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RESUMO

Desordens nutricionais e doengas tropicais negligenciadas tem representado um impasse na
salde publica devido a afetar popula¢des vulneraveis. O Schistosoma mansoni é um parasita
que possui grande dependéncia pelo metabolismo do hospedeiro, sendo sua patogénese
fortemente influenciada pelo padrdo alimentar do individuo. Estudos demonstram mudancas
significativas no curso da esquistossomose em hospedeiros com alimentacdo hiperlipidica
e/ou hipercalérica. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da dieta
hiperlipidica na producdo de citocinas (IL-6, TNF-a, IFN-y), perfil lipidico, histopatologia
hepatica e microbiota intestinal de camundongos infectados com Schistosoma mansoni.
Foram formados quatro grupos experimentais: camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica infectados (DHI) ou ndo infectados (DHNI) e camundongos com dieta padréo
infectados (DPI) ou ndo infectados (DPNI). Os animais foram infectados percutaneamente
com cercarias de S. mansoni apés 10 semanas de administracdo das respectivas dietas. Aos 45
dias de infecgdo, foram confeccionadas laminas parasitologicas pela técnica de Kato-katz para
determinacéo da infeccdo e contagem de ovos nas fezes. Na fase aguda da infec¢do (60 dias),
foram coletadas amostras de sangue cardiaco para analise da producéo de citocinas (TNF-a,
IL-6 e IFN- v) e perfil lipidico. Coletou-se fragmentos do figado para andlise histopatolégica e
histomorfométrica dos granulomas hepaticos, fezes na regido distal do intestino para analise
microbioldgica e realizou-se perfusdo porta-hepética para determinacdo da carga parasitaria
através da recuperacdo de vermes adultos. Os resultados das variaveis quantitativas foram
expressos por média + DP e os resultados das varidveis qualitativas, por frequéncias absolutas
e relativas. A significancia estatistica para analise das hipdteses foi de 5%. Com relacdo a
producdo de citocinas, os grupos DHI e DPI apresentaram elevacdo na concentracdo sérica
das citocinas IL-6 e IFN- y quando comparado aos controles. As concentracbes de TNF-a
foram maiores no grupo DPI nas comparagdes com os demais. Na comparagdo com o DPI, o
grupo DHI apresentou maior densidade de ovos nas fezes (p=0,02), maior recuperacao total
de vermes (p<0,001) e de vermes fémeas (p=0,01). Ndo foram encontradas diferencas
significativas na area média dos granulomas entre os grupos DHI e DPI, enquanto a contagem
de granulomas mostrou-se elevada no DHI (p<0,001). Quanto as analises microbioldgicas, a
ordem das frequéncias das bactérias aerobias encontradas foi a seguinte: Bacillus sp.,
Staphylococcus saprophyticcus, Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterococcus sp., Serratia
sp., Staphylococcus aureus e Corynebacterium sp. O grupo DHI apresentou o maior
percentual de bactérias Gram negativas (50%), seguido pelo DHNI (42,86%). Conclui-se que
a dieta hiperlipidica promoveu elevacdo da carga parasitaria e induziu uma maior
concentragdo de granulomas hepéticos, no entanto ndo houve diferencgas significativas quanto
a producéo de citocinas e histomorfometria dos granulomas. Quanto a microbiota entérica, 0s
grupos submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram maiores percentuais de bactérias Gram
negativas quando comparados aos respectivos controles.

Palavras-chave:  Esquistossomose. Dieta  Hiperlipidica.  Imunidade.  Microbioma
Gastrointestinal.



ABSTRACT

Nutritional disorders and neglected tropical diseases have been a deadlock in public health
due to affecting vulnerable populations. Schistosoma mansoni is a parasite that is highly
dependent on host metabolism, its pathogenesis being strongly influenced by the nutritional
status of the individual. Studies have demonstrated significant changes in the course of
schistosomiasis in hosts with hyperlipidic and/or hypercaloric feeding. The aim of the present
study was to evaluate the effects of a hyperlipidic diet on the production of cytokines (IL-6,
TNF-0, IFN-y), hepatic histopathology and intestinal microbiota of mice infected with S.
mansoni. Four experimental groups were studied: infected mice fed a high-fat diet (IHFC) or
standard chow (ISC), uninfected mice fed a high-fat diet (HFC) or standard chow (SC). The
animals were infected percutaneously with S. mansoni cercariae after 10 weeks of
administration of the respective diets. Body weights were evaluated weekly. At 45 days of
infection, parasitological blades were prepared by the Kato-katz technique for infection
determination and egg count in the faeces. In the acute phase of infection (60 days), cardiac
blood samples were collected for analysis of cytokine production (TNF-a, IL-6 and IFN-y)
and lipid profile. Liver fragments were collected for histological and morphometric analysis
of hepatic granulomas, stool in the distal region of the intestine for microbiological analysis
and hepatic perfusion was performed to determine the parasite load through the recovery of
adult worms. The results of the quantitative variables were expressed as mean + SD and the
results of the qualitative variables, by absolute and relative frequencies. The statistical
significance for analysis of the hypotheses was 5%. The IHFC group had higher faecal egg
density (p = 0.02), higher total recovery of worms (p <0.001) and female worms (p = 0.01)
when compared to the ISC group. Regarding the production of cytokines, the IHFC and ISC
groups showed elevated serum concentrations of IL-6 and IFN- y cytokines when compared to
controls. TNF-a concentrations were higher in the ISC group in comparisons with the others.
The uninfected groups (HFC and SC) did not differ in relation to the production of the
cytokines evaluated. No significant differences were found in the mean area of the
granulomas between the ISC and IHFC groups. Already, the granuloma count was elevated in
the IHFC group (p <0.001). As for the micirobiological analyzes, an order of frequencies of
the aerobic bacteria found for the following: Bacillus sp., Staphylococcus saprophyticcus,
Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterococcus sp., Serratia sp., Staphylococcus aureus and
Corynebacterium sp. The IHFC group presented the highest percentage of Gram negative
bacteria (50%), followed by HFC (42.86%). It was concluded that the hyperlipid diet
promoted increased parasitic load and induced a higher concentration of hepatic granulomas,
however there were no significant differences regarding cytokine production and granuloma
histomorphometry. As for the enteric microbiota, the groups submitted to the hyperlipid diet
presented higher percentages of Gram negative bacteria when compared to the respective
controls.

Keywords: Schistosomiasis. Diet, High-Fat. Immunity. Gastrointestinal Microbiome.
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1 INTRODUCAO

Desordens nutricionais e doencas tropicais negligenciadas tem representado um
impasse na salde publica devido a afetar populacdes vulneraveis (SILVA et al., 2012). O
Schistosoma mansoni € um parasita que possui grande dependéncia pelo metabolismo do
hospedeiro (SAULE et al., 2005), sendo sua patogénese fortemente influenciada pelo padréo
alimentar do individuo (SOUZA et al., 2011). Estudos demonstram mudancas significativas
no curso da esquistossomose em hospedeiros com alimentacdo hiperlipidica e/ou
hipercalorica (Alencar et al., 2012; SILVA et al., 2012; HUSSAARTS et al., 2015).

Os paises em desenvolvimento iniciaram uma transi¢do nutricional, caracterizada pela
reducdo da prevaléncia da desnutricdo e pelo avanco da obesidade (AMUNA; ZOTOR, 2008).
A obesidade é considerada um problema de saide mundial e 0 aumento de sua incidéncia,
riscos e consequéncias sdo cada vez mais preocupantes (SILVEIRA et al., 2009). Caraterizada
por gerar prejuizos ao estado normal do hospedeiro, modificando fungdes vitais como a
enddcrina e imune (ALVES, 2006), pode acarretar prejuizos a competéncia imunologica, com
aumento da susceptibilidade a infec¢des e inflamagbes (SILVEIRA et al., 2009).

Poucos estudos avaliam a associagdo da esquistossomose com a obesidade. Alencar et
al. (2009), avaliando efeitos de dieta hiperlipidica em camundongos submetidos a infeccao
esquistossomotica, observaram uma maior infectividade, superior carga parasitaria, com
elevacdo da postura e viabilidade de ovos nas fezes, bem como da densidade de ovos nos
tecidos, sugerindo uma maior agressividade da infeccdo nesse grupo de animais, quando
comparados aos controles alimentados com dieta normolipidica (Neves et al., 2007; Alencar
et al., 2009).

Outro trabalho, desenvolvido por Neves et al. (2007), ndo apontou diferencas
significativas quanto a infectividade entre os grupos de camundongos alimentados com dietas
hipercaldrica ou normocaldrica, entretanto a contagem de ovos nas fezes e nos tecidos, assim
como a diversidade morfoldgica de granulomas hepaticos, foram superiores no grupo de
animais obesos, evidenciando que a dieta com elevado teor lipidico produz efeitos na infeccéo
pelo S. mansoni.

A obesidade é caracterizada por uma inflamacdo crénica. Os niveis circulantes de
muitas citocinas e proteinas de fase aguda associadas a inflamacdo apresentam-se elevados
em pacientes obesos. O aumento da concentracdo das adipocinas pré-inflamatorias,

destacando-se a IL-6, o0 TNF-a e a leptina, impacta em diversas fungdes corporais como
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balanco energético, sistema imune, metabolismo lipidico e homeostase corporal (PRADO et
al., 2009).

Na fase aguda da doenca esquistossomadtica a resposta imunolégica predominante é a
do tipo Thl, observando-se a presenca de células mononucleares de sangue periférico
produzindo grandes quantidades de fator de necrose tumoral alfa (TNF- o) e interleucinas 1
(IL-1) e 6 (IL-6) (De JESUS et al., 2002; COURA, 2004). Apesar dos fortes indicios de que a
sobreposicdo da obesidade a esquistossomose possa promover uma reacao inflamatoria mais
exacerbada, ndo sdo encontrados trabalhos que avaliem o comportamento imune frente a essa
associacéo.

Zhang et al. (2010) demonstram que a composicdo dietética também exerce papel
determinante na modulacdo da microbiota intestinal, influenciando em 57% a variacdo da
microbiota. Em ratos obesos com dieta rica em gordura observa-se mudanca na micriobiota
intestinal (DE LA SERRE et al., 2010), com aumento de Firmicutes em relacdo aos
Bacterioides (FLEISSNER et al., 2010). Andrade et al. (2015), ap0s revisao sistematica da
literatura, corroboram a hipdtese da maior prevaléncia de Firmicutes na microbiota de obesos.
Perturbacfes na microbiota normal podem acarretar doencas pela eliminacdo de organismos
necessarios ou por permitir o crescimento de micro-organismos inapropriados (MURRAY,
2017).

As interagOes entre a microbiota intestinal e a dieta séo relevantes para 0s processos de
doencas inflamatorias experimentais em modelos animais (HUFELDT et al., 2010). Lima et al
(2012) observaram  modificacbes na  microbiota intestinal de camundongos
esquistossomoticos, que apresentaram maior variedade e quantidade de coldnias bacterianas
nas coproculturas quando comparados ao grupo controle ndo infectado. Contudo ndo séo
encontrados estudos que avaliem a microbiota intestinal de camundongos infectados pelo S.
mansoni e expostos a uma alimentacéo rica em gordura.

Em virtude do contingente de pacientes obesos encontrados em areas endémicas para
esquistossomose, torna-se relevante o desenvolvimento de estudos que visem o entendimento
de mecanismos imunopatogénicos gerais desencadeados durante a infec¢do pelo S. mansoni
associada a dietas indutoras de obesidade. Logo, pretende-se com esse estudo avaliar os
efeitos do consumo de uma dieta com elevado teor lipidico em parametros da funcéo imune,

histopatologia hepatica e microbiota intestinal em camundongos infectados pelo S. mansoni.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Esquistossomose mansonica

2.1.1 Aspectos epidemioldgicos

A esquistossomose, doenca negligenciada de grande importancia e repercussao socio-
econbmica, é considerada endémica em areas tropicais e com larga distribuicdo geogréfica,
sendo encontrada em 78 paises e territdrios (IBIKOUNLE et al. 2009). As estimativas
apontam 779 milhdes de pessoas sob o risco de infec¢do e 207 milhdes de infectados em todo
o mundo (OMS, 2015). As doencas infecciosas negligenciadas afetam principalmente as
populacdes que vivem em extrema pobreza e causam sofrimento, incapacidade permanente e
morte.

A doenca foi trazida para o Brasil pelos escravos africanos, sendo inicialmente
detectada pelo médico Augusto Piraja da Silva no estado da Bahia, estando atualmente
presente nas regides Sudeste e Nordeste. Antes da implantagdo do Programa Especial de
Controle da Esquistossomose (PECE) no Brasil, ocorrido nos anos 1996 e 1997, a
esquistossomose atingia entre dez e doze milhGes de pessoas, sendo o pais considerado uma
das mais importantes areas de ocorréncia da doencga (BRASIL, 2013).

Dados recentes do Ministério da Saude (2013) avaliam uma prevaléncia de 6 milhdes
de individuos acometidos distribuidos pelos estados brasileiros, e 1,5 milhdes de pessoas
vivendo em &reas sob o risco de contrair a doenca. Sao registradas em média 1500 internagdes
por ano de vitimas da doenga, ocorrendo uma estreita relacdo entre questdes bioldgicas sociais
e culturais que facilitam a sua disseminacdo (BRASIL, 2013; CARVALHO et al, 2008).

Em virtude da grande diversidade geogréfica, climatica, econémica e social que se
reflete na imensa variedade de parasitos encontrados no Brasil, a esquistossomose mansonica
¢ uma das endemias parasitarias mais significativas, ocupando o segundo lugar depois da
malaria. A doenca é observada em todas as regifes do pais, com a maioria dos casos
ocorrendo nos estados das regides Nordeste e Sudeste. Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo, Minas Gerais e Bahia compreendem as &reas
endémicas de maior importancia entre as 19 unidades federativas acometidas pela
esquistossomose mansoni (BRASIL, 2015) (FIGURA 1).

Pernambuco possui uma area endémica para esquistossomose mansdnica que

corresponde a 17,5% da area total do Estado, onde, apenas entre os anos de 2006 a 2016, foram
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notificados 89.928 casos da parasitose (SINAN, 2017). Nesse Estado, a doenca é
historicamente endémica na regido rural, apresentando-se, predominantemente, sob forma

crénica, acometendo pessoas de baixa renda e tendo como vetor principal o caramujo
Biomphalaria straminea (COUTINHO et al., 1997). O principal fator que contribui para a
manutencdo da transmissdo é a contaminacdo das colec¢Ges hidricas por fezes humanas fruto

das deficiéncias de infra-estrutura sanitaria e ambiental (KATZ; PEIXOTO, 2000 e

RESENDES et al., 2005)
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2.1.2 Ciclo biolégico

O S. mansoni tem um ciclo evolutivo complexo, que envolve um molusco aquético
pulmonado de agua doce (do género Biomphalaria) e um hospedeiro vertebrado (homem e
outros mamiferos) (FIGURA 2). As formas evolutivas consistem em ovo, miracidio,
esporocistos, cercaria, esquistossdmulo e verme adulto, sendo o miracidio e a cercaria as duas
formas larvérias de vida livre no meio aquatico.

