido (N; n=30) alimentados por
maes que recebiam dieta a base de caseina 17% e Desnutrido (D; n= 30)
alimentados por maes que recebiam dieta a base de caseina 8% (Tabelal). As
maes receberam agua e racao ad libitum. Apos o desmame (22° dia de vida), os
animais de ambos 0s grupos passaram a ser alimentados com dieta labina
(Purina®), para reposi¢cao nutricional, até o final dos experimentos.

O peso corporal dos animais foi mensurado diariamente (em balanca
eletrbnica digital — Gehaka®; 0,001g) no periodo de aleitamento (21 dias) e

semanalmente a partir do 22° dia, a fim de acompanhar a evolugao ponderal.
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Ingrediente Caseinaa 17% | Caseina a 8%
Amido de Milho 41,01 48,51
Caseina 18,89 8,89
Amido dextrinizado 13,05 16,65
Sacarose 10 12,1
Oleo de Soja 7 4
Celulose 5 5
Mix Mineral (AIN 93 G) 35 3,5
Mix Vitaminico (AIN 93) 1 1
L-Cistina 0,3 0,1
Bitartarato de Colina 0,25 0,25
BHT 0,0014 0,0008

Fonte: REEVES et al.,1993.

Infecc&o pelo S. mansoni e grupos de estudo

A infeccao foi realizada no trigésimo quinto dia de vida do animal, por via
percutanea. Os camundongos foram postos em contato com aproximadamente 30
cercérias, da cepa Belo Horizonte (BH), obtidas de caramujos Biomphalaria
glabrata mantidos pelo Setor de Parasitologia do Departamento de Medicina
Tropical (UFPE).

Foram infectados 15 animais de cada grupo (N e D), constituindo-se os
subgrupos: Nutrido Infectado (NI; n=15), Nutrido N&o Infectado (NNI; n=15),
Desnutrido Infectado (DI; n=15) e Desnutrido N&o Infectado (NNI; n=15).

Uma vez que a fase crbnica da doencga esquistossomoética murina é
estabelecida a partir da 122 semana da exposi¢éo cercariana (Fallon 2000; Pearce
and MacDonald et al. 2002), o tempo de experimentacdo determinado para o
estudo foi de 14 semanas de infecgéo.

Avaliacdo parasitologica

Com 45 dias da exposicdo cercariana, 0os animais foram avaliados

individualmente pelo método Kato-Katz, para confirmar a infec¢do e quantificar o
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namero de ovos eliminados junto as fezes. Apdés a retirada das amostras
biolégicas para estudo da translocacgéo, os vermes foram recuperados através da
técnica de perfusdo do sistema venoso porta e veias mesentéricas de acordo com
a técnica de Yolles et al. (1947), objetivando a contagem e classificacdo do sexo
dos vermes adultos. Para o oograma, fragmentos de diferentes regiées no
intestino delgado foram removidos e usados para avaliar o desenvolvimento e
maturagédo dos ovos de S. mansoni, estudado de acordo com a Pellegrino et al.
(1962).

Avaliagcao da translocacéo bacteriana

Posteriormente ao periodo de experimentacdo, os camundongos foram
anestesiados com cloridato de cetamina (10%) e xilazina (2%) para coleta de
sangue periférico, por pungdo caudal. Antes da coleta, foi realizada rigorosa
assepsia da cauda e de todo o corpo do animal com iodopovidona para evitar
contaminacgao das amostras.

Imediatamente, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento
cervical e realizou-se, apés tricotomia e assepsia, incisdo mediana xifo pubiana
com auxilio de tesoura cirurgica.

Coletou-se sangue periférico (0,5 mL) em tubos de ensaio estéreis apos
puncdo caudal. Em seguida, realizou-se incisdo mediana xifo pubiana para coleta
de sangue porta (0,5 mL) utilizando agulha 13 x 4,5 acoplada a seringa
descartavel de 1mL. Posteriormente, fragmentos de aproximadamente 0,03+0,01
g de linfonodos mesentéricos, baco e figado foram coletados, macerados e
homogeneizados individualmente em placas de Petri estéreis.

Todas as amostras foram acrescidas de BHI 1:5 (Infusdo de cérebro e
coracao, Difco, Sdo Paulo, SP, Brasil) e incubadas em estufa bacteriolégica a 37
°C / 24horas. Depois, semeadas em placas de Petri contendo meios de cultivo
especificos para cada grupo de micro-organismos: bactérias gram-positivos (Agar
sangue - Himedia®), bactérias gram-negativas (Agar EMB Levine - Himedia®). A

leitura das placas foi realizada apés 24-72 horas de incubacdo (37°C). Com o
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crescimento nas placas de cultura, as espécies bacterianas foram identificadas por
testes bioquimicos convencionais.

Considerou-se translocacao bacteriana a presenca de micro-organismo em
cultura de sangue e/ou homogeneizado de oOrgaos, quando 0 mesmo esteve

presente nas fezes do animal.

Avaliacao da microbiota intestinal

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da regido média do
intestino delgado de cada animal. Para a determinacdo do niumero de unidades
Formadoras de col6nias por grama de fezes (UFC/g) utilizou-se método adotado
por Bisso (2008). Em tubos contendo amostras fecais foram acrescentado solucao
salina estéril/ NaCl 0,9% (1:10). Apés homogeneizacdo mecanica, foram
inoculados 0,1 ml da amostra na superficie de placas contendo meios de cultivo
bacterianos (Agar sangue e EMB Levine - Himedia®). Espalhou-se o indculo com
auxilio da alca calibrada descartavel. As placas foram incubadas invertidas a 37°C
durante 24-48 horas. As bactérias foram identificadas de acordo com a morfologia

colonial, microscépica e caracteristicas bioquimicas.
Anélise morfométrica da mucosa duodenal

Fragmentos da por¢do média do intestino delgado de cada animal foram
coletados, fixados em formaldeido a 10% tamponado em PBS (Tampao fosfato
tamponado, Difco, Detroit, MI) a pH 7,2 e processados para inclusdo em
parafina. Posteriormente, realizado cortes histolégicos de 5um de espessura e
corados pela técnica de Tricrébmico de Masson. As variaveis consideradas para
o intestino no estudo morfométrico foram medidas da altura, area e quantidade
das vilosidades. Para esta analise, examinador cego aos grupos, capturou
imagens em cinco campos aleatorios (area total de campo = 12.234 um?, area
total visualizada = 61.170um2) das amostras histolégicas de cada animal e

analisou as mesmas com auxilio do software Image J®. Os valores obtidos
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foram expressos em micrometro (um) para a analise estatisticas foram

utilizadas as médias dos dados.
Apresentacdo e analise dos dados

As variaveis quantitativas foram expressas por média e desvio padréo, ja as
variaveis qualitativas em frequéncias absolutas e relativas. Para comparacao entre
0S pesos utilizou-se teste Two-Way ANOVA, sendo estipulado o nivel de
significancia de P < 0,05. Utilizou-se o teste One-Way ANOVA para os dados

histomorfométricos. O software utilizado para as analises foi o SigmaStat® 3.5.