Os vermes adultos habitam preferencialmente as vénulas do plexo hemorroidario
inferior e as ramificacdes das veias mesentéricas do hospedeiro vertebrado, especialmente a
mesentérica inferior, onde migram para submucosa intestinal, e a fémea faz a oviposicdo. Cada
fémea pbe, em media, 300-400 ovos/dia, 0s quais levam cinco dias para amadurecer (REY,
2001; NEVES et al., 2005). Parte dos ovos atravessa a parede dos vasos, a lamina propria do
epitélio intestinal, chegando a luz do intestino, em um periodo de 6 dias, e é eliminada junto
com as fezes. No momento em que as fezes entram em contato com colec¢des de dgua, 0s 0vos
maduros eclodem, liberando o miracidio, que nada ativamente ao encontro do hospedeiro
invertebrado. Ao penetrar nas partes moles do caramujo, 0 miracidio sofre uma reorganizagao
celular, dando origem aos esporocistos, que por poliembrionia, origina os esporocistos-filhos, e
estes tem a capacidade de originar outros esporocistos-filhos e cercérias (REY, 2001; KATZ &
ALMEIDA, 2003).

Em condicBes favoraveis de temperatura, luminosidade e oxigenacdo da agua, cerca de
4-6 semanas apos a infec¢do, os moluscos iniciam a eliminagdo das cercarias, as quais nadam
ativamente e penetram pela pele ou mucosas integras do hospedeiro susceptivel, fazendo uso
da acdo litica de enzimas e pela acdo mecanica de seus movimentos. Apds atravessarem a pele,
0S COrpos cercarianos passam por uma série de mudancas morfologicas, bioquimicas e
antigénicas, passando a ser chamado de esquistossomulos, ultimo estagio larvario do parasito.
Os esquistossdmulos penetram nos vasos sanguineos e linfaticos e aqueles que ndo forem
eliminados pelo sistema imunologico do hospedeiro migram para os pulmdes, de onde séo
distribuidos para os outros 6rgdos. A maioria deles alcanca o figado, onde atinge a maturidade
sexual no sistema venoso portal. Neste local, os vermes acasalam e migram para as veias
mesentéricas onde iniciam a oviposi¢do, completando assim, o ciclo evolutivo do S. mansoni
(REY, 2001; WILSON et al., 2006).

O ciclo completo ocorre em cerca de 80 dias. No hospedeiro definitivo, a fase sexuada

dura, em média, 40 dias e vai desde a penetracdo das cercarias até a eliminagdo dos ovos nas
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fezes. No hospedeiro intermediario, o ciclo é assexuado, e a duracdo é aproximadamente a
mesma da fase sexuada (KATZ & ALMEIDA, 2003).

A Moléculas clo hospedero
N (Tolr6=1MNr?)

Recaptores para
moléculas do
hespedere

Mache adulta

Fémea %

Veia porta adulta

Intestine

Caramujo -
llospedeiro intermedidrio

Nature Reviews | Immunology
Figura 2 — Ciclo de vida do S. mansoni. O esquema mostra as etapas do ciclo, no meio
aquatico, no hospedeiro intermediario e finalmente no hospedeiro vertebrado (PEARCE & MC
DONALD, 2002)

2.1.3 A doenga

Fatores como cepa do parasito, carga parasitaria, idade, estado nutricional e resposta
imune do paciente influenciam a forma de apresentacdo da esquistossomose (NEVES et al.,
2005). Esta se desenvolve em duas fases, aguda e crbnica, com a fase crénica podendo
apresentar trés formas clinicas: intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica (REY, 2001).

Na fase aguda, alguns individuos se queixam de manifestacGes pruriginosas na pele,
caracterizando a chamada dermatite cercariana, fendbmeno decorrente da morte de até metade

das cercarias que penetraram na pele. As manifestacdes clinicas sdo micropapulas eritematosas
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e pruriginosas, com intensidade geralmente pequena e duracdo de cerca de 24-72 horas pos-
infecgdo, podendo estender-se por até 15 dias (LAMBERTUCCI, SILVA & VOIETA, 2005).
O desaparecimento dos sinais cutaneos corresponde ao periodo de incubacéo, que pode durar
de quatro a oito semanas, quando ha o desenvolvimento dos esquistossomulos (DOMINGUES
& DOMINGUES, 1994).

Apobs quatro a oito semanas, o paciente pode desenvolver febre alta, mal estar,
astenia, urticaria, tosse, anorexia, nauseas, vomitos, mialgias, cefaléia e diarréia. Em virtude
desses sintomas também ocorrerem em varias outras doencas infecciosas e parasitarias, o
quadro clinico pode ndo sugerir o diagnostico. O exame fisico pode detectar abdome
distendido e doloroso, com figado e baco aumentados (REY, 2001). Essas manifestaces da
fase aguda podem ndo ser evidenciadas em moradores de areas endémicas, que apresentam a
forma assintomatica da doenca (LAMBERTUCCI et al., 2000). A fase aguda pode durar, em
média, trinta a sessenta dias, desaparecendo quando o paciente é submetido a tratamento
especifico ou podendo evoluir para a fase cronica, caso ndao haja tratamento (KATZ &
ALMEIDA, 2003).

A fase cronica € decorrente principalmente de inflamacdo eosinofilica e reagédo
granulomatosa, que gradativamente da lugar a depdsitos fibréticos, provocadas pelos ovos que
se prendem aos tecidos durante a migracdo peri-intestinal ou apds embolizacdo do figado,
baco, pulmdes e sistema cérebro-espinhal (CHEEVER et al., 2000). A doenca resulta da
deposicdo macica de coldgeno nos espacos periportais, induzindo a Fibrose de Symmers.
Quando ha comprometimento das funcdes e aumento do volume do figado e do baco, ocorre a
forma hepatoesplénica da doenca, na qual sdo observadas alteragfes anatomicas,
fisiopatoldgicas e clinicas, resultantes das lesbes teciduais provocadas pelos ovos do parasito
(MELO; COELHO, 2005). Nessa fase, hd pacientes que permanecem na sua forma clinica
estacionaria ou compensada, conservando um bom estado geral, com sintomatologia de
pequena intensidade. Outros, porém, evoluem para as formas mais graves ou descompensadas,
apresentando bloqueio da circulagéo pré-sinusoidal, causados pelo grande nimero de depositos
fibréticos, o que reduz o fluxo sanguineo do territdrio drenado pela veia porta. O baco aumenta
de volume, em grande parte devido a congestdo da veia esplénica do sistema porta, bem como
devido a hiperplasia das células do sistema macrofagico-linfocitario, com diferenciacdo
plasmocitaria e producéo de imunoglobulinas, em virtude da presenca de grande quantidade de
substancias antigénicas (REY, 2001).

A doenga ainda pode acarretar lesdes cardiopulmonares como arteriolite obstrutiva,

insuficiéncia pulmonar direita e hipertensdo pulmonar provocada por obstrugdo vascular
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induzida pelos ovos, vermes mortos ou imunocomplexos Ag-Ac. O depdsito de complexos
imunes nas &reas mensagiais também pode levar a glomerulonefrite (BARSOUM, 1993).
Lesdes no aparelho reprodutor de homens e de mulheres também ocorrem em areas endémicas,
facilitando a transmissdo sexual de outras doencas e podendo induzir infertilidade
(POGGENSEE; FELDMEIER, 2001). E, lesbes do sistema nervoso central e entérico,
decorrentes de inflamag&o ao redor de vermes ou 0s ovos, localizados ectopicamente, podem
envolver danos fibroticos irreversiveis se ndo forem tratados (FERRARI et al., 2004; ABDU,
2009).

2.1.4 Imunopatologia

A desintegracdo dos ovos, a excrecdo de seus produtos e os antigenos liberados pelos
vermes adultos do Schistosoma mansoni estimulam a resposta imune do hospedeiro definitivo
(PESSOA; MARTINS, 1988) e a interacdo entre os produtos estranhos do parasita e 0s
componentes imunoldégicos do hospedeiro pode resultar, dependendo do tipo e intensidade da
resposta, em imunopatologia ou protecdo imune (ABBAS, MURPHY; SHER, 1996).

Alguns autores tem demonstrado que diversos mecanismos, dentre eles a resposta de
subpopulagbes T CD4+ Thl e Th2, estdo envolvidos no desenvolvimento e manutencdo da
doenca ou resisténcia a infeccdo/reinfeccdo pelo S. mansoni. (JAMES; SHER, 1990;
SMYTHIES et al., 1992; WYNN et al., 1995). O perfil Thl esta relacionado a secrecdo das
citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y e IL-2), estando envolvida na formacao
de infiltrado rico em neutréfilos polimorfonucleares, ativacdo de macrofagos, protecdo contra
bactérias intracelulares, eliminagdo de virus e fungos, além da formacdo de granulomas. Por
outro lado, no perfil Th2 sdo produzidas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, que estdo implicadas,
essencialmente, nas respostas imunoldgicas alérgicas, protecdo contra infec¢es helminticas, e
caracteriza-se por infiltrados ricos em eosindéfilos, mastocitos e por aumento da sintese da IgE
(STOCKINGER; BOURGEOIS KASSIOTIS; 2006; ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2008).

O tipo de imunidade encontrada em camundongos infectados com Schistosoma mansoni
apresenta variagdes nos perfis Th1/Th2, com a evolucdo da doenga. A resposta imune celular
na esquistossomose mansonica pode ser diferenciada em trés fases. A primeira abrange o
periodo de trés a cinco semanas apds a infeccdo, sendo caracterizada pela exposicdo do
hospedeiro as cercérias e aos esquistossdmulos que migram pelo tecido (CHEEVER et al,
2000). Nesta fase, a resposta imunoldgica predominante € a do tipo Thl, observando-se a

presenca de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) produzindo grandes
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quantidades de fator de necrose tumoral alfa (TNF- o) e interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) (De
JESUS et al., 2002; COURA, 2004). A medida que essas formas imaturas se desenvolvem,
copulam e produzem ovos, ocorre uma alteracdo consideravel na resposta imunoldgica. A
resposta que era predominantemente Thl é substituida pelo predominio da resposta Th2,
induzida principalmente por antigenos do ovo de S mansoni. A entdo predominante resposta
Th2 € a responsavel pela modulacdo da producdo e das funcdes efetoras dos mediadores pro-
inflamato6rios (FLORES-VILLANUEVA et al., 1993; CHEEVER et al., 2000).

Durante a fase crénica, o perfil observado é caracterizado por uma baixa producédo de
IFN-y e produ¢do aumentada de citocinas com padrdo Th2, como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13
(RIBEIRO DE JESUS et al.,, 2000). A resposta inflamatoria ao redor dos ovos diminui
principalmente devido a modulacdo da resposta imunologica mediada pela IL-10, que
desempenha um papel crucial nesse processo (ARAUJO et al., 1996; MALAQUIAS et al.,
1997; MONTENEGRO et al., 1999). A IL-10, produzida principalmente pelos clones Th2, foi
associada a supressdo da resposta Thl, sendo, portanto o perfil da resposta Th2 associado com
a protecdo e a geracdo de cronicidade das infecgdes esquistossométicas por controlar a resposta
granulomatosa ao redor dos ovos (FINKELMAN et al.,, 1991; STADECKER; FLORES
VILLANUEVA, 1992).

Os granulomas formados em funcéo da reacdo imunoldgica em resposta aos antigenos
sollveis dos ovos retidos nos tecidos do hospedeiro sdo os principais desencadeantes da
patologia da esquistossomose (MATHEW; BOROS, 1986). Em modelos experimentais, 0
estagio inicial de formacdo do granuloma envolve a participacdo de moléculas de adesdo,
principalmente entre a molécula de adesao celular-1 (ICAM-I) e o seu receptor, denominado
antigeno funcional de leucdcitos-1 (LFA-1) (RITTER; MCKERROW, 1996). O aumento da
expressdo de ICAM-I ¢ induzido por IL-1, IFN-y ou TNF- o (DUSTIN et al., 1986). Logo,
TNF- o e IFN-y participam da ativacdo de linfocitos e, consequentemente, na formacdo dos
granulomas.

Posteriormente, os linfocitos T CD4+ ativados Secretam citocinas que promovem a
formagéo e a regulagdo do granuloma (WEINSTOCK; BLUM, 1987). Em modelos
experimentais, as citocinas mais abundantes séo IL-2 e IL-4 (YAMASHITA & BOROS,
1992). Nesta etapa, 0 granuloma é predominantemente celular, formado principalmente por
eosinofilos, macrofagos, linfocitos, alguns neutrdfilos e células gigantes multinucleadas
(RASO & NEVES, 1965; WEINSTOCK, 1992), sendo as migra¢es desses diversos tipos
celulares para o sitio de inflamacéo, controladas por citocinas e também quimiocinas (BOROS,
1989; PEARCE & MACDONALD, 2002).
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Na segunda etapa de formacdo do granuloma, onde o seu didmetro € maior, ha um
predominio das citocinas IL-4 e IL-5 (CHENSUE et al., 1993). A IL-4 desempenha um papel
regulador na formacdo do granuloma (YAMASHITA & BOROS, 1992), enquanto IL-5
aumenta o recrutamento de eosinofilos e a proliferacéo e diferenciacdo de células B (SHER et
al., 1990; WEINSTOCK, 1992). A resposta imunoldgica frente aos ovos de S. mansoni resulta
na formacdo de granulomas hepéticos e intestinais que podem desencadear um quadro de
fibrose nesses tecidos. Apesar dos granulomas serem por si sO patogénicos, eles também
protegem o hospedeiro, sequestrando moléculas hepatotoxicas liberadas pelo ovo e
prevenindo o dano hepatico (PATTON et al., 2001). Apo6s a fase aguda da doenca, 0
granuloma diminui de tamanho, resultante da reducéo da inflamag&o ao redor dos ovos, sendo
esse processo denominado modulacdo (ANDRADE; WARREN, 1964).

A maioria dos pacientes infectados pelo S. mansoni, residentes em areas endémicas
para a esquistossomose, desenvolvem a forma crénica intestinal. Véarios estudos tém
demonstrado que os pacientes apresentando essa forma clinica desenvolvem mecanismos que
estdo envolvidos na modulacdo da resposta imunologica contra a infeccdo. Diversos
mecanismos envolvidos nesse controle ja foram descritos, dentre eles podemos citar a
modulacdo da resposta de células T por anticorpos anti-idiotipos (LIMA et al., 1986; PARRA
et al.,, 1991), a participacdo de células T CD8+ (DOUGTHY et al. 1982) e a regulacéo
mediada por IL-10 (MALAQUIAS et al., 1997; ARAUJO et al., 1996; MONTENEGRO et
al., 1999).

A modulacdo da resposta imunoldgica durante a fase cronica da esquistossomose
reduz drasticamente a resposta do tipo Thl, passando a existir o predominio da resposta do
tipo Th2, prevalecendo eosinofilia, producdo de anticorpos e citocinas relacionadas a esse tipo
de resposta, como IL-5 e IL-10 (COLLEY, 1975; PEARCE; MACDONALD, 2002). Araujo
(1997), avaliando o fenémeno de imunossupressdo especifica em esquistossomaticos
crénicos, constatou que PBMC de 64% dos pacientes apresentaram baixa resposta
linfoproliferativa, e nenhum deles produziu IFN-y em resposta aos antigenos do Schistossoma
“in vitro”. Por outro lado, os PBMC produziram IL-4, IL-5 e IL-10 em resposta ao antigeno
de verme adulto, demonstrando expansao dos linfécitos Th2.

Dados da literatura indicam que a IL-10, ao atuar sobre a resposta Thl e desvia-la para
Th2, se opde a sintese de IFN-y e IL-2, que sdo importantes para a proliferacdo de células T e
a ativacdo de macrofagos. A inibicdo da sintese dessas citocinas pela IL-10 parece ser
indireta, ou seja, ela agiria sobre as células apresentadoras de antigenos, especialmente

monocitos e macréfagos, inibindo a expressdo de moleculas do complexo de
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histocompatibilidade principal do tipo Il (MHC classe Il) e co-estimulatérias como B7-2, o
que resultaria na auséncia, ou diminuicdo, da apresentacdo dos antigenos e, por conseguinte,
falta de ativacdo celular e auséncia na producédo de IL-2 e IFN-y (FIORENTINO et al. 1989;
MOORE et al. 1990; FIORENTINO et al. 1991).

citocina € capaz de inibir a sintese de IFN-y pelas células Natural Killers, mecanismo
essencial para a derivacdo da resposta imunoldgica para o tipo Thl (KOS; ENGLEMAN,
1996).

Em humanos, a deteccdo de altos niveis de IL-10 estd correlacionada com o
desenvolvimento de formas menos graves da esquistossomose (ARAUJO et al., 1996;
MALAQUIAS et al., 1997). Em modelos murinos, a auséncia desta citocina foi
correlacionada com aumento de fibrose hepética e esplenomegalia (BOSSHARDT et al.,
1997). Em contra partida, altos niveis de TNF- o e baixos niveis de IL-5 estdo associados com
a forma clinica hepatoesplénica da esquistossomose mansénica humana (MWATHA et al.
1998).

Silveira et al. (2004), avaliando o efeito da intensidade de infeccdo pelo S. mansoni
sobre a producdo de IFN-y, IL-10 e IL-13 por PBMCs de individuos residentes em area
endémica para o S. mansoni, observaram que os niveis de IFN-y produzidos por PBMCs
diminuem gradualmente com o aumento da intensidade de infeccéo, e que esta intensidade de
infeccdo é decisiva para a producdo de I1L-10 e dominancia de uma resposta imunolégica Th2,
Estes autores ndo encontraram diferenca estatisticamente significativa nos niveis de IL-13
entre o grupo de pacientes ovo-negativo e 0 grupo de pacientes com exame parasitolégico de
fezes positivo para S. mansoni. Grzych et al. (1991) demonstraram, em modelo murino, que a
presenca dos ovos foi o principal estimulo para o desenvolvimento de uma resposta Th2, o
que também sugere a influéncia da intensidade de infec¢do no estabelecimento de uma
resposta predominantemente Th2.

Um estudo longitudinal realizado com alunos colegiais no Gabdo sugeriu o
envolvimento da IL-10 como fator de risco para a reinfec¢do pelo S. haematobium, uma vez
que as criangas com maior risco de reinfeccdo foram aquelas que apresentaram os niveis mais
altos de IL-10 especifica contra antigenos do ovo (VAN DEN BIGGEALAAR et al. 2002).
Estes altos niveis de IL-10 devem provocar uma diminuigdo mais vigorosa na resposta Thl
nestas criangas quando comparadas com as que produziram niveis menores desta citocina.
Assim, a menor capacidade de montar uma resposta protetora Thl contra a invaséo cercariana

pode resultar em um maior risco de reinfecgdo. Contudo, a falha na via imunoldgica de
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protecdo, mediada por IL-10, ainda ndo esta esclarecida (VAN DEN BIGGEALAAR et al.
2002).

Outro estudo longitudinal, realizado no Quénia, investigou a resposta mediada por
células em dois grupos de individuos: um de 9 a 13 anos e outro de 14 a 35 anos. A resposta
blastogénica e a producdo de citocinas foram medidas antes e apds o tratamento. Ambos 0s
grupos se reinfectaram depois do tratamento, porém com intensidades diferentes. O grupo
mais jovem apresentou intensidade de infeccdo mais alta, sendo, portanto, denominado
suscetivel, enquanto o grupo mais velho, com carga parasitaria mais baixa, foi considerado
resistente. Observou-se uma correlagdo inversa entre a resposta de proliferacdo celular a
antigenos de vermes adultos e esquistossdmulos, e a subsequente intensidade de reinfeccdo
nos individuos mais velhos. Observou-se, ainda, que a citocina IL-5 apresentava-se mais
elevada nos individuos resistentes, e que ela possuia relacdo inversa com os niveis de IFN-y
(MORVEN et al. 1993).

Cheever, Hoffmann e Wynn (2000), ao estudarem animais deficientes em IL-10 apds
vinte semanas de infeccdo, observaram que a morbidade e a mortalidade na esquistossomose
murina cronica estavam associadas diretamente com o desenvolvimento de uma resposta Th2
por induzir a formacdo de lesbes fibroticas nos tecidos do hospedeiro. Por outro lado,
Stadecker (1992) e Fallon (2000) analisaram a esquistossomose murina, e diferentemente
concluiram que as respostas Th2 sdo protetoras, agindo como mediadores anti-inflamatorios e
as Thl estariam relacionadas com a formacdo do granuloma. Parte dessa divergéncia se deve
ao fato de que, embora a formacdo do granuloma e a fibrose periportal sejam caracteristicas
da patologia esquistossomdtica cronica, sdo fendmenos regidos por diferentes mecanismos.
Além disso, Cheever, Hoffmann e Wynn (2000) destacaram que a resposta Thl pode estar
elevada nas fases finais da doenca humana possivelmente para corrigir 0s danos causados
durante anos da exposicao a citocinas Th2 indutoras de colageno. Por sua vez, a polarizacao
Th1 na fase aguda da esquistossomose murina induz a imunopatologia letal devido a auséncia
de granulomas bem formados e exposi¢éo a hepatotoxinas derivadas do ovo do parasita.

E importante mencionar que os mecanismos envolvidos na indug&o das respostas Thl
e Th2 na esquistossomose ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Alguns estudos na
esquistossomose experimental revelam a existéncia de interacbes complexas entre tipos
celulares e demonstram a importancia de moléculas acessorias alem das citocinas no
direcionamento dessas respostas (PACHECO; LENZI, 1997; JACOBS et al, 1998,
HERNANDEZ et al, 1999). Sendo assim, torna-se de grande importancia o estudo dos



Oliveira, D.C.

padrdes de resposta na evolugédo da esquistossomose murina, a fim de melhor compreender a

imunopatologia da esquistossomose humana.

2.2 Obesidade

Fisberg (2004) descreve a obesidade como um acumulo anormal ou excessivo de
tecido gorduroso, regionalizado ou em todo o corpo, caracterizando-se como uma das doencas
ndo transmissiveis que mais cresce em todo o mundo, pois, nas Ultimas décadas, tem se
apresentado nas diversas faixas etarias. A obesidade pode ser descrita como a “Nova
Sindrome Mundial” (NAMMI et al., 2004), sendo uma condi¢do complexa, com dimensdes
sociais e psicoldgicas seérias, afetando a individuos de todas as idades e grupos
socioeconémicos (WHO, 2012).

A obesidade é considerada um problema de saide mundial e o aumento de sua
incidéncia, riscos e consequéncias sdo cada vez mais preocupantes. Segundo o World Health
Organization (WHO, 2012), existem cerca de 1,4 bilhdes de adultos com sobrepeso e 500
milhGes de adultos com obesidade em todo o mundo, com a projecdo de que em 2015 esses
valores cheguem a 2,3 bilhdes de adultos com sobrepeso e mais de 700 milhdes seréo obesos.

No Brasil, dados da Pesquisa de Or¢amentos Familiares — POF 2008/2009 (Instituto
brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2009) mostram que, uma em cada trés criancas
de 5 a 9 anos esta acima do peso recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e
gue o excesso de peso esta presente em 50,1% dos homens e em 48% das mulheres na faixa
etaria acima de 20 anos. Esse padrdo se reproduz, com poucas variagdes, na maioria dos
grupos populacionais analisados no Pais.

A obesidade é uma doenca multifatorial que tem em sua origem fatores genéticos,
psicossociais, nutricionais, metabolicos e endocrinos (WHO, 2012). O surgimento e a
manutencdo da obesidade contam com a contribuicdo de fatores que atuam na regulacéo da
ingestdo de alimentos através de um complexo sistema de sinais centrais e periféricos que
interagem para modular a ingestdo de nutrientes de forma individual (VALASSI et al., 2008)
e no armazenamento de energia (BOUCHARD, 2000). Assim, a principal causa da obesidade
e 0 desequilibrio entre a quantidade de energia consumida e o gasto desta, levando a um
acumulo no organismo. Esse armazenamento tem como conseqiiéncia 0 excesso de massa
gordurosa que se traduz ndo apenas em um deposito de energia, mas também em um 6rgao
endécrino (GARRUTI et al.,2008).
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O tecido adiposo é conhecido por possuir varias fungdes, entre elas: armazenamento
de energia, regulacdo hormonal dos sistemas homeostaticos, termogénese e protecdo de
impacto contra as visceras. Alem disso, tem uma importante funcdo endocrina, pois secreta
uma variedade de proteinas sintetizadas e liberadas pelos adipécitos, denominadas adipocinas.
Essas adipocinas tem diferentes fungdes, como: regulagdo de apetite e balango energético,
imunidade, sensibilidade a insulina, angiogénese, inflamagdo e resposta de fase aguda,
pressdo sanguinea e metabolismo de lipideos (MAFRA; FARAGE, 2006). Dentre as
adipocinas mais conhecidas e estudadas no ambiente cientifico estdo: leptina, adiponectina e
resistina. N&o é facil descrever a unidade funcional dessas adipocinas, porem, pode-se afirmar
que muitas dessas adipocinas sdo ligadas a imunidade e inflamagdo, uma vez que foram
estabelecidos paralelos (relacdes) entre os adipocitos e as células imunoldgicas (FANTUZZI,
2005).

2.2.1 Obesidade e sistema imune

Os processos imunoldgicos envolvidos na defesa do organismo sdo afetados pelo
estado nutricional. Assim, um desequilibrio crénico entre ingestéo e gasto energético conduz
a situacdes de obesidade, que podem influenciar de forma inespecifica e especifica nas
respostas imunes humoral e celular (WOMACK et al., 2007).

Segundo Alves (2006), essas repercussdes imunologicas, mais a complexa interacao
que existe entre elas, levam o individuo obeso a modificar sua resposta imune, tanto na
imunidade inata como na imunidade adquirida. A resposta imunoldgica, frente as agressdes
agudas e crbnicas na obesidade, estd afetada devido as alteragdes das concentragdes de
mediadores inflamatérios, de populacdes linfocitarias, de células fagocitarias, de células
apresentadoras de antigenos, pela ativacao do sistema de complemento, etc.

Os adipdcitos possuem propriedades inflamatdrias intrinsecas, sdo sensiveis a agentes
infecciosos e a sinais inflamatorios mediados por citocinas, além disso, essas células
expressam receptores que sdo capazes de detectar a presenca de patdgenos e de mediadores
inflamatérios (RAMALHO & GUIMARAES, 2008). Os adipdcitos podem reagir a varios
mediadores inflamatdrios tais como IL-1p, IL-4, IL-6, IL-11, IFN-y e diversos componentes
da parede celular de microrganismos (BERG & SCHERER, 2005). Os receptores ao serem
estimulados ativam diversos sinais de transducdo da cascata inflamatéria, induzindo assim, a
expressdo e secrecdo de proteinas de fase aguda e mediadores da inflamagdo como TNF-a,

IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, fatores B e C3 do complemento, prostaglandina E2, entre outros, e
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ainda moduladores inflamatorios como a adiponectina, resistina e leptina (BERGH &
SCHERER,2005).

A obesidade em individuos adultos tem sido associada com elevada concentracdo de
leptina circulante devido a sua producdo quase exclusiva no tecido adiposo correlacionando-
se com a massa adiposa, e a tendéncia ao ganho de peso em populacfes ndo obesas com altos
niveis basais de leptina podendo sugerir uma resisténcia a leptina nesses individuos
(LISSNER et al.,1999). Assim, quanto maior a quantidade de tecido adiposo, maior a
concentracdo de leptina produzida e liberada na circulacdo, uma vez que o percentual de
gordura influencia nessa liberagdo (FONSECA et al., 2006).

Sugere-se que a leptina possui um papel modulador da resposta imune, atuando em
processos inflamatdrios e patologias imuno-mediadas (LA CAVA & MATARESE, 2004). A
leptina aumenta a producdo de citocinas, a adesdo e a fagocitose em macrofagos, além de
estimular a proliferacdo das células T (FONSECA et al., 2006; ALVES, 2006). Em mondcitos
e macrofagos, a leptina aumenta a producéo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-6
e IL-12, e estimula a ativacdo de neutréfilos e a proliferacdo de mondcitos in vitro circulantes
(FANTUZZI, 2005). O Oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidos
pela leptina, também induzem a ativacdo, proliferacdo e migracdo de mondcitos circulantes
(FANTUZZI, 2005).

Um estudo experimental sobre a influéncia da obesidade na resposta imune em uma
populacdo adulta indica que a obesidade esta relacionada com a elevacdo de leucdcitos e
linfdcitos, que foram acompanhadas de maior fagocitose por mais mondcitos e granuldcitos
(NIEMAN et al., 1999). Os autores deste estudo sugerem que o colesterol sérico, triglicérides
e glicemia podem estar relacionados a prejuizos em varios aspectos da imunidade.