Resultados

De acordo com os dados do Gréafico 1, os animais desnutridos
apresentaram um menor ganho de peso corporal em relacdo aos seus controles a
partir do 3° dia (p<0,05), diferenca observada durante toda vida do grupo (Grafico
2). Nao houve diferencas significativas ao comparar camundongos infectados e
nao infectados (DI versus DNI ou NI versus NNI).
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Grafico 1 — Curvas ponderais de camundongos nutridos e desnutridos do 1° ao 21°
dia de vida. Média £ EPM - Two-way ANOVA, *p<0,05.
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Gréfico 2 - Curvas ponderais de camundongos do 35° até o 161° dia de vida. NI-
Nutrido Infectado, NNI- Nutrido N&o Infectado, DI — Desnutrido Infectado, DNI —
Desnutrido N&o Infectado. Média £ EPM — Two-way ANOVA.

* Diferenca entre NI e DI (p<0,05) # Diferenga entre NNI e DNI (p<0,05)

Nos esquistossomoticos, a média de vermes adultos recuperados dos
camundongos nutridos foi maior quando comparados aos desnutridos (P =
0,0001), sendo a quantidade de vermes machos maior que a quantidade de
vermes fémeas (P = 0,0001). O numero de ovos por g/fezes foi maior grupo
nutrido quando comparado ao desnutrido no 45° dia apés a infeccdo (P < 0,05).
Quanto ao oograma, ndo houve diferenca quanto ao estagio de maturacdo dos

0VOoSs presentes na mucosa intestinal em ambos os grupos (Tabela 2).

Tabela 2 — Numero médio de vermes recuperados, ovos eliminados por g/fezes e
estagio de maturacdo de ovos em camundongos esquistossomoticos nutridos e
desnutridos. Média + DP, *p<0,05.

Numero de Recuperacéo de vermes Oograma
Grupos
ovos Total Fémea Imaturos Maduros Mortos
Nutridos 42 +11,35* 21,00+£3,46* 9,833+1,47* 57,61+6,052 34,97+2,439 6,882+0,8661
Desnutridos 18 + 6,66 13,2942,49 6,286+1,11 55,93+5,260 38,89+3,280 7,218+0,8312

A tabela 3 demonstra a analise qualitativa das amostras entéricas quanto a

presenca de bactérias nos animais que sofreram desnutricdo e infeccédo pelo S.
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mansoni e seus controles. Observamos uma maior diversidade de colénias nos
grupos de animais desnutridos, controle e esquistossomaéticos. Entretanto,
camundongos desnutridos parasitados apresentaram maior prevaléncia de

coproculturas positivas, em relacdo a densidade bacteriana por espécies.

Tabela 3- Distribuicdo da frequéncia relativa e absoluta de isolados bacterianos
em amostras entéricas por grupo.

. NNI NI DNI DI
Isolados Bacterianos
n % n % n % n %

Bacillus sp - - - - 4 26,6 5 33,3
Citrobacter diversus 5 33,3 2 13,3 3 20,0 6 40,0
Citrobacter freundii - - 2 13,3 2 12,3 4 26,6
Corynebacterium sp - - 1 6,6 3 20,0 - -

Enterobacter aerogenes 4 26,6 2 13,3 3 20,0 5 33,3
Enterobacter agglomerans - - - - 2 13,3 2 13,3
Enterobacter gergoviae - - 1 6,6 1 6,6 3 20,0
Enterobacter sakazakii - - - - - - 2 13,3
Enterococcus faecalis 15 100 8 53,3 15 100 8 53,3
Escherichia coli 10 66,6 12 80,0 10 66,6 11 73,3
Klebsiella oxytoca 2 13,3 2 13,3 - - 1 6,6
Klebsiella pneumoniae 4 26,6 3 20,0 4 26,67 6 40,0
Klebsiella rhinoscleromatis - - - - - - 1 6,6
Proteus mirabilis 5 33,3 6 40,0 6 40,0 8 53,3
Proteus rettgeri 2 13,3 1 6,6 3 20,0 1 6,6
Proteus vulgaris - - 1 6,6 2 13,3 3 20,0
Pseudomonas aeruginosa 1 6,6 1 6,6 2 13,3 2 13,3
Serratia liquefaciens 8 53,3 6 40,0 9 60,0 5 33,3
Staphyloccocus aureus 11 73,3 10 66,6 10 66,6 14 93,3
Staphylococcus coag neg 13 86,6 11 73,3 9 60,0 12 80,0
Staphylococcus saprophyticus - - 2 13,3 10 66,6 10 66,6
Yersinia enterocolitica - - - - - - 1 6,6

As frequéncias absolutas e relativas da incidéncia de translocacdo
bacteriana por grupos encontram-se na tabela 4. Foi verificado maior indice de
translocacdo nos grupos infectados, animais desnutridos apresentaram maior
translocacdo que animais nutridos (p<0,05). Em relag&o a translocagéo no grupo
desnutrido, a TB ocorreu principalmente nos animais infectados, quando
comprados aos nao infectados (p<0,05). Nos animais nutridos, houve um maior

namero de TB nos animais infectados em relacéo ao grupo nao infectado (p<0,05)
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Tabela 4 — Incidéncia de translocacdo bacteriana segundo o0s grupos de
comparacdo. Dados como frequéncia absoluta e relativa — Fisher e Yates

corrigido.

Grupos Translocacéao bacteriana

7/15 (46,6%) *°

Nutrido Infectado

Desnutrido Infectado

Nutrido Nao Infectado

Desnutrido Nao

Infectado

13/15 (86,6%) °

0/15 (0%)

3/15 (20%)

@ Diferenca entre Nutrido Infectado e Nutrido N&o Infectado (p=0,006)

b Diferenca entre Desnutrido Infectado e Desnutrido Néo Infectado (p=0,001)

¢ Diferenca entre Nutrido Infectado e Desnutrido Infectado (p=0,05)

Houve translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos em trés

grupos experimentais, sendo mais prevalente em esquistossomoéticos. Com

relacdo a translocacdo para sangue porta, figado, baco e sangue periférico,

animais parasitados apresentaram maior nimero de bactérias teciduais, sendo

mais assinalado nos desnutridos esquistossométicos (Tabela 5).