A hiperleptinemia causada pela obesidade estd associada a uma resisténcia a leptina,
onde se observam prejuizos variaveis na resposta imune (ALVES, 2006). Nesse contexto, de
acordo com Juge-Aubry et al. (2002), a insensibilidade do receptor de leptina é identificada
pelas células T como um estado de deficiéncia de leptina, o que induz a uma disfuncdo do
sistema imunologico similar a produzida pela desnutricao.

Silveira et al. (2009) sugerem que o0 aumento dessa adipocina encontrado em
individuos obesos causaria um comprometimento na resposta imunologica, fazendo com que
esses sejam mais suscetiveis a doencas infecciosas e inflamacGes do que individuos
eutrdficos. Esta susceptibilidade aumentada a infeccGes, é causada por alteragcdes nas sub-
populacbes de células T, com um desbalango entre as respostas Thl e Th2, com uma
diminuicio e aumento respectivamente. (MUNOZ; MAZURE; CULEBRAS, 2004).
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2.2.2 Obesidade e microbiota intestinal

Estudos tem associado a microbiota intestinal ao estado inflamatério que ocorre na
obesidade (CANI E DELZONE, 2007). Em 2005, Ley et al. mostraram gque camundongos
obesos tinham em sua microbiota 50% menos bacterioides quando comparados a
camundongos magros. Quando submetidos a dieta para perda de peso, a microbiota desses
camundongos se tornava muito semelhante a dos camundongos magros, sugerindo uma
possivel associacéo.

Outro estudo, desenvolvido por Turnbaugh et al. (2006), evidenciou que a colonizacao
de camundongos “germ free” com microbiota de camundongos obesos resultava em aumento
significativo da massa gorda, em comparacdo a uma colonizacdo feita com microbiota de
camundongos magros. De maneira geral, os estudos sugerem que a microbiota intestinal
participaria da digestdo de polissacarideos, aumentando a quantidade de glicose no figado e,
portanto, a lipogénese.

Além da influéncia na massa corpdrea, camundongos colonizados também parecem ter
mais marcadores inflamatorios, maior intolerdncia a glicose e resisténcia a insuina, quando
comparados aos “germ free” (BACKHED et al., 2004). Autores propuseram que uma
alimentacdo rica em gorduras gera uma alteragdo negativa da microbiota intestinal, com
aumento de bactérias gram negativas e reducdo de Biffidubacterias, o que acarretaria alteragdo
da permeabilidade intestinal, com maior absorcdo de LPS (lipopolissacarideos bacterianos),
caracterizando um quadro de endotoxemia metabolica. Essas modificacbes estimulariam a
secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias que contribuem para desordens metabdlicas (CANI,;
DELZENNE, 2007; CANI; DELZENNE, 2009).

A relacdo entre microbiota e obesidade é clara, porém muitos mecanismos ainda
precisam ser elucidados e estudos precisam ser realizados, principalmente quando héa

associacdo com outras enfermidades.

2.2.3 Obesidade e esquistossomose

A obesidade esta a tornar-se um motivo de preocupacdo em pacientes criticamente
doentes. Estudos clinicos e epidemioldgicos mostram que a incidéncia e a gravidade de
doencas infecciosas sdo maiores em individuos obesos quando comparados a pessoas magras
(FASOL et al., 1992; GOTTSCHLICH et al., 1993; MOULTON, 1994; STALLONE, 1994).
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De acordo com Coutinho, Gentil e Toral (2008), muitos paises de baixa e média renda
estédo agora a enfrentar uma "dupla carga” de doenca: enquanto eles continuam a lidar com os
problemas das doencas infecciosas e desnutricdo, ao mesmo tempo estdo experimentando um
rapido surto de fatores de risco de doencas cronicas tais como obesidade e sobrepeso.

Achados na literatura mostram que dietas ricas em gordura causam dislipidemia,
obesidade e lesdo hepética em ratos (MOHR et al., 2004), com um ganho acentuado de
gordura no figado (LI et al., 2005). Ocorre hipercolesterolemia devido a uma elevacdo da
sintese de colesterol hepatico e diminuicdo do clearance de LDL, da converséao de colesterol
em &cidos biliares e da secrecdo de colesterol na bile (MOHR et al., 2004). A obesidade
também ¢ fator preditivo para fibrose, podendo progredir potencialmente para doenca
hepatica avancada (FESTI et al.,, 2004). Por conseguinte, uma outra doenca hepatica
concomitante pode fornecer uma combinacdo sinérgica de esteatose, adaptacdo celular e dano
oxidativo, o que agrava as lesdes hepéticas (POWELL et al., 2005).

A esquistossomose mansénica pode sobrecarregar a lesdo hepatica, com base em uma
situacdo patologica ja existente. Neves et al. (2006), avaliando efeitos da obesidade sobre
lesbes hepaticas de camundongos com esquistossomose na fase aguda, verificaram que a
concomitancias dos dois quadros patoldgicos promoveu intensas altera¢Bes quantitativas na
estrutura hepética, contribuindo para um aumento na sua regeneracdo, sugerindo que dieta
rica em gordura associada a esquistossomose causa danos ainda maiores na estrutura do
figado.

Neves et al. (2007), avaliando efeitos de dieta hiperlipidica em camundongos
submetidos a infeccdo esquistossomdtica, verificaram que a contagem de ovos nas fezes e nos
tecidos e a diversidade morfoldgica de granulomas hepéticos, foram superiores no grupo de
animais alimentados com dieta rica em gordura, quando comparados aos que receberam uma
dieta padrdo. O estudo ndo apontou diferencas significativas quanto a infectividade entre os
grupos de camundongos alimentados com dietas hiper ou normocalérica. Em contrapartida,
outro estudo, desenvolvido por Alencar et al.(2009), encontrou uma maior infectividade, uma
superior carga parasitaria, com elevacdo da postura e viabilidade de ovos nas fezes, e da
densidade de ovos nos tecidos, além de um aumento de volume hepatico e esplénico nos
animais obesos, quando comparados aos eutroficos, sugerindo uma maior agressividade da
infeccdo no grupo de animais submetidos a obesidade.

S@0 escassos na literatura estudos que avaliem aspectos da associacdo entre
esquistossomose e obesidade, ndo existindo nenhum que avalie caracteristicas do ponto de

vista imunopatoldgico. Desta forma, é de grande relevancia que sejam realizados estudos a
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respeito do papel da obesidade do hospedeiro no desenvolvimento da imunidade e das lesdes
hepéticas esquistossomaticas, em virtude do contingente de pacientes obesos encontrados nas
areas endémicas para esquistossomose e da série de provaveis complicacdes decorrentes da

sobreposicao das referidas morbidades.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os niveis sericos das citocinas IL-6, TNF-a e IFN-y, histopatologia e
histomorfometria hepatica, perfil bioquimico do sangue e microbiota intestinal na infeccéo
aguda pelo Schistosoma mansoni, em camundongos BALB/c submetidos a dieta hiperlipidica.

3.2 Objetivos especificos

¢ Em camundongos fémeas BALB/c, submetidos a dieta hiperlipidica ou
normolipidica, infectados ou ndo pelo S. mansoni, objetiva-se:

- Determinar a evolugdo ponderal;

- Avaliar a produgdo das citocinas IL-6, TNF-a e IFN-y pela determinagao dos seus
niveis séricos;

- Mensurar os niveis séricos de triglicerideos, colesterol total e HDL;

- Comparar as frequéncias absolutas e relativas de componentes da microbiota
entérica.

¢ Em camundongos infectados pelo S. mansoni, submetidos a dieta hiperlipidica ou
normolipidica, objetiva-se:

- Avaliar a intensidade da infec¢cdo através da carga parasitaria pela quantificacdo do

nimero de ovos nas fezes e do nimero de parasitos recuperados apos a perfusao;

- Estudar a morfologia hepéatica em relacdo a formacdo dos granulomas e suas

caracteristicas, bem como ao desenvolvimento de fibrose, e caracterizar,

morfometricamente, parametros relacionados aos granulomas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo experimental, a fim de avaliar os niveis séricos das citocinas IL-
6, TNF-a e IFN-y, histopatologia e histomorfometria hepatica, perfil bioquimico do sangue e
microbiota intestinal na infeccdo aguda pelo Schistosoma mansoni, em camundongos BALB/c
submetidos a dieta hiperlipidica. A escolha do desenho metodoldgico deve-se a grande
comparabilidade entre os grupos em termos de varidveis de confundimento e facilidade na

formacéo dos grupos controles.

4.2 Animais, Dietas e formacao dos grupos de estudo

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c, saudaveis, recém-
desmamados (21-23 dias), cedidos pelo Biotério do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes —
CpgAM/Fiocruz. Os camundongos foram mantidos em uma mesma sala e em condicOes
ambientais similares, alojados em gaiolas especiais de propileno (5 a 6 por gaiola), com tampas
de arame zincado, em camas de maravalha (anteriormente autoclavada), a uma temperatura de
23+1°C, em ciclo claro/escuro, com livre acesso a ragéo e agua estéril ad labitum.

As dietas administradas aos animais durante todo o periodo experimental foram
obtidas comercialmente da PragSolugdes (Jai — SP, Brasil) e as composicGes estdo
especificadas na Tabela 1. A Dieta Padrdo (DP) trata-se de uma dieta normolipidica e
normocaldrica, administrada para fins de eutrofia. A Dieta Hiperlipidica (DH) foi utilizada
como modelo de obesidade induzida, havendo sido previamente validada no estudo de

WHITE et al. (2013), que confirmaram a obesidade apds 10 semanas de uso.
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Tabela 1. Composicao das dietas

DP DH

Ingredientes

o/kg kcal g/kg kecal
Amido de milho 415,0 1.660 14,3 57,2
Farelo de soja 305,0 1.28 410,0 1.722
Sacarose 80,0 320 80.0 320
Maltodextrina 70,0 280 70,0 280
Banha 0,0 0 302,0 2.718
Oleo de soja 0,0 0 0,0 0
Ac. graxo soja 50,0 350 50,0 350
Celuloze microcrista 31,7 0 254 0
L-cistina 1,8 7.2 18 7.2
Cloreto colina 15 ] 15 0
Butil-hidroxitolueno 0,014 0 0,028 0
Mix min. mod 50 gps 35,0 ] 35,0 0
Mix vitamina 10,0 40 10,0 40
Total 1000,0 3.938 1000,0 5.494

Dieta padrédo (DP): 73,9% de carboidratos, 14,8% de proteinas e 9,8% de lipidios. Dieta
hiperlipidica (DH): 26,13% de carboidratos, 14,4% de proteinas e 57,6% de lipidios.

(WHITE et al, 2013)

As ninhadas recém-desmamadas foram inicialmente divididas em dois grupos: Grupo

DP, constituido por 20 animais alimentados com dieta padrdo e Grupo DH, constituido por 23

animais mantidos com dieta hiperlipidica. Ao final das 10 semanas de administracdo das dietas

(WHITE et al., 2013), parte dos camundongos foi submetida a infec¢do pelo S. mansoni, cuja

distribuicdo deu origem aos seguintes grupos: DPI — Dieta padrdo infectado (n=10), DPNI —

Dieta padréo néo infectado (n=10), DHI — Dieta hiperlipidica infectado (n=11) e DHNI — Dieta

hiperlipidica ndo infectado (n=12) (Figura 3). As respectivas dietas continuaram a ser

administradas até o final do periodo experimental, visando manter os animais nas condi¢des

nutricionais desejadas.
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Figura 3 — Distribuicdo dos grupos de camundongos submetidos a analises.

4.3 Avaliacéo da evolucdo ponderal

O estado nutricional dos animais de todos os grupos foi avaliado através da analise das
curvas ponderais, obtidas ap6s registro semanal do peso corporal utilizando balanca de
precisdo (BK3000, com sensibilidade de 0,019).

4.4 Obtencao das cercérias e infeccdo dos camundongos

Para a infeccdo dos animais, foram utilizadas cercérias, da cepa Sdo Lourenco da Mata
(SLM), obtidas de caramujos infectados da espécie Biomphalaria glabrata, mantidos no
Moluscério da disciplina de Parasitologia, Departamento de Medicina Tropical (UFPE) pela
equipe do Setor do Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE).

Os caramujos foram anteriormente postos em contato com miracidios, segundo
STANDEN (1952), permanecendo expostos a luz e ao calor por aproximadamente duas horas.
Apbs a infeccdo, os moluscos sdo postos em aquarios com &gua desclorada e livres de
exposi¢do luminosa. De acordo com OLIVIER & STIREWALT (1952), apés 30 dias de
infeccdo os moluscos da espécie B. glabrata em meio aquético e sob exposicao a luz artificial

apresentam a capacidade de eliminar cercérias através de seus tecidos moles (FIGURA 4A).
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Foi obtida uma suspensdo cercariana e cada camundongo, ap0s anestesiado com
Ketamina e Xilazina, (dose 100-200 mg/kg + 5-16 mg/kg) por via intramuscular, foi
submetido a infeccdo por via percutanea. Os animais anestesiados foram postos em decubito
dorsal, com as patas levemente presas por uma tira de fita esparadrapo, e a infeccdo foi
executada através da adicdo de uma gota contendo uma fragdo da suspensdo cercariana
contendo, em média, 30 cercérias, na sua porcdo adbominal (FIGURA 4B). A suspensdo
permaneceu em contato com o animal durante 30 minutos, sendo entdo removida e 0s animais
dispostos novamente em suas gaiolas. Os camundongos infectados foram mantidos em gaiolas

separadas daqueles ndo infectados por S. mansoni.

FIGURA 4 — A. Moluscos da espécie B. glabrata infectados, em meio aquatico e sob
exposicao da luz artificial. B. - Camundongos anestesiados e expostos a suspensao cercariana,

por via percutanea, e luz artificial.

4.5 Contagem de ovos nas fezes

Aos 45 dias de infeccdo, os camundongos infectados foram expostos individualmente
para obtencdo do material fecal. Foram confeccionadas duas laminas parasitoldgicas por
camundongo pelo método de Kato-Katz (KATZ, CHAVES & PELLEGRINO, 1972) para
quantificacdo do numero de ovos por grama de fezes e determinacdo da infeccéo.

4.6 Coleta de amostras
Ao fim do periodo experimental (60 dias apds a infeccdo), os animais foram

anestesiados com Quetamina + Xilasina (100-200 mg/kg + 5-16 mg/kg, via intramuscular), e

foi realizada coleta de sangue por puncgdo cardiaca. A pungdo cardiaca foi realizada com o
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animal deitado em decubito dorsal sobre a mesa e com uma seringa de 3 mL. Foi inserida a
agulha perpendicularmente a parede da caixa torécica, tragcando uma linha imaginaria que
passa pelo cotovelo do animal, chegando a aproximadamente 0,5 cm abaixo do esterno.
Penetrou-se 5 a 10 mm com a agulha e o sangue foi entdo coletado. A morte do animal
anestesiado ocorreu por exsanguinacdo, e em casos contrarios foi realizada a eutanasia
rapidamente por dose excessiva de anestésico. As amostras de sangue foram centrifugadas e o
soro destinado as dosagens bioquimicas (Colesterol total, HDL e Triglicerideos) e
imunolodgicas (Niveis de citocinas IFN- y, TNF-a e IL-6).

Em seguida, procedeu-se a incisdo mediana xifo pubiana com auxilio de tesoura
cirtrgica, para coleta de fragmentos do figado (andlise histoldgica) e as fezes na porcao distal
do intestino (avaliacdo da microbiota). Apds a coleta das amostras, 0s camundongos
eutanasiados foram submetidos a perfusdo porta-hepatica. Esta técnica foi utilizada para
avaliacdo do parasitismo através do nimero de vermes adultos. A coleta dos vermes foi feita
durante a coleta das amostras e perfusdo por observacdo direta dos vasos mesentéricos. Os

vermes foram contados e classificados segundo o sexo.

4.7 Estudo da microbiota intestinal

As amostras fecais foram armazenadas inicialmente em solucéo salina estéril (NaCl
0,9%) gsp 10% (p/v). Apds a homogeneizacdo mecanica foi semeado o volume de 0,01mL em
placas de Petri Contendo os meios de cultura (Agar Columbia + 5% sangue carneiro, Agar
EMB Levine Himedia®) para o crescimento de micro-organismos meséfilos aerébios Gram
positivos e Gram negativos, e as mesmas foram incubadas a 37°C, durante 48 horas.

Observado o crescimento bacteriano, as colonias foram isoladas e cada colonia foi
submetida a coloracdo de Gram. Foi observada o tipo de hemolise do grupo de bactérias Gram-
positivas, que por conseguinte, foram submetidas ao teste da catalase (determinacdo do
género), coagulase, sensibilidade a novobiocina, optoquina e bile-esculina e teste de salinidade.
As bactérias Gram negativas foram submetidas aos testes de oxidase e de fermentacdo. Em
sequéncia, foram identificadas por testes bioquimicos convencionais (Newprov® - Pinhais,

Parana, Brasil).

4.8 Niveis de citocinas

As dosagens dos niveis séricos de citocinas foram realizadas por citometria de fluxo,

utilizando aliquotas do plasma obtido ap6s centrifugagdo do sangue cardiaco, ao final do
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periodo experimental. O Kit CBA (Cytometric Bead Array Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit
- BD®) foi usado nesse estudo para a quantificacdo das citocinas IL-6, INF-g e TNF- o em
uma mesma amostra, segundo as instrucdes do fabricante. Sete populacdes de beads com
distintas intensidades de fluorescéncia sdo conjugadas com um anticorpo de captura especifico
para cada citocina, misturadas para formar o CBA e lidas no canal FL3 do citdmetro de fluxo
FACScalibur (BD). As populacGes de beads foram visualizadas de acordo com as suas
respectivas intensidades de fluorescéncia: da menos brilhante para a mais brilhante. No CBA,
as beads de captura das citocinas sao misturadas com o anticorpo de detec¢do conjugado com o
fluorocromo PE, e depois incubadas com as amostras para formar o ensaio "em sanduiche". Os
tubos para aquisigdo foram preparados com: 50 yL de amostra, 50 pL da mistura de beads e 50
pL do reagente de deteccdo Th1/Th2/Th17 PE (Mouse Th1/Th2/Thl7 PE Detection Reagent/1
vial, 4mL). O mesmo procedimento foi realizado para a obtencdo da curva-padrdo. Os tubos
foram homogenizados e incubados por trés horas, em temperatura ambiente, no escuro. Os

resultados foram gerados em gréficos e tabelas utilizando-se o software CellQuest (BD).

4.9  Estudo histopatoldgico e morfométrico

Fragmentos de figado de cada animal foram fixados em formaldeido a 10%
tamponado em PBS (tampdo fosfato salino) e processados para inclusdo em parafina.
Posteriormente, foram realizados cortes histologicos de Sum de espessura. Para cada amostra
de tecido hepatico foram confeccionadas duas laminas histolégicas, coradas pelas técnicas de
hematoxilina-eosina (HE) e tricromico de Masson (TM) (Junqueira; Bignolos and Brentani,
1979). A coloracdo de HE foi empregada para mensuracdo da area média dos granulomas
viaveis (com ovo, ou vestigio de ovo central) e do nimero médio de granulomas capturados
em cinco campos aleatdrios (area total de campo = 12.234 um?2, area total visualizada =
61.170um2). Os granulomas hepaticos foram avaliados de acordo com 0s componentes
predominantes em: exsudativo (E), exsudativo/exsudativo produtivo (E/EP), exsudativo-
produtivo (EP) e produtivo (P) (Alencar et al., 2012).

As laminas coradas com TM foram utilizadas para avaliar o grau de fibrose, que foi
classificado de acordo com o arranjo de fibras de coldgeno como: leve (fibras de colageno
soltas), moderada (pequenas areas isoladas de fibras comprimidas), ou intensa (extensas areas
de fibras de colageno densamente comprimidas) (AIRES et al., 2014). As imagens foram
obtidas usando um microscopio Optico acoplado a uma camera digital e sistema de
computador (Motic Images Plus 2.0 MLTM).
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4.10 Consideracdes éticas

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
CPgAM/FIOCRUZ (protocolo 65/2014). Todos os procedimentos descritos para utilizacéo
dos animais foram realizados de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e pelas normas internacionais estabelecidas pelo National
Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

4.11 Analise estatistica

Os resultados das variaveis quantitativas foram expressos por média + DP e os
resultados das variaveis qualitativas, por frequéncias absolutas e relativas. Na comparacao
entre os grupos realizou-se teste t, Mann-Whitney e analise de variancia ANOVA, com post
hoc de Tukey. O software utilizado foi 0 STATA versdo 12 e a significancia estatistica para

andlise das hipoteses foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo 1 - Dieta hiperlipidica e esquistossomose mansoénica: efeitos no perfil lipidico e

na microbiota intestinal de camundongos

RESUMO

O consumo excessivo de gorduras pode modular a composi¢do da microbiota intestinal, afetar
a integridade da mucosa e prejudicar sua permeabilidade. As interagdes entre a microbiota
intestinal e a dieta sdo relevantes para os processos de doencas inflamatorias, como a
esquistossomose, cuja patogénese é fortemente determinada pelo padrdo alimentar do
hospedeiro. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica no
perfil lipidico e microbiota intestinal de camundongos infectados com Schistosoma mansoni.
Foram formados quatro grupos: camundongos alimentados com dieta hiperlipidica infectados
(DHI) ou ndo infectados (DHNI) e camundongos com dieta padréo infectados (DPI) ou ndo
infectados (DPNI). Os animais foram infectados com cercérias de S. mansoni apds 10
semanas de consumo das dietas. Na fase aguda da infeccdo (60 dias), foram coletadas
amostras de sangue cardiaco para analise do perfil lipidico e fezes na regido distal do intestino
para analise microbioldgica. Os resultados das variaveis foram expressos por média = DP e
por frequéncias absolutas e relativas. A significancia estatistica foi de 5%. O colesterol
apresentou niveis menores no grupo DPI comparado ao DPNI. O grupo DHNI exibiu aumento
nos triglicérides quando comparado ao DPNI e, embora o grupo DHI ndo tenha apresentado
diferencas significativas, revelou uma tendéncia a valores maiores na comparacdo ao DPI. A
ordem das frequéncias das bactérias aerdbias encontradas foi: Bacillus sp., Staphylococcus
saprophyticcus, Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterococcus sp., Serratia sp.,
Staphylococcus aureus e Corynebacterium sp. O grupo DHI apresentou o maior percentual de
bactérias Gram negativas (50%), seguido pelo DHNI (42,86%). Conclui-se que houve uma
reducdo no colesterol dos animais infectados pelo S. mansoni, enquanto que a dieta
hiperlipidica promoveu elevacdo dos triglicerideos no grupo néo infectado e uma tendéncia a
aumento no grupo infectado. Quanto a microbiota, os grupos submetidos a dieta hiperlipidica
apresentaram maiores percentuais de bactérias Gram negativas quando comparados aos

respectivos controles.

Palavras-chave: Esquistossomose. Dieta Hiperlipidica. Microbioma Gastrointestinal.
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INTRODUCAO

As bactérias que compBem a microbiota intestinal apresentam-se com grande
variedade, exercendo distintas funcGes no hospedeiro, como a absor¢do de nutrientes e
modulacdo do sistema imune. (MORAES et al., 2014). O conteudo bacteriano intestinal é
influenciado por diversos fatores, entre eles higiene pessoal, farmacos, exposi¢do a toxinas
ambientais e dieta (MURRAY, 2017). A qualidade da dieta é potencialmente capaz de
modular a composi¢do da microbiota intestinal, sobretudo no que se refere ao teor de
gorduras, cujo excesso pode afetar a integridade da mucosa e prejudicar sua permeabilidade
(CANI et al. 2009; ZHANG et al., 2010; MANI, HOLLIS e GABLER, 2013).

Zhang et al. (2010) demonstram que a composicdo dietética tem papel determinante
na modulacdo da microbiota intestinal, influenciando em 57% a variacdo da microbiota,
engquanto apenas 12% estariam relacionados a fatores genéticos. Karlsson et al. (2012)
investigaram a microbiota intestinal de criangas com idade entre quatro e cinco anos,
revelando maior concentracdo de enterobactérias em obesos. Em ratos obesos com dieta rica
em gordura observa-se mudanca na microbiota intestinal (DE LA SERRE et al., 2010), com
aumento de Firmicutes em relacdo aos Bacterioides (FLEISSNER et al., 2010). Andrade et al.
(2015), apos revisdo sistemética da literatura, corroboram a hipdtese da maior prevaléncia de
Firmicutes na microbiota de obesos. Perturba¢Ges na microbiota normal podem acarretar
doencas pela eliminagdo de organismos necessarios ou por permitir o crescimento de micro-
organismos inapropriados (MURRAY, 2017).

As interacdes entre a microbiota intestinal e a dieta sdo relevantes para 0s processos de
doengas inflamatorias experimentais em modelos animais (HUFELDT et al., 2010). A
esquistossomose € uma doenca infecciosa cuja patogénese é fortemente determinada pelo
padrdo alimentar do hospedeiro (SOUZA et al., 2011). Mudancas no curso da infec¢do
esquistossomotica sdo demonstradas em animais alimentados com dieta hiperlipidica. Alencar
et al. (2009) relatam superior carga parasitaria, com elevacao da postura e viabilidade de ovos
nas fezes, bem como da densidade de ovos nos tecidos, sugerindo uma maior agressividade da

infeccdo no grupo de animais submetidos a dieta com altos teores de lipidios.

Lima et al (2012) observaram modificagOes na microbiota intestinal de camundongos
esquistossomoticos, que apresentaram maior variedade e quantidade de coldnias bacterianas

nas coproculturas quando comparados ao grupo controle ndo infectado. Contudo ndo séo
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encontrados estudos que avaliem a microbiota intestinal de camundongos infectados e
expostos a uma alimentagdo rica em gordura. Logo, 0 presente artigo teve o objetivo de
avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica associada a infeccdo esquistossomatica na microbiota

intestinal de camundongos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 43 camundongos fémeas, da linhagem BALB/c, saudaveis, recém-
desmamados (21 a 23 dias), cedidos pelo Biotério do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes —
CpgAM/Fiocruz. O protocolo experimental dessa pesquisa foi submetido & Comisséo de Etica
no Uso de Animais do CPgAM/FIOCRUZ e aprovado sobre o protocolo 65/2014, seguindo a
Declaragdo de Helsinki e os Principios Eticos na Experimentacio Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (Cobea).

No dia seguinte ao desmame, os animais foram divididos em dois grupos: Grupo DP -
alimentado com dieta padrdo (normolipidica) (n=20) e Grupo DH — alimentado com dieta
hiperlipidica (n=23). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (cinco por gaiola), com
dgua e alimentacdo “ad libitum”, ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura na faixa de 23 +
2°C durante todo o experimento. A massa corpérea dos animais foi aferida semanalmente,
para acompanhamento da evolucdo ponderal. O ganho total de peso dos animais foi calculado

subtraindo-se a massa corpdérea inicial da massa corporea final.

A dieta selecionada para o estudo foi previamente validada por White et al. (2013)
como modelo de obesidade induzida. As dietas foram obtidas comercialmente da

PragSolucgbes (Jau — SP, Brasil), cujas composi¢oes estdo especificadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicao das dietas

DP DH

Ingredientes

o/kg kcal g/kg kcal
Amido de milho 415,0 1.660 14,3 57,2
Farelo de soja 305,0 1.28 410,0 1.722
Sacarose 80,0 320 80.0 320
Maltodextrina 70,0 280 70,0 280
Banha 0,0 0 302,0 2.718
Oleo de soja 0,0 0 0,0 0
Ac. graxo soja 50,0 350 50,0 350
Celuloze microcrista 31,7 0 254 0
L-cistina 1,8 7.2 18 7.2
Cloreto colina 15 ] 15 0
Butil-hidroxitolueno 0,014 0 0,028 0
Mix min. mod 50 gps 35,0 ] 35,0 0
Mix vitamina 10,0 40 10,0 40
Total 1000,0 3.938 1000,0 5.494

*Dieta padrao (DP): 73,9% de carboidratos, 14,8% de proteinas e 9,8% de lipidios. Dieta hiperlipidica (DH):
26,13% de carboidratos, 14,4% de proteinas e 57,6% de lipidios. (WHITE et al, 2013)

Ao final das 10 semanas de administracdo das respectivas dietas (WHITE et al., 2013),

parte dos animais de cada grupo, ap6s anestesiados com Ketamina e Xilazina, (dose 100-200

mg/kg + 5-16 mg/kg - via intramuscular), foram infectados por via percutanea com 30

cercarias de S. mansoni (cepa SLM), obtidas de caramujos infectados da espécie

Biomphalaria glabrata, mantidos no Moluscario do Departamento de Parasitologia (UFPE)

pela equipe do Setor do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE).

Formaram-se quatro grupos: DPI — Dieta padrao infectado (n=10), DPNI — Dieta padréo nédo
infectado (n=10), DHNI — Dieta hiperlipidica n&o infectado (n=11) e DHI — Dieta

hiperlipidica infectado (n=12).