Foram isoladas diferentes espécies de bactérias gram-negativas, grande

parte dos isolados fazem parte da familia Enterobacteriacea fermentadoras e

apenas uma espécie ndo fermentadora de carboidratos, em todas as amostras

representativas de translocacao bacteriana, diferentemente do observado para

bactérias gram-positivas, que estiveram em menor nimero.

Tabela 5- Frequéncia de translocagéo bacteriana por tecido.

Translocacéao bacteriana de acordo com as amostras teciduais

Grupos LM SPO F B SPE
N % n % N % N % %
NNI - - - - - - - - -
NI 7 46,6 4 26,6 3 20,0 2 13,3 6,6
DNI 3 20,0 1 6,6 1 6,6 - - -
DI 13 86,6 6 40,0 3 20,0 3 20 13,3
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A andlise morfolégica macroscopica da mucosa intestinal revelou aumento
de volume, aumento de calibre e intensa rigidez tecidual nas algas intestinais nos
animais esquistossomoéticos, sendo mais acentuado nos que sofreram desnutricao
neonatal. As analises morfolégicas e morfométricas da por¢cdo média do intestino
delgado estéo descritas a seguir.

Para o grupo dos animais nutridos n&o infectados (NI) — os cortes
histolégicos revelaram por campo examinado, niumero minimo de 7 e maximo de
10 vilosidades; com média de 7,8; OR de 0,45; e mediana de 9. As vilosidades
eram constituidas por células de padrdo cuboidal; na proximidade da porcdo de
lamina prépria observamos criptas com caracteristicas usuais de normalidade,
bem como células claras, por vezes tais células foram encontradas nas por¢cdes
de corpo e apice destas estruturas (figura 1a). Os dados referente a altura e area
das vilosidades encontra-se na tabela 5.

Para o grupo dos animais nutridos infectados (NI)- os cortes histolégicos
revelaram por campo examinado numero minimo de 5 maximo de 8 vilosidades;
com média de 6,7; OR de 0,49; e mediana de 6. As vilosidades eram constituidas
por células de padrdo cuboidal, sendo observado hiperplasia na altura das
vilosidades; na proximidade da porcdo de lamina prépria visualiza-se padrao
fibroso associado a formacdo granulomatosa, bem como células claras, por vezes
tais células foram encontradas nas por¢cdes de corpo e apice destas estruturas
(figura 1b). Os dados referente a altura e area das vilosidades encontra-se na
tabela 5.

Para o grupo dos animais desnutridos nao infectados (DNI) — os cortes
histolégicos revelaram por campo examinado nimero minimo de 5 e nimero de 7
vilosidades; com média de 5,7; OR de 0,44; e mediana de 5. As vilosidades eram
constituidas por células de padrédo por células de padrdo cuboidal, sendo
observado hiperplasia na largura das vilosidades; na proximidade da porcédo de
lamina prépria observamos criptas com caracteristicas usuais de normalidade,
bem como células claras em dimensdo variavel, por vezes tais células foram
encontradas nas porgdes de corpo e apice destas estruturas (figura 1c). Os dados

referente a altura e area das vilosidades encontra-se na tabela 5.
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Para o grupo dos animais desnutridos infectados (DI) - os cortes
histoldgicos revelaram por campo examinado niumero minimo de 7 e maximo de
13 vilosidades; com média de 9,3; OR de 0,79; e mediana de 10. As vilosidades
eram constituidas por células de padrdo cuboidal e claras em proporcao
equivalente, em alguns espécimes observamos um predominio de células claras;
na porcao de lamina propria observamos criptas que estdo presentes até a regiao
de terco médio das vilosidades, na mesma estrutura observa-se padrdo fibroso
associado a formacdo granulomatosa, relevante ressaltar que visualiza-se a
formacgéo de granuloma no terco basal epitelial e também observado na camada
muscular e serosa, isoladamente ou em coalescéncia. Os granulomas sao
formados por macroéfagos e linfocitos dispostos em proximidade ao ovo ou vestigio
de ovo central e eventualmente observa-se eosindfilos, resultando em
deslocamento das vilosidades no espaco intraluminal (figura 1d). Os dados
referente a altura e area das vilosidades encontra-se na tabela 5.
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Figura 1 — Aspectos histolégicos da regido media do intestino delgado por grupo
experimental coradas pelo Tricromico de Masson. (a) NNI- Nutrido Nao Infectado,
(b) NI- Nutrido Infectado, (c) DNI — Desnutrido N&o Infectado; (d) DI — Desnutrido
Infectado.

Tabela 6- Comparacao da morfometria da mucosa duodenal e do figado entre os
grupos: NI- Nutrido Infectado, NNI- Nutrido N&o Infectado, DI — Desnutrido
Infectado, DNI — Desnutrido N&o Infectado. Média + DP — One-way ANOVA.

Parametros morfométricos

Grupos Altura da vilosidade Area da vilosidade
NNI 186,70 + 10,01 9.119,53 + 945,80
NI 255,97 + 44,342 14.543,26 + 3.150,53°%
DNI 259,04 + 53,65° 13.607,16 + 2.913,86
DI 232,30 £ 27,20 10.512,86 + 2.177,82

a Diferenca entre Nutrido Infectado e Nutrido N&o Infectado (p=0,002)
b Diferenga entre Nutrido n&o Infectado e Desnutrido N&o Infectado (p=0,009)
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Discussao

A esquistossomose associada a desnutricio neonatal em modelo
experimental permite compreender alteracdes fisiopatolégicas originadas dessa
associacao, onde as complicagdes de natureza infecciosa podem existir a partir de
processo de translocacdo bacteriana intestinal. No presente estudo, foram
avaliados os efeitos da infeccado por S. mansoni em animais adultos que sofreram

de desnutricdo durante o periodo de lactacéo.