Aos 60 dias da infeccdo, os animais foram novamente anestesiados com Ketamina e

Xilazina e coletou-se sangue por punc¢do cardiaca. A partir das amostras de sangue, foram

avaliados os niveis séricos de colesterol total (Colesterol Liquiform, Labtest Diagnostica S.A.,
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Brasil), HDL-colesterol (HDL LE, Labtest Diagndstica S.A., Brasil), e triglicerideos
(Triglicérides Liquiform, Labtest Diagndstica S.A., Brasil), de acordo com as recomendagdes

do fabricante.

Ap0s a coleta de sangue dos animais, procedeu-se a eutanasia por dose excessiva de
anestésico. Foi realizada incisdo mediana xifo pubiana e a coleta das fezes da porcdo distal do
intestino delgado, sob condi¢Oes assépticas, para analise da microbiota do trato entérico. As
amostras fecais foram armazenadas inicialmente em solucéo salina estéril (NaCl 0,9%) qsp
10% (p/v). Apbs a homogeneizacdo mecanica foi semeado o volume de 0,01mL em placas de
Petri Contendo os meios de cultura (Agar Columbia + 5% sangue carneiro, Agar EMB Levine
Himedia®) para o crescimento de micro-organismos mesofilos aerdbios Gram positivos e

Gram negativos, e as mesmas foram incubadas a 37°C, durante 48 horas.

Observado o crescimento bacteriano, as col6nias foram isoladas e cada coldnia foi
submetida a coloracdo de Gram. Foi observada o tipo de hemolise do grupo de bactérias
Gram-positivas, que por conseguinte, foram submetidas ao teste da catalase (determinacdo do
género), coagulase, sensibilidade a novobiocina, obtoquina e bile-esculina, e teste de
salinidade. As bactérias Gram negativas foram submetidas ao teste de oxidase e de
fermentacdo de carboidratos. Em sequéncia, foram identificadas por testes bioquimicos
convencionais (Newprov® - Pinhais, Parana, Brasil).

Os resultados das varidveis quantitativas foram expressos por média + DP e os
resultados das variaveis qualitativas, por frequéncias absolutas e relativas. Na comparacéao
entre 0s grupos realizou-se teste Mann-Whitney e analise de variancia ANOVA, com post hoc
de Tukey. O software utilizado foi o STATA versdo 12 e a significancia estatistica para

analise das hipoteses foi de 5%.

RESULTADOS

A figura 1 representa as curvas de evolucdo ponderal dos camundongos da primeira
até a Ultima semana de experimentacdo. Da primeira a 10 semana, os grupos DH
apresentaram pesos corporais mais elevados quando comparados aos grupos DP (p<0,01). A
partir da 112 semana, o grupo DHI néo diferiu significativamente do grupo DPI. As massas

corporais dos grupos DH mostraram-se equivalentes. Da 142 semana em diante, 0s pesos do
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grupo DHI passaram a se comportar inferiores ao grupo DHNI (p<0,05). Na comparacéo dos
pesos entre os grupos DPI e DPNI ndo foram encontradas diferencas significativas durante

todo o periodo.
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Figura 1 — Curvas ponderais de camundongos da 12 até a 18 semana de experimentacao. DPI-
Dieta Padréo Infectado, DPNI- Dieta Padrdo Nao Infectado, DHNI — Dieta Hiperlipidica Néo
Infectado, DHI — Dieta Hiperlipidica Infectado. Valores representados em média + DP. (n=9-
12).

* Diferenga entre os grupos DH e DP (p<0,01);
# Diferenca entre os grupos DHI e DHNI (p<0,05) - Teste de ANOVA com Post Hoc de Tukey.

O ganho total de peso dos animais do grupo DHI revelou-se menor comparando-o ao
grupo DPI (p=0,023). O grupo DHNI demonstrou maior ganho de massa corpérea do que 0s
grupos DPNI (p=0,011) e DHI (p=0,001). Entre os grupos DHNI e DPI ndo foram

encontradas diferencas significativas (Tabela 2).

Tabela 2 — Ganho total de massa corp6rea dos camundongos por grupo

Grupos Ganho total de peso (g)
DPI 6,39+£1,04*
DPNI 4,95+1.34
DHNI 7,26 £1,91 **

DHI 4,27 +£1,82

DPI- Dieta Padréo Infectado, DPNI- Dieta Padrdo N&o Infectado, DHNI — Dieta Hiperlipidica
Nao Infectado, DHI — Dieta Hiperlipidica Infectado. Valores representados em média + DP.
(n=9-12)

* Diferenca entre DPI e DHNI (p=0,023); ** Diferenca entre DHNI e DPNI (p=0,011) e entre
DHNI e DHI (p=0,001); Teste de ANOVA com Post Hoc de Tukey.



Oliveira, D.C.

A tabela 3 apresenta os niveis séricos de lipidios dos animais. O colesterol apresentou
niveis elevados no grupo DPNI quando comparado aos grupos DPI (p<0,01). Os triglicerideos
apresentaram-se elevados no grupo DHNI, quando comparado ao DPNI (p=0,002), mas nédo
diferiu significativamente no grupo DHI quando confrontado aos demais, embora exista uma
tendéncia a maiores valores na compara¢do ao DPI (p=0,058). Com relacdo ao HDL, os
valores foram menores nos grupos DHI e DPI quando comparado ao e ao DHNI (p<0,05) e
DPNI (p<0,001). Entre os grupos ndo citados ndo houve diferencas significativas para os

parametros analisados.

Tabela 3 — Lipidios séricos segundo os grupos de comparacao (mg/dL)

DPI DPNI DHNI DHI
Colesterol Total 97,94 + 40,28 185,65 + 28,96" 169,05 +52,43° 129,53 + 22,75
Triglicerideos 69,15 + 19,85 78,82 + 12,86 100,44 + 12,64° 95,55 + 28,79
HDL 27,25 + 13,07 51,04 + 7,55 61,24 + 26,64° 24,38 + 7,03

DPI- Dieta Padrao Infectado, DPNI- Dieta Padrdo N&o Infectado, DHNI — Dieta Hiperlipidica N&o Infectado, DHI — Dieta Hiperlipidica
Infectado. Valores representados em média + DP. (n=9-12).

Diferenca entre os grupos DPNI e DPI (p<0,01) e entre DPNI e DHI (p=0,001); 2Diferenga entre os grupos DHNI e DPI (p<0,01);
3Diferenca entre os grupos DHNI e DPNI (p=0,002) e entre DHNI e DPI (p=0,003); “Diferenca entre os grupos DPNI e DHI (p<0,01) e
entre DPNI e DPI (p<0,01); °Diferenca entre os grupos DHNI e DHI (p<0,05) e entre DHNI e DPI (p<0,05); - Teste de Mann Whitney.

A distribuicdo das bactérias isoladas da microbiota intestinal dos camundongos esta
disposta na Tabela 4. A ordem das frequéncias das bactérias aerdbias encontradas foi a
sequinte: Bacillus sp., Staphylococcus saprophyticcus, Escherichia coli, Klebsiella sp,
Enterococcus sp., Serratia sp., Staphylococcus aureus e Corynebacterium sp. O grupo DHI
apresentou o maior percentual de bactérias Gram negativas (50%), seguido pelo DHNI
(42,86%). O percentual de bactérias Gram positivas foi maior nos grupos DPNI (68,75%) e
DPI (63,3%).
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Tabela 4 — Frequéncia absoluta e relativa das bactérias isoladas da microbiota intestinal de

camundongos
Micro-organismos Grupos
DPI DPNI DHNI DHI

Bacillus sp. 2 (33,3) 4 (66,7) 2 (33,3) 5(83,3)
S. saprophyticcus 3 (50,0) 4 (66,7) 2 (33,3) 0(0,0)
E. coli 2 (33,3) 1(16,7) 1(16,7) 2 (33,3)
Klebsiella sp 0(0,0) 3(50,0) 0(0,0) 2 (33,3)
Enterococcus sp. 2 (33,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(16,7)
Serratia sp. 0 (0,0) 1(16,7) 2 (33,3) 0 (0,0)
S. aureus 0 (0,0) 3(50,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Corynebacterium sp. 2 (33,3) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)

DPI- Dieta Padrao Infectado, DPNI- Dieta Padrdo N&o Infectado, DHNI — Dieta Hiperlipidica N&o Infectado, DHI — Dieta Hiperlipidica
Infectado.(n=6)

DISCUSSAO

O aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares e metabolicas na populagéo
mundial tem sido associado ao crescimento da obesidade. Dentre os fatores que contribuem
para a génese da obesidade em humanos, destaca-se a inatividade fisica e 0 consumo de dietas
inadequadas (Rosini, Silva e Moraes, 2012). Em animais de laboratério, a obesidade
comumente é induzida com mutagdes genéticas, contudo a adocao de dietas hipercaloricas ou
hiperlipidicas oferece maior semelhanca a grande parte da obesidade humana (CESARETTI E
JUNIOR, 2006; ROSINI, SILVA e MORAES, 2012; MALAFAIA et al., 2013). Nesse
intuito, foi utilizado no presente estudo um modelo de obesidade exdgena, onde foi oferecido
ao animal um maior aporte calérico através a administracdo de uma dieta hiperlipidica

previamente validada como modelo de obesidade induzida (WHITE et al., 2013).

Durante as 10 primeiras semanas de administracdo da dieta observou-se maior massa
corporea nos animais alimentados com dieta hiperlipidica, corroborando o estudo de White et
al. (2013), que atribuem o0 ganho de peso mais acentuado a maior densidade energética da
racao e ao tipo de gordura utilizada. Estudos realizados em camundongos Swiss e ratos Wistar
também demonstram pesos corporais mais elevados nos grupos mantidos com dieta
hipercaldrica e hiperlipidica por periodos variados, quando comparados aos animais controles
(NEVES et al., 2006; ALENCAR et al., 2009; DA SILVA et al., 2010).
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Ao final das 10 semanas de consumo da dieta, parte dos animais de cada grupo foi
infectado com cercarias de S. mansoni, o que parece ter influenciado o ganho de peso. A partir
da 112 semana, o grupo DHI passou a apresentar massa corporea semelhante ao grupo DPI, no
entanto manteve-se com pesos superiores ao DPNI e equivalentes ao DHNI. Da 14? semana
ao final do periodo experimental, o DHI mostrou-se semelhante aos dois grupos DP,
tornando-se inferior ao DHNI. Sugere-se que a associagdo Dieta Hiperlipidica —
Esquistossomose tenha acarretado um decréscimo na evolucdo ponderal desses animais, ja
que o grupo ndo infectado submetido a dieta hiperlipidica manteve-se com pesos mais
elevados e os grupos nutridos com dieta padrdo (DPIl e DPNI) ndo diferiram entre si. Tais
resultados vao de encontro ao observado por outros autores. Alencar et al. (2009) e Neves et
al. (2007) observaram um maior ganho de massa corporal nos animais alimentados com dieta
rica em gordura independentemente da infeccdo, contudo o teor lipidico empregado na dieta

era de 29%, inferior ao utilizado no presente estudo (57,6%).

Com relacdo a analise bioquimica, o colesterol apresentou niveis mais elevados no
grupo DPNI quando comparado aos grupos DPI. O grupo DHNI também exibiu aumento nos
triglicérides quando comparado ao DPNI e, embora o grupo DHI ndo tenha apresentado
diferengas significativas quando confrontado aos demais, revelou uma tendéncia a valores
maiores na comparacao ao DPI. No estudo de White et al. (2013) as andlises mostraram
concentracfes semelhantes nos lipidios séricos entre os grupos alimentados com dieta
normolipidica e hiperlipidica por 10 semanas. Estudo prévio em ratos Wistar também nao
encontraram diferencas nos niveis de triglicerideos apds 12 semanas de inducdo de obesidade
por meio de dieta contendo 42% de lipidios (BUETTNER et al., 2006). E possivel que o
maior tempo empregado no presente estudo (18 semanas) tenha sido determinante para causar

dislipidemia nos animais diante do consumo da dieta rica em gordura.

Em modelos experimentais de associacdo entre obesidade e esquistossomose,
camundongos alimentados com dieta rica em gordura apresentaram niveis significativamente
maiores de colesterol total quando comparados aos nutridos com dieta normolipidica (NEVES
et al., 2006; NEVES et al.,, 2007; ALENCAR et al., 2009). Por outro lado, ha relatos na
literatura de reducdo nos niveis de colesterol em individuos esquistossométicos (SPRONG;
SCHANEK; VAN DIJK, 2006; SILVA et al., 2001; RAMOS et al., 2004; ALENCAR et al.,
2009), fato também observado no presente estudo. A diminuicao dos niveis de colesterol pode
ser explicada em virtude do S. mansoni nédo ser capaz de sintetizar colesterol, adquirindo-o
por endocitose das moléculas de LDL-c (SPRONG; SCHANEK; VAN DIJK, 2006) ou ainda
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devido & produgdo de anticorpos naturais para colesterol em reagdes inflamatorias cronicas,
que teriam relagdo com a metabolizagéo do colesterol por opsonizacdo (ALVING; WASSEF,
1999). Com relacdo ao HDL, os valores foram menores nos grupos infectados quando
comparados aos seus respectivos controles. Estudos em humanos e utilizando primatas como
modelo experimental de infec¢do por S. mansoni, também revelam niveis diminuidos de HDL
plasméticos (LIMA et al., 1998; SILVA et al., 2001; RAMOS et al., 2004), fato que pode
estar relacionado a uma reducdo da atividade da enzima LCAT na parasitose (RAMOS et al.,
2004).

A esquistossomose induz diversas alteragcbes organicas no hospedeiro vertebrado,
inclusive em nivel de intestino. Lima et al. (2012) mencionam fibrose e aumento no calibre
das alcas intestinais, hipotrofia nas microvilosidades e modificacdo na microbiota. O trato
entérico é colonizado por um grande numero e diversidade de espécies microbianas que
interferem na expressdo genética, no sistema imunoldgico, no risco de doencas cronicas e no
metabolismo, afetando a aquisicdo de nutrientes e a regulacdo da energia adquirida
(BACKHED et al., 2004; MORAES et al., 2014; ANDRADE et al., 2015). Mudancas
ambientais, habitos de vida como dieta, estresse, uso de antibioticos ou estados patoldgicos

podem alterar a composicdo do microbioma intestinal.

A dieta consiste em fator decisivo das caracteristicas da colonizacdo intestinal,
podendo modificar o seu padrdo desde o inicio da vida (PENDERS et al, 2006). Elevados
teores de gorduras na dieta podem afetar a integridade da mucosa e prejudicar sua
permeabilidade (CANI et al, 2009; ZHANG et al., 2010). Experimentos com camundongos
germ-free transplantados com microbiota intestinal humana, submetidos a uma alimentacao
rica em gordura e acUcar, detectaram alteracBes rapidas na composicdo da microbiota,
revelando aumento no numero de Firmicutes e reducdo de Bacteroidetes (GOODMAN et al.,
2011). Dietas hiperlipidicas podem ocasionar mudancas na microbiota intestinal mesmo

quando ndo associadas a obesidade. De La Serre et al. (2010), avaliando ratos
alimentados com racdo de alto teor lipidico, concluiram que essa alimentacdo acarretou

reducdo significativa no nimero total de bactérias independentemente do peso dos animais.