Assim, utilizou-se como modelo experimental de desnutricdo neonatal, dieta
a base de 8% de caseina oferecida as maes no periodo de lactacéo dos filhotes e
essa dieta materna, se caracteriza por ser hipoprotéica. A reducdo do aporte de
proteina na dieta oferecida as maes proporciona restricdo da quantidade total de
nutrientes acessiveis a prole, através do aleitamento. Os dados revelam que,
durante o periodo de lactacdo o ganho de peso corporal foi menor no grupo
desnutrido quando comparado ao grupo nutrido. Tais resultados demonstram
diferenca nos pesos corporais entre 0s grupos, a partir do terceiro dia de vida pos-
natal, sugerindo que o modelo de desnutricdo imposta no periodo de lactacédo
ocasionou retardo no crescimento verificado pelo baixo peso durante a lactacéo.
Esses resultados corroboram com os achados de Melo et al. (2008), entretanto
empregaram uma dieta multideficiente, a Dieta Basica Regional (DBR). Porto et al.
(2007) e Costa et al. (2012) ao utilizar caseina 8% como modelo de desnutri¢éo,
detectaram reducdo no peso das animais desnutridos apds o quinto e quarto dia de

vida, respectivamente.

A substituicdo pela dieta normoprotéica (23% proteina) a partir do desmame
nao foi eficaz em compensar a diferenca de peso entre 0s animais
desnutridos. Segundo Guzmansilva et al.(2004), animais desnutridos durante o
periodo perinatal ao serem alimentados com dieta equilibrada nutricionalmente,
rapidamente melhoram seu peso, no entanto, o peso alcancado apoés o periodo de

reposicao nutricional € inferior ao dos animais controles.
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A infeccéo pelo Schistosoma mansoni parece nao ter influenciado de modo
marcante o estado nutricional de ambos 0s grupos, uma vez que 0s animais
infectados apresentaram, quanto a curva ponderal, comportamento semelhante
aos seus respectivos controles ndo infectados. Esses achados estdo de acordo
com observacoes realizadas por estudos anteriores (Coutinho et al. 2003; 2007;
Silva 2008). Ao se avaliar sobreposicdo de desnutricdo e esquistossomose, 0S
dados demonstram que existem diferencas no peso corporal durante o curso da
doenca, além do animais apresentarem ericamento de pélos e debilidade corporal,
comprovando que o estado nutricional do hospedeiro, conservou relagdo com o
modelo de desnutricdo imposta e ndo com a infec¢do, confirmando também
achados anteriores (Coutinho et al. 2003; OLIVEIRA 2004).

Divergindo, Lima et al. (2012) observaram que camundongos
esquistossomoéticos apresentaram reducdo da evolugdo do peso quando
comparados aos controles. Cabe ressaltar que Lima et al. (2012), utilizou uma
maior carga parasitaria (50 cercarias) para a infeccdo experimental o que pode ter
contribuido para a diferenca encontrada.

Nesse estudo, a avaliacdo da carga parasitaria dos animais mostrou que o
namero de vermes machos e fémeas recuperados foi maior no grupo nutrido
guando comparado ao desnutrido (p<0,05). O mesmo se observa quanto ao
namero de ovos eliminados por g/fezes. As menores cargas parasitarias e ovos
liberados nas fezes, detectadas nos grupos desnutridos, estdo de acordo com
achados anteriores (De Witt, 1957; Magalhdes et al 1986). A redugdo na
guantidade absoluta de ovos no grupo desnutrido, talvez decorra de um retardo na
oviposicédo dos parasitos, influenciada pelo estado de desnutricdo do hospedeiro
(Couto et al.,, 2002; Ferreira et al., 1998; Tshikuka et al., 1997). No presente
estudo, a desnutricdo do hospedeiro teve repercussao sobre o crescimento dos
animais, sobre a carga parasitaria, porém, ndo houve diferenca quanto a
viabilidade e a maturagéo dos ovos de S. mansoni em mucosa intestinal.

Em trabalhos experimentais jA foi demonstrado que deficiéncia nutricional

altera a imunocompeténcia e aumenta o risco para doencas infecciosas e
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parasitarias, por outro, diretamente influenciado pelas helmintiases, principalmente
as intestinais (Scrimshaw and San Giovanni 1997).

O trato gastrointestinal de mamiferos € colonizado por um grande ndamero
de micro-organismos comensais e simbidticos referidos coletivamente como,
microbiota normal, indigena ou residente (Xu and Gordon, 2003). A colonizacéo
bacteriana do intestino é essencial para muitos processos fisioldgicos tais como: a
manutencdo da barreira epitelial intestinal, o desenvolvimento intestinal e a
absorcdo de nutrientes bem como, o desenvolvimento do sistema imune e a
defesa contra agentes patogénicos (Sansonetti, 2004). O intestino delgado de
homens e animais contém um ecossistema com elevadas contagens de micro-
organismos anaergbios facultativos e baixas contagens de anaerdbios estritos
(Kleessen et al. 2000). De acordo com 0s nossos dados, a analise da diversidade
de bactérias originadas da regido média do intestino delgado demonstrou que
tanto os animais esquistossomoéticos quanto os que sofreram desnutricdo
pregressa, modificam a microbiota dos camundongos. O aumento do crescimento
e rompimento do equilibrio do ecossistema microbiano contribui para o excessivo
crescimento de determinadas bactérias, tornando fator para o processo de
translocacao bacteriana (Couto et al 2007; 2008).

No nosso estudo a maioria dos micro-organismos foi detectada nas fezes
de todos os individuos por razdes Obvias, alguns membros nao foram
identificados, possivelmente porque a natureza e a diversidade da populacdo de
enterobactérias nos mamiferos variam consideravelmente de individuo para
individuo (Schierck et al., 2007). Na atual investigacdo foram isolados da
microbiota intestinal, uma predominancia de bactérias gram-negativas e em menor
guantidade as gram-positivas. Entre os géneros de bactérias gram-negativas
foram encontradas: Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas,
Serratia e Yersinia. Entre o0os géneros de gram-positivas: Baccilus,
Corynebacterium, Enterococcus e Staphylococcus, as quais na sua maioria, foram
descritas em estudos de translocacgao (Skinn et al. 2007, Silva et al. 2009, Wells et

al. 1991). Weber Sobrinho (2012) descreve em seu trabalho varios géneros e
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espécies encontradas, corroborando com os dados aqui expostos, entretanto o
mesmo autor trabalhou com animais esplenectomizados e esquistossomoticos.

Nos animais com esquistossomose e desnutridos as alteracbes nha
microbiota intestinal poderiam ser explicadas pela imunomodulacéo, hipotrofia das
vilosidades ou possiveis competicdo entre as espécies bacterianas (Gencay et al
2008; Zanoni et al 2009).