Os resultados desse estudo também demonstram diferengas na microbiota intestinal
dos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, onde foi observado o maior percentual
de bactérias Gram negativas na andlise entre os grupos, chegando a 50% no grupo DH

infectado. Autores propuseram que uma alimentacdo rica em gorduras gera uma alteracdo
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negativa da microbiota intestinal, com aumento de bactérias Gram negativas e reducdo de
Biffidubacterias, o que poderia acarretar alteracdo da permeabilidade intestinal, com maior
absorcédo de LPS (lipopolissacarideos bacterianos), caracterizando um quadro de endotoxemia
metabolica. Essas modificacGes estimulariam a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias que
contribuem para desordens metabolicas (CANI e DELZENNE, 2007; CANI e DELZENNE,
2009).

Karlsson et al (2012), investigando a microbiota intestinal em criancgas pré-escolares
com e sem excesso de peso e obesidade, encontrou uma maior concentracdo de
Enterobactérias nos obesos. Alguns trabalhos em humanos e em ratos mostram maior
prevaléncia de bactérias Firmicutes quando comparada a de Bacterioides na microbiota
intestinal de obesos (BACKHED, 2004; LEY et al., 2005; BERVOETS et al, 2013), contudo
ndo foram observadas diferencas com relacédo a variabilidade das espécies encontradas nesse

estudo, talvez em razéo do modelo experimental utilizado ou do tamanho da amostra.

Nossos resultados também véo de encontro aos relatos de Lima et al (2012), que
descreveram maior variedade de coldnias bacterianas nas coproculturas de camundongos
esquistossomoticos na fase crénica da infec¢do, quando comparados ao controle. O presente
estudo avaliou os animais na fase aguda da infeccdo, o que pode ter influenciado os resultados
discordantes, ja& que na fase crénica hd uma imunodeficiéncia relativa em virtude do
predominio da resposta imunoldgica do perfil Th2, que se sobressai a resposta Thl. A relacdo
da microbiota intestinal com a obesidade é um assunto atual, entretanto os dados disponiveis
sdo controversos. Determinados autores afirmam que a composicdo da microbiota poderia
desencadear obesidade, enquanto outros mencionam que a mesma alteraria o equilibrio da
microbiota intestinal (ANDRADE et al., 2015).

Numerosos trabalhos estudam experimentalmente associacdo da esquistossomose e
desnutricdo induzida com dieta hipoprotéica, no entanto sdo escassos 0s estudos associando
esquistossomose a obesidade ou dieta hiperlipidica, ndo sendo encontradas avaliagdes de
microbiota intestinal nessa associacdo. Novos trabalhos, portanto, sdo necessarios para tentar

melhor elucidar essa relagéo.
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CONCLUSAO

Conclui-se que a dieta hiperlipidica promoveu mudancas na microbiota intestinal dos
animais, elevando o percentual de bactérias Gram negativas tanto no grupo submetido a
esquistossomose como no nao infectado. Com relacdo a analise bioquimica, foi observada
uma reducdo no colesterol dos animais infectados pelo S. mansoni, enquanto que a dieta
hiperlipidica promoveu elevacao dos triglicerideos no grupo nédo infectado e uma tendéncia a

aumento no grupo infectado.
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5.2 Artigo 2 - Efeitos de dieta hiperlipidica na expressao de citocinas pré-inflamatorias
(IL-6, TNF-a, IFN-y) e histopatologia hepéatica em camundongos infectados com
Schistosoma mansoni

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica na producéo de
citocinas (IL-6, TNF-a, IFN-y) e histopatologia hepatica em camundongos infectados com
Schistosoma mansoni. Foram formados os grupos experimentais: camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica infectados (DHI) ou ndo infectados (DHNI) e camundongos com dieta
padrdo infectados (DPI) ou ndo infectados (DPNI). Os animais foram infectados com
cercarias de S. mansoni ap6s 10 semanas de administracdo das. Na fase aguda da infeccao (60
dias), foram coletadas amostras de sangue cardiaco para analise da producdo de citocinas
(TNF-0, IL-6 e IFN- y) e fragmentos do figado para andlise histopatologica e
histomorfométrica dos granulomas hepaticos. Realizou-se perfusdo porta-hepatica para
determinacdo da carga parasitaria através da recuperacdo de vermes adultos. Os resultados das
variaveis foram expressos por média = DP. A significancia estatistica para analise das
hipdteses foi de 5%. Com relacéo a producéo de citocinas, os grupos DHI e DPI apresentaram
elevacdo na concentragdo sérica das citocinas IL-6 e IFN- y quando comparado aos controles.
As concentragfes de TNF-o foram maiores no grupo DPI nas comparagdes com os demais.
Na comparacdo com o DPI, o grupo DHI apresentou maior densidade de ovos nas fezes
(p=0,02), maior recuperacao total de vermes (p<0,001) e de vermes fémeas (p=0,01). N&o
foram encontradas diferencas significativas na area média dos granulomas entre 0s grupos
DHI e DPI, enquanto a contagem de granulomas mostrou-se elevada no DHI (p<0,001).
Conclui-se que a dieta hiperlipidica promoveu elevacdo da carga parasitaria e induziu uma
maior concentracdo de granulomas hepaticos, no entanto ndo houve diferencas significativas

guanto a producéo de citocinas e histomorfometria dos granulomas.

Palavras-chave: Esquistossomose. Dieta Hiperlipidica. Imunidade.
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INTRODUCAO

Apesar dos avancos no controle das doencas infecciosas e parasitarias, a
esquistossomose continua a ser um importante problema de salde publica. Dados do
Ministério da Saude (2013) estimam uma prevaléncia de 6 milhdes de individuos acometidos,
distribuidos pelos estados brasileiros, e 1,5 milhdes de pessoas vivendo em areas sob o risco
de contrair a doenca. A parasitose estd inserida no hall das doencas negligenciadas,
“enfermidades que ocorrem principalmente em areas pobres de paises de baixa e média renda
e que sdo historicamente negligenciadas pela pesquisa cientifica na busca de novas
alternativas terapéuticas e de prevengdo” (BRASIL, 2014). Fatores como cepa do parasito,
carga parasitaria, idade, estado nutricional e resposta imune do paciente influenciam a forma
de apresentacdo da esquistossomose (NEVES et al., 2005). O Schistosoma mansoni possui
uma grande dependéncia pelo metabolismo do hospedeiro (SAULE et al., 2005), logo sua
patogénese é fortemente determinada pelo padrdo alimentar do individuo (SOUZA et al.,
2011).

Doencas tropicais negligenciadas e desordens nutricionais representam uma
preocupacdo por afetarem populacBes vulneraveis (SILVA et al., 2012). Recentemente, 0s
paises em desenvolvimento iniciaram uma transi¢do nutricional, caracterizada pela reducdo da
prevaléncia da desnutricdo e pelo avanco da obesidade (AMUNA; ZOTOR, 2008). Segundo
dados do novo relatério da Organizacdo das NacGes Unidas para Alimentagdo e Agricultura
(FAO) e da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), a obesidade ja acomete 20% da
populacdo brasileira e 50% encontram-se com sobrepeso. Dentre os fatores que contribuem
para a génese da obesidade em humanos, destaca-se a inatividade fisica e o consumo de dietas
inadequadas (ROSINI, SILVA e MORAES, 2012). O consumo excessivo de gorduras
saturadas apresenta forte associacdo com doencas cronicas degenerativas nao transmissiveis.
Dietas hiperlipidicas e hipercaldricas associam-se com diferentes alteracdes teciduais e
sisttmicas em roedores, desvinculadas da ocorréncia de obesidade (OUWENS, DIAMANT e
FODOR, 2007; HALADE, JIN e LINDSEY, 2012).

Poucos trabalhos avaliam a associacdo do consumo excessivo de lipidios a
esquistossomose. Alencar et al. (2009), avaliando efeitos de dieta hiperlipidica em
camundongos submetidos a infeccdo esquistossomotica cronica, verificaram uma maior
infectividade nesse grupo de animais, quando comparados aos controles alimentados com

dieta normolipidica. Encontraram ainda uma superior carga parasitaria, com elevagdo da
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postura e viabilidade de ovos nas fezes, bem como da densidade de ovos nos tecidos,
sugerindo uma maior agressividade da infecgdo no grupo de animais submetidos a altos niveis
lipidicos. Outro estudo, desenvolvido por Neves et al. (2007), comparando animais obesos e
eutroficos, ndo apontou diferencas significativas quanto a infectividade, no entanto a
contagem de ovos nas fezes e nos tecidos, assim como a diversidade morfol6gica de
granulomas hepéticos foram superiores no grupo de animais obesos, evidenciando que a dieta

com elevado teor lipidico produz efeitos na infec¢éo pelo S. mansoni.

A obesidade é caracterizada por uma inflamacdo crénica. Os niveis circulantes de
muitas citocinas e proteinas de fase aguda associadas a inflamacdo apresentam-se elevados
em pacientes obesos. O aumento da concentracdo das adipocinas pré-inflamatorias,
destacando-se a IL-6, o TNF-a e a leptina, impacta em diversas fungdes corporais como
balanco energético, sistema imune, metabolismo lipidico e homeostase corporal (PRADO et
al., 2009). Na fase aguda da doenca esquistossomotica a resposta imunoldgica predominante é
a do tipo Thl, observando-se a presenca de células mononucleares de sangue periférico
produzindo grandes quantidades de fator de necrose tumoral alfa (TNF- o) e interleucinas 1
(IL-1) e 6 (IL-6) (De JESUS et al., 2002; COURA, 2004). Apesar dos fortes indicios de que a
sobreposicdo da obesidade a esquistossomose possa promover uma reagdo inflamatéria mais
exacerbada, ndo sdo encontrados trabalhos que avaliem o comportamento imune frente a essa

associacéo.

MATERIAIS E METODOS

Camundongos fémeas, da linhagem Balb/c, saudaveis, recém-desmamados (21 a 23
dias), cedidos pelo Biotério do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes — CpgAM/Fiocruz,
foram utilizados como modelo experimental para o desenvolvimento do estudo. O protocolo
experimental foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais do CPGAM/FIOCRUZ e
aprovado sobre o protocolo 65/2014, seguindo a Declaragdo de Helsinki e os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (Cobea).

Inicialmente, os animais foram divididos em dois grupos: Grupo DP - alimentado com
dieta padrdo normolipidica (20 animais) e Grupo DH — alimentado com dieta hiperlipidica (23
animais). A dieta hiperlipidica utilizada foi previamente validada por White et al. (2013)
como modelo de obesidade induzida. As dietas, cujas composicdes estdo especificadas na
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Tabela 1, foram comercialmente adquiridas da PragSolucBes (Jau — SP, Brasil). Os animais
foram mantidos em gaiolas coletivas (5 a 6 por gaiola), com agua e alimentagdo “ad libitum”,
ciclo de claro/escuro de 12 horas e temperatura na faixa de 23 = 2°C durante todo o
experimento. O peso corporal dos animais foi aferido semanalmente, para acompanhamento

da evolucéo ponderal.

Tabela 1. Composicéao das dietas

DP DH

Ingredientes

o/'kg kcal 0/kg kcal
Amido de milho 415,0 1.660 14,3 57,2
Farelo de soja 305,0 1.281 410,0 1.722
Sacarose 80,0 320 80.0 320
Maltodextrina 70,0 280 70,0 280
Banha 0,0 0 302,0 2.718
Oleo de soja 0,0 0 0,0 0
Ac. graxo soja 50,0 350 50,0 350
Celuloze microcrista 31,7 0 25,4 0
L-cistina 1,8 7.2 18 7.2
Cloreto colina 1.5 0 15 0
Butil-hidroxitolueno 0,014 ] 0,028 0
Mix min. mod 50 gps 35,0 ] 35,0 0
Mix vitamina 10,0 40 10,0 40
Total 1000,0 3.938 1000,0 5.494

Dieta padrdo (DP): 73,9% de carboidratos, 14,8% de proteinas e 9,8% de lipidios. Dieta hiperlipidica (DH):
26,13% de carboidratos, 14,4% de proteinas e 57,6% de lipidios. (WHITE et al, 2013)

Ao final das 10 semanas de administracdo das dietas (WHITE et al., 2013), formaram-
se 4 grupos: DPI — Dieta padrdo infectado (n=10), DPNI — Dieta padrdo néo infectado (n=10),
DHNI — Dieta hiperlipidica ndo infectado (n=11) e DHI — Dieta hiperlipidica infectado
(n=12). A infeccdo dos animais ocorreu por via percutanea, através da adicdo uma suspensédo
contendo 30 cercérias de S. mansoni (cepa SLM), na porcdo abdominal. As cercarias foram
obtidas de caramujos infectados da espécie Biomphalaria glabrata, mantidos no Moluscério
do Departamento de Parasitologia (UFPE) pela equipe do Setor do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE), ap0s anestesia com Ketamina e Xilazina, (dose
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100-200 mg/kg + 5-16 mg/kg - via intramuscular). Aos 45 dias de infecgéo, os camundongos
infectados foram expostos individualmente para obtencdo do material fecal e confeccdo de
laminas parasitologicas pelo método de Kato-Katz (KATZ, CHAVES & PELLEGRINO,
1972), com a finalidade de determinacédo da infeccéo e quantificacdo do nimero de ovos por

grama de fezes.

Aos 60 dias de infeccdo (fase aguda da infeccéo esquistossomética), os animais foram
novamente anestesiados com Ketamina e Xilazina para coleta das amostras bioldgicas. O
sangue destinado a avaliacdo da producdo de citocinas foi obtido por puncao cardiaca e em
seguida realizou-se incisdo mediana xifo pubiana para remog¢do do figado e do bago. Os
6rgdos foram pesados e determinou-se a relacdo peso do 6rgao/peso corporal total. Os animais
eutanasiados foram submetidos a perfusdo porta-hepatica, objetivando a avaliacdo do
parasitismo em virtude do numero de vermes adultos. Os vermes foram contados e

classificados segundo 0 sexo.