Diversos autores revelam que bactéria da biota intestinal pode causar
doenca sistémica em individuos imunocomprometidos, sem outras condi¢cdes
associadas. Provavelmente alteragbes de cunho imune promove primariamente
alteracdes na microbiota intestinal e translocacdo de bactérias (Wiest e Rath 2003;
Macfie 2004; Janeway et al 2002).

A deposicdo dos ovos de S. mansoni no epitélio intestinal induz a um
processo inflamatério com hiperplasia, ulceracéo e formacédo de micro abscessos
(Chen 1991), além do comprometimento da circulacdo mesentérica devido a acéo
mecanica, traumatica, irritativa e espoliativa dos vermes adultos que se alimentam
de sangue e obstruem os vasos (Katz and Almeida 2003). Vale ressaltar que, na
fase crbnica da infeccdo ha uma modulacdo negativa comum do sistema
imunolégico caracterizado pela resposta do tipo Th2, com continua eosinofilia,
producado de anticorpos e citocinas como IL-5 e IL-10. (Maizels and Yazdanbakhsh
2003). Tais agravos podem predispor a ocorréncia de translocacdo bacteriana e
permitir a instalacdo de sepse (Lima et al 2012).

Simultaneamente, sabe-se que a desnutricdo, sobretudo a neonatal,
promove diversas alteracdes intestinais como atrofia de mucosa e diminuicao de
enzimas intestinais, podendo assim contribuir para alteragdo na barreira mecanica
intestinal e consequente 0 aumento da permeabilidade intestinal, contribuindo para
o risco de translocacdo bacteriana e septicemia (Ulusoy et al 2003). Perante ao
exposto, foi estudado a ocorréncia de TB nos camundongos desnutridos e
eutroficos, infectados ou néo pelo S. mansoni.

Segundo Wiest and Rath (2003) o processo de TB pode ocorrer de modo
independente de alteragbes no trato gastrointestinal, sendo chamada de

translocacéao fisioldgica, contudo o evento ndo foi observado no grupo de animais
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livres de intervencado, sendo também evidenciado por Oliveira (2013). A ocorréncia
da TB é definida como a passagem de bactérias viaveis, endotoxina e/ou antigenos
a partir do lumen intestinal para linfonodos mesentéricos e circulagdo, causando
inflamacéo sistémica e lesbes de Orgaos distantes (Balzan 2007). Na atual
investigagdo, houve wuma maior ocorréncia de TB em camundongos
esquistossomaticos, quando comparados aos animais controles sem infecgdo, em
ambos 0s grupos com e sem intervencao nutricional. Assim, corroborando com os
achados de Lima et al (2012) e Weber Sobrinho (2012), ambos os estudos
encontraram alta incidéncia de TB em animais esquistossomoticos na fase cronica,
entretanto a variavel estado nutricional ndo foi abordada pelos autores. Sobretudo,
os resultados aqui apresentados demonstram que também existe relacdo entre a
TB e camundongos esquistossomoticos desnutridos (p<0,05). A TB pode ocorrer
em uma variedade de condi¢Bes patolégicas como desnutricdo, imunossupressao e
helmintiases (Romond et al 2008, Alverdy et al 2000).

E estabelecido na literatura através de estudos experimentais que a
associacdo da esquistossomose e desnutricdo, a Ultima induzida com dieta
hipoprotéica, promove danos em varios 6rgdos e sistemas (Couto et al 2007,
2008). Porém, sdo escassos 0s resultados sobre o baixo ganho de peso imposto
desnutricdo no periodo critico do desenvolvimentos dos sistemas fisioldgicos
atrelado a esquistossomose, sobretudo os danos fisiopatolégicos que podem
ocorrer na fase cronica da infeccdo e consequentemente 0 surgimento de
processos infecciosos secundario a esquistossomose, como produto da
translocacdo bacterina. Segundo Carvalho et al. (2008), em qualquer relagao
ecoldgica o parasitismo para assegurar seu desenvolvimento e sobrevivéncia, em
alguma fase, retirara sua energia e nutrientes direta ou indiretamente do alimento,
de metabolitos e de tecido do hospedeiro. Ainda segundo estes autores, infeccao
pelo S. mansoni se relaciona com varias formas de ma-nutricdo, embora ainda
nao esteja completamente esclarecido com que intensidade ela agrava ou provoca
estado de desnutricdo no homem. Nos resultados do presente estudo e de acordo
com as doencgas cronicas, camundongos esquistossomoéticos apresentaram

grande numero de TB em 0Orgaos e tecidos quando comparados aos controles.
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No presente estudo comparado ao grupo controle, observou-se associagao
entre esquistossomose e desnutricdo e esses animais apresentaram uma maior
frequéncia de TB. Foi isolado nas amostras teciduais bactérias entéricas, sendo
estas de 10 espécies da familia Enterobacteriaceae, Enterococos e 2 linhagens do
género Staphylococcus. Observou-se que a maior parte dos animais infectados e
desnutridos, apresentou translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos,
destacando-se a prevaléncia de infecgdo por S. liquefaciens e E. coli.
Corroborando com os dados apresentados por Ferraz et al. (2005) que sugere a
presenca de bactérias, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter calcoaceticus,
em linfonodos mesentéricos como consequéncia da TB fato que pode
desempenhar papel no desenvolvimento de complicacdes infecciosas,
principalmente em pacientes esquistossomoticos. Vale ressaltar que houve TB
ainda no grupo DI para o sangue porta, figado, baco e sangue periférico e as
bactérias mais prevalentes foram as gram-negativas do género Escherichia,
Enterobacter, Proteus e o bacilo ndo fermentador, Pseudomonas, entre as gram-
positivas, Staphylococcus e Enterococcus. Um fato importante é que o trato
intestinal dos roedores é colonizado por uma microbiota bastante estruturada. E
caracteristica destes animais a resisténcia a diferentes bactérias gram-negativas.
No entanto, o elevado niumero de camundongos colonizados e infectados por E.
coli, em todos os grupos e particularmente, nos animais desnutridos, pode ser
justificado por ser a mais populosa dentre as bactérias da diversidade intestinal
em murinos (Bleich et al. 2012).

Goldani et al. (2005) descreveram relato de caso de paciente com
esquistossomose mansonica crbnica que desenvolveu recorrentes abscessos
piogénicos no figado devido a Pseudomonas aeruginosa. Em pacientes com
esquistossomose, a frequéncia de infecgbes secundarias por Staphylococcus
aureus nao é incomum. Outro estudo descreveu um caso de um paciente que
desenvolveu abscesso hepéatico por S. aureus associado a esquistossomose, e
sugeriram que a lesdo hepatica pode ter facilitado a instalacdo de infeccdes

secundarias. (Graham e Orr 1950).
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Nos nossos resultados, os animais esquistossomoéticos que sofreram
privacdo protéica durante o periodo critico do desenvolvimento, apresentou uma
mudanca no padrdo arquitetural e funcional do intestino delgado, quando
comparado aos animais que nao sofreram privacao protéica e sem infeccdo. A
reducdo do ganho de peso na desnutricdo tem sido relacionada a alteracdes
funcionais e morfolégicas principalmente, no péancreas e epitélio entérico que
comprometem a digestédo e absorcao de nutrientes (Torun & Chew, 1994). Dessa
forma, a ingestdo inadequada de proteinas retarda o crescimento e pode levar o
organismo a ter reducdo do aproveitamento alimentar (Manzano, 2001;
Marcondes, 1976).

Sugere-se que a desnutricAo promoveu alteracdo na organogénese do
epitelial intestinal, tal dado é reforcado pela modificacdo do padréo arquitetural
gquando comparamos os animais NNI e DNI (p<0,05). Sob diversas condi¢des
nutricionais e patologicas, o intestino pode sofrer atrofia, comprometendo suas
funcdes essenciais (Baracos Samuels e Adegoke 2000). Entre as alteracBes
patolégicas mais frequentemente discutidas como causa de defeito na barreira
intestinal, a atrofia da mucosa é a mais frequente (D'Acampora et al. 2004).
Brewster et al (1997) demonstra a influéncia da atrofia de mucosa intestinal como
causa de translocacdo bacteriana. O mesmo autor concluiu que a atrofia das
vilosidades e o aumento da celularidade na lamina prépria, encontrados nas
bibpsias de pacientes desnutridos, estavam diretamente relacionados com um
maior indice de translocacao bacteriana e consequentemente de sepse.

Quando da presenca da infeccdo por S. mansoni reafirmamos a
interferéncia da nutricdo, pois as alteragbes morfologicas observadas no grupo
dos animais desnutridos foram mais severas quando comparadas aos animais
nutridos. Em trabalhos experimentais, Coutinho et al. (1997, 2003, 2007) tém
demonstrado que o estado nutricional pode contribuir para alteragcbes no trato
gastrointestinal na fase cronica da esquistossomose. A intensidade do processo
inflamatoério nos granulomas foi menor nos animais esquistossomaoticos que
sofreram intervencao nutricional durante a lactacdo. Esses dados corroboram com
achados de outros estudos (Magalhdes et al 1986; Coutinho et al 1997; 2003).
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Lima et al (2012) estudou translocacdo bacteriana na fase cronica da
esquistossomose e observou uma redugcdo na altura e area da vilosidade em
animais esquistossomaticos, divergindo dos achados do presente estudo.

A desnutricdo neonatal em camundongos provocou modificacbes na
resposta imune quando infectados por S. mansoni, promovendo uma maior
ocorréncia de translocacdo bacteriana. A associacdo da esquistossomose e
desnutricdo neonatal promoveu alteracdo na microbiota intestinal e no padréao
arquitetural e funcional do intestino delgado. Novos trabalhos sdo necessarios para
esclarecer quais sao os mecanismos celulares e moleculares ligados ao processo
de TB a serem observados em animais que sofreram desnutricdo neonatal seguida

de reposicdo nutricional e na vida adulta, a associacdo com doencas parasitarias.
Agradecimentos

Os autores agradecem a Dr2 Maria Helena Madruga Lima Ribeiro,
veterinaria responsavel pelo Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami - LIKA/UFPE, por sua grande colaboracdo durante a realizacdo desse
trabalho.

Referéncias

Baracos VE, Samuels SE, Adegoke OAJ. (2000) Anabolic and catabolic mediators
of intestinal protein turnover: a new experimental approach. Curr Opin Clin
Nutr Metab Care; 3(3): 183-9.

Barros, A. F. (2008) Resposta imune humoral e patologia hepética de
camundongos desnutridos infectados com Schistosoma mansoni. Dissertacao
(Mestrado em Saude Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées,
Fundacao Oswaldo Cruz, Recife.

Bisso LM. Modelo Murino de inflamacé&o intestinal cronica: Avaliagdo quantitativa
da dindmica da microbiota intestinal (Dissertacdo de Mestrado, Programa de
PoOs-graduacdo em Patologia, Universidade Federal Fluminense) Rio de
Janeiro, 2008.

Brewster D, Manary M, Menzies |, O’Loughlin EV, Henry RL. (1997) Intestinal
permeability in kwashiorkor. Arch Dis Child, 76(3): 236-41.

Carvalho OS, Coelho PMZ, Lenzi HL. (2008) Schistosoma mansoni e
esquistossomose: uma visdo multidisciplinar. Fiocruz, Rio de Janeiro.

Chen, M.G. (1991) Relative distribution of Schistosoma japonicum eggs in the
intestine of man: a subject of inconsistency. Acta Trop, 48, 163-171.

Costa TB, Morais NG, Almeida TM, Severo MS, Castro CMMB (2012) Desnutricao
neonatal e producdo de IFN-y IL-12 e IL-10 por macréfagos/ linfocitos: estudo

101



Translocacdo bacteriana em camundongos infectados com Schistosoma mansoni submetidos a desnutricdo
neonatal.

da infec¢@o celular, in vitro, por Staphylococcus aureus meticilina sensivel e
meticilina resistente. Rev Nutr 25(5): 607-619.

Coutinho EM et al. (2003) Host nutritional status as a contributory factor to
theremodeling of schistosomal hepatic fibrosis. Memoérias do Instituto Oswaldo
Cruz 98: 919-925.

Coutinho EM, Freitas LPCG, Abath FGC (1992) The influence of the regional basic
diet from Northeast Brazil on health and nutritional conditions of mice infected
with Schistosoma mansoni. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical 25: 13-20.

Coutinho EM, Silva FL, Barros AF, Araujo RE, Oliveira SA, Luna CF, Barbosa- Jr
AA, Andrade ZA (2007) Repeated infections with Schistosoma mansoni and
liver fibrosis in undernourished mice. Acta Tropica, 101(1): 15-24.

Coutinho, A.M.C. (2001) Hipoalbuminemia en dialisi: es marcador de desnutricion
o de inflamacién? La Revista de Investigacion Clinica, Mexico, v.53, n.2,
p.152-8.

Coutinho, E. M. (2004) Malnutrition and Hepatic Fibrosis in Murine
Schistosomiasis. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 99, p. 85 — 92.

Coutinho, E. M. et al. (1972) Inquérito clinico- nutricional e antropométrico
preliminar, em areas endémicas de esquistossomose mansonica, no nordeste
do Brasil. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., Brasilia, v. 6, p. 211 — 236.

Coutinho, E. M. et al. (1997) Pathogenesis of schistosomal “pipestem” fibrosis: a
low-protein diet inhibits the development of “pipestem” fibrosis in mice. Int. J.
Exp. Pathol., Oxford., v. 78, p. 337 — 342.

Coutinho, E. M. et al. (2003) Host nutritional status as a contributory factor to the
remodeling of schistosomal hepatic fibrosis. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, v. 98, p. 919 — 925.

Coutinho, E. M. et al. (2007) Repeated infections with Schistosoma mansoni and
liver fibrosis in undernourished mice. Acta Trop., Basel, v. 101, p. 15 — 24.
Couto JLA, Vieira RCS, Barbosa JM, Machado SS, Ferreira HS. (2008) Alteracdes
da funcdo hepatica de camundongos desnutridos e infectados pelo

Schistosoma mansoni. Rev Soc Bras Med Trop; 41: 390-393.

Couto JLA, Vieira RCS, Barbosa JM, Rocha DB, Ferreira HS. (2007)
Esquistossomose murina associada a desnutricdo: alteracdes histopatolégicas
no figado, bago e jejuno. Rev Pat Trop; 36: 54-66.

Couto, J. L. A. et al. (2002) Structural changes in the jejunal mucosa of mice
infected with Schistosoma mansoni, fed low or high protein diets. Rev. Soc.
Bras. Med.Trop., Brasilia, v. 35, p. 601 — 607.

D'Acampora, AJ; Ortellad, DK; Carvalho, ROM; Serafim, JDM; Farias, DC;
Tramonte,R. (2004) Armando José et al. Atrofia mucosa/translocacéo
bacteriana na sepse experimental em ratos Wistar. Acta Cir. Bras., vol.19, n.5,
pp. 478-486.

De Witt, WB. (1957) Experimental schistosomiasis mansoni in mice maintained on
nutricionally deficient diet. Jounal of Parasitology. 42(2): 129-135.

De-Souza DA, Greene LJ. (2005) Intestinal permeability and systemic infections in
critically ill patients: effect of glutamine. Crit Care Med.; 33(5): 1125-35.

Dwinell MB, Johanesen PA, Smith JM (2003) Immunobiology of epithelial
chemokines in the intestinal mucosa Surgery, 133(1): 601-607.

102



Translocacdo bacteriana em camundongos infectados com Schistosoma mansoni submetidos a desnutricdo
neonatal.

Fallon PG (2000) Immunopathology of schistosomiasis: a cautionary tale of mice
and men. Immunology Today 21(1): 29-35.

Ferraz AAB, Campos JM, Araujo Janior JGC, Albuquerque AC, Ferraz EM (2005)
Gut Bacterial Translocation and Postoperative Infections: A Prospective Study
in Schistosomotic Patients. Surg Infect 6: 197-201.

Ferreira, H. S. et al. (1998) A long-term Intake of a protein hydrolysate seems to
increase the risk of encephalopathy in mice infected with Schistosoma
mansoni. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 93, p. 199 — 203.

Goldani LZ, Santos RP, Sugar AM. (2005) Pyogenic liver abscess in patients with
Schistosomiasis mansoni. Transactions of the Royal Society of Tropical
Medicine and Hygiene; 99: 932-6.

Graham JG, Orr JL. (1950) Hepatic abscess associated with visceral
schistosomiasis. Lancet; 1: 714-716.

Guzméansilva MA, Wanderley AR, Macédo VM, Boaventura GT. (2004)
Recuperacédo da desnutricdo em ratos mediante racdes adicionadas ou néo de
suplemento alimentar e de vitaminas e minerais durante o periodo de
crescimento. Rev Nutr.; 17(1): 5969.

Janeway CA, Travers P, Walport M, Shomchik M. (2002) Imunobiologia, o sistema
imune na saude e na doenca. 5rd ed. ARTMED, Porto Alegre.

Katz N, Almeida K (2003) Esquistossomose, xistosa, barriga d'agua. Cienc. Cult
55(1): 38-43.

Kleessen B, Bezirtzoglou E, Matto J.(2000) Culture based knowledge on
biodiversity development and stability of human digestério microflora. Microbiol
Ecol Health Dis; 2: 53-63.

Lima KM, Aires AL, Lucena LRR, Almeida TM, Albuquerque MCPA, Castro
CMMB (2012) Fatores que influenciam a translocagdo bacteriana em
camundongos com esquistossomose crénica. Acta Gastroenterol Latinoam
42:309-320.

Lisboa PC, Passos MCF, Dutra SCP, Bonomo LT, Denolato ATA, Reis AM, Moura
EG (2006) Leptin and Prolactin, but not cortiscosterone, Modulate Body Weight
and Thyroid function in Protein-Malnourished Lactating rats. Horm Metab Res
38:1-5.

Macfie J. (2004) Current status of bacterial translocation as a cause of surgical

sepsis. Br Med Bull; 71: 1-11.

Magalhdes, LA; Guaraldo, AMA; Zanoti-Magalhdes, EM; Alcantara, FG. (1986)
Esquistossomose mansbnica em camundongos experimentalmente
subnutridos. Ver Saude Publica S&o Paulo. 20(5): 362-368.

Maizels, R. M.; Yazdanbakhsh, M. (2003) Immune regulation by helminth
parasites: cellular and molecular mechanisms. Nat Rev Immunol. London. v. 3,
n. 9, v. 733-744.

Marcondes, E. (1976) Desnutricdo. Sao Paulo: Savier.

Melo JF, Macedo EMC, Silva RPP, Viana MT, Silva WTS, Castro CMMB (2008)
Efeito da desnutricho neonatal sobre o recrutamento celular e a atividade
oxidante-antioxidante de macréfagos em ratos adultos endotoxémicos. Rev Nutr
21(6):683-694.

Moura EG, Passos MCF (2005) Neonatal programming of body weight regulation
and energetic metabolism. Biosci Rep 25(3/4): 251-269

103



Translocacdo bacteriana em camundongos infectados com Schistosoma mansoni submetidos a desnutricdo
neonatal.

Moura EG, Santos RF, Lisboa PC, Alves SB, Bonomo IT, Fagundes AT, Oliveira E,
Passos MC (2008) Thyroid function and body weight programming by neonatal
hyperthyroidism in rats — the role of leptin and deiodinase activities. Horm Metab
Res 40(1): 1-7.

Oliveira, S. A. et al. (2004) Decreased humoral and pathologic responses in
undernourished mice infected with Schistosoma mansoni. Parasitol. Res.,
Berlin, v. 93, p. 30 — 35.

Oliveira, DC. (2013) Associagao entre esquistossomose mansonica e translocacao
bacteriana: estudos dos aspectos imunologicos em camundongos submetidos
a desnutricdo neonatal. (Dissertacdo). Universidade Federal de Pernambuco.

Pearce EJ, MacDonald AS (2002). The immunobiology of schistosomiasis. Nature
Reviews 2: 499-511.

Pordeus, L.C; Aguiar, L.R; Quimino, L.R.M; Barbosa, C.S. (2008) A ocorréncia das
formas agudas e crbnicas da esquistossomose mansodnica no Brasil no
periodo de 1997 a 2006: uma revisdo de literatura. Epidemiol. Serv. Saude,
17(3) p. 163-17.

Porto SMMS, Aradjo FRG, Melo JF, Silva RR, Silva KMF, Castro CMMB (2007)
Cinética do perfil leucocitario do sangue, antes e ap0ls treinamento fisico
moderado, em ratos adultos desnutridos no periodo neonatal. Anais da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pernambuco 51(1): 59-65.

Scrimshaw NS, San Giovannl JP (1997) Synergism of nutrition, infection, and
immunity: an overview. Am J Clin Nutr 66(2): 464S-477S.

Silva FL (2009) Resposta imune celular e patologia hepatica de camundongos
desnutridos, infectados com Schistosoma mansoni. Dissertation. Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Brazil.

Torun, B.; Chew, F. (1994) Protein energy malnutrition. In: Shils, M.E.; Olson, J.A.;
Hike, M. Modern nutrition in health and disease. 8th ed. Philadelphia,: Lea &
Febiger, p.950-76.

Tshikuka, J. G. et al. (1997) Relationship of childhood protein-energy malnutrition
and parasite infectious in an urban African setting. Trop. Med. Int. Health,
Oxford, v. 2, p. 374 — 382.

Ulusoy H, Usul H, Aydin S, Kaklikkaya N, Cobanoglu U, Reis A, Akyol A, Ozen |
(2003) Effects of immunonutrition on intestinal mucosal apoptosis, mucosal
atrophy, and bacterial translocation in head injured rats. Journal of Clinical
Neuroscience 10(5): 596-601.

Weber Sobrinho CR (2012) Associacdo entre esquistossomose mansobnica e
translocacdo bacteriana/sepse: perfil de citocinas na infeccdo cronica em
camundongos submetidos a esplenectomia. Thesis. Universidade Federal de
Pernambuco, Brazil.

Wiest R, Rath HC (2003) Bacterial translocation in the gut. Best Pract Res Clin
Gastroenterol 17: 397-425.

Yolles, T.K.; Moore, D.V.; De Giusti, D.L.; Ripson, C.A.; Meleney, H.E. (1947). A

technique for the perfusion of laboratory animals for the recovery of
schistosomes. J. Parasit. 33, 419-26.

104



Translocacdo bacteriana em camundongos infectados com Schistosoma mansoni submetidos a desnutricdo
neonatal.

7- CONCLUSOES

v" Houve uma maior ocorréncia de translocacao bacteriana em camundongos

infectados pelo S. mansoni, submetidos ou ndo a desnutrigéo.

v" Houve uma maior ocorréncia de translocacao bacteriana em camundongos
desnutridos, porém o sexo ndo foi um fator de risco para ocorréncia de

translocacao bacteriana.

v/ Existiu a maior ocorréncia de translocacao bacteriana em camundongos
desnutridos infectados pelo S. mansoni, comparados aos infectados
nutrido.

v/ Camundongos desnutridos e esquistossomoticos apresentaram maior
prevaléncia de coproculturas positivas, tanto com relacdo a densidade
bacteriana por espécies quanto ao numero de UFC.

v A andlise morfométrica duodenal revelou aumento na altura e area das
vilosidades nutridos e parasitados com S. mansoni, quando comparados aos
respectivos controles. Entre os grupos de animais sem infec¢do, houve um
aumento da altura das vilosidades nos animais desnutridos, quando comparado
ao respectivo controle.

v' Houve translocacdo bacteriana para os linfonodos mesentéricos nos animais
esquistossomoticos, sendo mais prevalente em animais que sofreram
desnutricao neonatal. Na translocacgéo para sangue porta, figado, baco e sangue
periférico, os grupos dos animais parasitados apresentaram bactérias nestas
amostras teciduais, sendo mais assinalado nos desnutridos. Os animais que
sofreram desnutricdo neonatal e sem infeccdo, apresentaram

translocacao para linfonodos mesentéricos, sangue porta e figado.
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ANEXO - Aprovacdo Comité de Etica

Universidade Federal de Pernambuco
Centra de Cigncias Bioldgicas

AV. Prof. Welson Chaves, s/a
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 1) 2126 8840 I 2126 8351
fax: (55 81) 2126 B350
WWw.cCh. ufpe . br

Recife, 07 de julho de 2011

Oficio n® 382/11

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof*.Celia Maria Machado Barbosa de Castro
Departamento de Imunopatologia Keizo Asami
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.026257/2011-74

Os membros da Comissgo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Translocagdo bacteriana em camundongos infectados com
schistosoma mansoni submetidos & desnutrigio neonatal.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com aS nomas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE,

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que frata da questdo do uso de animais para fins cientificos e

didaticos,

Diante do exposto, emitimos Parecer favoravel aos protocolos éxperimentais a serem
realizados.
Origem dos animais: Biotério do Departamento de Atenciosamente,

Imunopatologia  Keizo Asami; Animais:Camundongo;

Linhagem:Swiss webster, Sexo: Machos e Fémeas: |dade: f‘) LNL-Q D
Recem nascidos (primeiro dia de vida) ’ Profa. Mfm

Numero de animais previsto no protocolo: 100 animais. Presidente do czﬁ.

urrg

CCB: Integrar para desenvolver
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