Fragmentos do figado de cada animal foram fixados em formaldeido a 10%
tamponado em PBS (tampdo fosfato salino) e processados para inclusdo em parafina.
Posteriormente, foram realizados cortes histologicos de Sum de espessura. Para cada amostra
de tecido hepatico foram confeccionadas duas laminas histolégicas, coradas pelas técnicas de
hematoxilina-eosina (HE) e tricromico de Masson (TM) (Junqueira; Bignolos and Brentani,
1979). A coloracdo de HE foi empregada para analise histopatologica e morfométrica do
tecido hepaético, através da mensuracdo da area média dos granulomas viaveis (com ovo, ou
vestigio de ovo central) e do nimero médio de granulomas capturados em cinco campos
aleatorios (area total de campo = 12.234 um?2, area total visualizada = 61.170um2). Os
granulomas hepéticos foram avaliados de acordo com 0s componentes predominantes em:
exsudativo (E), exsudativo/exsudativo produtivo (E/EP), exsudativo-produtivo (EP) e
produtivo (P) (Alencar et al., 2012).

Fragmentos do figado de cada animal foram fixados em formaldeido a 10%
tamponado em PBS (tampdo fosfato salino) e processados para inclusdo em parafina.
Posteriormente, foram realizados cortes histologicos de Syum de espessura. Para cada amostra
de tecido hepatico foram confeccionadas duas laminas histolégicas, coradas pelas técnicas de
hematoxilina-eosina (HE) e tricromico de Masson (TM) (Junqueira; Bignolos and Brentani,
1979). A coloracdo de HE foi empregada para analise histopatoldgica e morfométrica do

tecido hepatico, através da mensuracdo da area média dos granulomas viaveis (com ovo, ou
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vestigio de ovo central) e do niUmero médio de granulomas capturados em cinco campos
aleatorios (area total de campo = 12.234 pum?2, area total visualizada = 61.170um2). Os
granulomas hepaticos foram avaliados de acordo com o0s componentes predominantes em:
exsudativo (E), exsudativo/exsudativo produtivo (E/EP), exsudativo-produtivo (EP) e
produtivo (P) (Alencar et al., 2012).

As laminas coradas com TM foram utilizadas para avaliar o grau de fibrose, que foi
classificado de acordo com o arranjo de fibras de coldgeno como: leve (fibras de colageno
soltas), moderada (pequenas areas isoladas de fibras comprimidas), ou intensa (extensas areas
de fibras de coldgeno densamente comprimidas) (AIRES et al., 2014). As imagens foram
obtidas usando um microscépio Optico acoplado a uma camera digital e sistema de
computador (Motic Images Plus 2.0 MLTM).

A avaliacdo da producdo de citocinas foi realizada por citometria de fluxo, utilizando
aliquotas do plasma obtido ap6s centrifugacdo do sangue cardiaco. O Kit CBA (Cytometric
Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit - BD®) foi usado nesse estudo para a
quantificacdo das citocinas IL-6, TNF-o ¢ IFN-y em uma mesma amostra, seguindo as

instrucdes do fabricante.

Os resultados das varidveis quantitativas foram expressos por média + DP e os
resultados das varidveis qualitativas, por frequéncias absolutas e relativas. Na comparacdo
entre 0s grupos realizou-se teste t, Mann-Whitney e anélise de variancia ANOVA, com post
hoc de Tukey. O software utilizado foi 0 STATA versdo 12 e a significancia estatistica para

analise das hipoteses foi de 5%.

RESULTADOS

A figura 1 representa as curvas de evolugdo ponderal dos camundongos da 1? até a
ultima semana de experimentacdo. Da primeira a décima semana, 0s grupos DH apresentaram
pesos mais elevados quando comparados aos grupos DP (p<0,01). A partir da décima
primeira semana, 0s pesos nao diferiram significativamente entre os grupos infectados. As
massas corporais dos grupos DH mostraram-se equivalentes. Da 14? semana em diante, 0s

pesos do grupo DHI passaram a se comportar inferiores ao grupo DHNI (p<0,05). Na dltima
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semana de experimentacéo, trés animais do grupo DHI vieram a 6bito, fato ndo observado nos

outros grupos.

Peso(g)

18,00

30,00 -

28,00 -

26,00 -

24,00 -

22,00

20,00

=4 DPI

=~ DPNI
DHNI

=>é=DHI

Tempo (semanas)

10

18

Figura 1 — Curvas ponderais de camundongos da 12 até a 182 semana de experimenta¢do. DPI-
Dieta Padréo Infectado, DPNI- Dieta Padrdo Nao Infectado, DHNI — Dieta Hiperlipidica Néo
Infectado, DHI — Dieta Hiperlipidica Infectado. Valores representados em média + DP.

Com relagdo aos pesos dos 6rgdos, houve elevacdo nos grupos infectados (DPI e DHI)

guando comparados aos controles (DPNI e DHNI) (p<0,001). Confrontando 0s grupos

submetidos a infeccdo, ndo foram observadas diferencas significativas. Nos animais nao

infectados, o figado mostrou-se maior no grupo alimentado com dieta hiperlipidica (p=0,04),

enguanto o peso do bago apresentou-se semelhante (tabela 2).

Em relacdo as avaliagcdes parasitologicas, o grupo DHI apresentou maior densidade de

ovos nas fezes (p=0,03), maior recuperacdo total de vermes (p<0,001) e de vermes fémeas

(p=0,01) quando comparado ao grupo DPI.
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Tabela 2 — Dados biométricos e parasitoldgicos de camundongos alimentados com dieta padréo
ou hiperlipidica

Grupos
Variaveis DPI DPNI DHNI DHI
Peso do figado (g) 1,94 + 0,201 1,14+ 0,19 1,32 +£0,143 1,86 + 0,222
Peso do baco (g) 0,79 £ 0,201 0,13 +0,04 0,16 £ 0,04 0,86 + 0,162
N° de ovos/ g 168 + 90, 6 --- --- 314,2 + 173,2*
NC° total de vermes 16,60 + 4,50 26,40 + 1,35°
N° de vermes fémeas 9,30 + 2,58 12,20 + 1,62°

DPI- Dieta Padrao Infectado, DPNI- Dieta Padrdo Néo Infectado, DHNI — Dieta Hiperlipidica N&o Infectado, DHI — Dieta Hiperlipidica
Infectado. Valores representados em média + DP.
1 Comparacdes entre DPI e DPNI e entre DPI e DHNI (p<0,001); 2 Comparagdes entre DHI e DPNI e entre DHI e DHNI (p<0,001); 3

Comparagéo entre DHNI e DPNI (p=0,04); * Comparagéo entre DHI e DPI (p=0,03); ° Comparagéo entre DHI e DPI (p<0,001); ); ®
Comparagao entre DHI e DPI (p=0,01) - Teste t.

O grupo DHI apresentou elevagdo na concentracdo sérica das citocinas IL-6 e IFN-y
quando comparado aos grupos DHNI (p=0,02 e p=0,001, respectivamente). Os niveis de IL-6
e IFN- y também comportaram-se mais elevados no grupo DPI confrontado ao grupo DPNI
(p<0,001). As concentracdes de TNF-o foram mais elevadas no grupo DPI nas comparag6es

com o DHI (p<0,05) e o DPNI (p<0,01). Os grupos ndo infectados (DPNI e DHNI) néo

diferiram entre si com relacdo a produ¢do de nenhuma das citocinas avaliadas.

20 A
=
o
= 15 -
£
‘§ 10 mIL-6
E M IFN
3
g > TNF
o

0

DPI DPNI DHNI DHI
Grupos

Figura 2 — Niveis séricos de citocinas de camundongos por grupo de experimentacdo. DPI-
Dieta Padrdo Infectado, DPNI- Dieta Padrdo Nao Infectado, DHNI — Dieta Hiperlipidica Nao

Infectado, DHI — Dieta Hiperlipidica Infectado. Valores representados em média = DP. Teste de
Mann-Whitney.

A andlise histologica do figado dos animais do grupo DHI revelou a presenca de

granulomas periovulares predominantemente E/EP e EP, muitos formando grandes grupos
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coalescentes (Figura 3B). Poucos granulomas produtivos também foram visualizados, com
margens bem definidas e presenca de macrofagos e poucos linfdcitos préximos ao ovo central
do parasita. Alem disso, notava-se deposicdo acentuada de coldgeno, com grau de fibrose
intensa (Figura 3D). Em todos os animais desse grupo as infecgdes foram de carater intenso,
em relagdo ao aspecto histopatoldgico. No grupo DPI os granulomas periovulares E e E/P
foram mais numerosos, isolados e esparsamente distribuidos pelo parénquima hepético
(Figura 3A), as vezes formando conglomerados, sendo 0s mesmos de menor dimensao em
relacdo ao que foi visto no grupo DHI. Em muitos desses granulomas havia deposicdo de
coldgeno, todavia em quantidade inferior ao observado no grupo DHI e grau de fibrose
moderado (Figura 3C).

Figura 3. Granulomas hepéaticos de camundongos esquistossomoticos. A. Grupo DPI -
Granuloma E/EP isolado; B. Grupo DHI - Granulomas coalescidos; C. Grupo DPI -
Granuloma com moderado grau de fibrose. D. Grupo DHI -Granulomas coalescidos com grau
de fibrose intensa. A e B. Coloragédo HE. C e D. Coloragédo TM.

A tabela 3 apresenta os resultados da analise morfométrica dos granulomas hepaticos.
Né&o foram encontradas diferencas significativas na area dos granulomas entre os grupos DPI

e DHI. J& a contagem de granulomas mostrou-se elevada no grupo DHI (p<0,001).
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Tabela 3 — NUmero médio e area de granulomas hepaticos

DPI DHI p valor*
NUmero médio 6,00 + 1,29 8,91 +2,98 <0,001
Area (um?) 51578,53 + 20237,92 55833,36 * 21753,11 0,215

DPI- Dieta Padréo Infectado, DHI — Dieta Hiperlipidica Infectado. Valores representados em média + DP. *Teste de Mann Whitney.

DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar se uma alimentacdo com alto teor de
gordura poderia causar alteracbes em parametros da infeccdo esquistossomose em
camundongos. Os resultados apontam que a racdo rica em lipidios promoveu aumento de
peso nos animais, contudo a infeccdo pelo S. mansoni mostrou-se determinante para que 0
grupo alimentado com essa dieta perdesse peso nas Ultimas semanas de experimentacao. Ja 0s
animais alimentados com a dieta padrdo normolipidica ndo sofreram reducdo na massa
corporal ap6s a infeccdo, o que deixa evidente que a alteracdo foi provocada pela associacao
das duas intervencdes. Recente estudo desenvolvido por Hussaarts et al. (2015) relata um
ganho significativamente menor de peso em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica em resposta a infeccdo por S.mansoni e explica que esse efeito resulta

exclusivamente de uma reducdo na gordura corporal, sem afetar a massa magra.

Estudos anteriores observaram um maior ganho de massa corpOrea em animais
alimentados com dieta hiperlipidica independentemente da infeccdo (Alencar et al. 2012;
Alencar et al., 2009; e Neves et al.,2007), indo de encontro aos resultados do presente
trabalho, contudo o teor de lipidios empregado nas dietas era de 29%, valor expressivamente
inferior ao adotado no presente estudo (57,6%). Acredita-se que a sobreposi¢cdo do consumo
da dieta com elevado teor de gordura a helmintiase tenha gerado uma maior debilidade
orgénica nos animais, hipotese que ganha forca frente & mortalidade observada no grupo
(25%). Segundo Neves et al. (2007b), um ambiente rico em colesterol favorece o sucesso
reprodutivo de vermes adultos, alterando o desenlace da infeccdo esquistossomatica. Nesse
estudo, constatou-se uma maior densidade de ovos nas fezes e maior recuperagédo total de
vermes apos perfusdo porta-hepética, bem como de vermes fémeas, nos animais submetidos a
alimentacéo rica em gordura, corroborando os resultados de Neves et al (2007a) e Alencar et
al (2009).
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A quantidade e a procedéncia da gordura ingerida demonstram associacdo com
diferentes respostas relacionadas ao metabolismo lipidico, hepético e a secrecdo de citocinas e
horménios (Nascimento; Ribeiro; Oyama, 2009). Uma dieta com alto teor lipidico favorece a
obesidade, doenca multifatorial que ocasiona um estresse inflamatdrio crénico de baixo grau,
intercedido pela infiltracdo de células imunoldgicas no tecido adiposo e pelos proprios
adipdcitos (Lacerda, Bock e Funchal, 2015). Pesquisadores demonstram que a alimentacéo
rica em &cidos graxos saturados elevam os niveis de citocinas pro inflamatérias, como TNF-a
e IL-6 (Flanagan et al., 2008; lkeoka et al., 2010). A dieta hiperlipidica no presente estudo,
isoladamente, ndo acarretou alteraces nos niveis de TNF-a, IL-6 e IFN- y. E possivel que as
modificacbes nos padrdes de producdo de citocinas s6 sejam induzidas ap6s o0 consumo
prolongado da dieta, contudo Flanagan et al. (2008), avaliando ratas fémeas Sprague-Dawley,
verificaram mudancas proeminentes em apenas 10 semanas de administracdo de dieta com
elevado teor de gorduras saturadas. Em virtude da acentuada secrecdo dessas citocinas ser
atribuida ao aumento dos adipdcitos, é provavel que o modelo de dieta viabilizado nesse

estudo nao tenha elevado a adiposidade dos animais, contudo esse parametro ndo foi avaliado.

Modelos murinos tém sido vastamente utilizados para investigar a resposta imune
protetora frente a esquistossomose, principalmente com S. mansoni sendo a espécie
infectante. Durante os estagios iniciais da infeccdo, os ratos exibem uma resposta imune de
tipo predominantemente Thl a antigenos parasitarios (Everts et al., 2012), observando-se a
producdo de grandes quantidades de IFN-y, TNF-a e interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) (De
JESUS et al., 2002; COURA, 2004). Uma vez iniciada a deposicdo de ovos, cerca de 6
semanas apés a infeccdo, a resposta comeca a mudar, com o perfil imunolégico sendo
substituido pelo predominio da resposta Th2 (Everts et al., 2012). A teoria mais aceita é que
antigenos dos esquistossébmulos, numa primo-infec¢do, induziriam uma resposta Thl, com
exuberante atividade inflamatdria contra o antigeno liberado pelo ovo. Com o tempo, em
resposta a liberacdo de carboidratos da parede do ovo, a secre¢cdo de IL-10 ocasionaria a
modulacéo da resposta imune e dos sintomas (SILVA, SANTANA e DE JESUS, 2008).

Os resultados desse estudo revelam concentragdes de IL-6 e IFN-y maiores nos grupos
infectados quando comparados aos controles, corroborando os relatos na literatura. Entre os
animais infectados, ndo houve diferenca nos niveis de IL-6 e IFN-y, entretanto concentracGes
menores de TNF-o foram observadas no grupo alimentado com dieta hiperlipidica. Borish e
Steink (2003) mencionam que o TNF-a estimula a secrecdo de IL-10, o que sugere sua

participacdo no processo de homeostasia, ja que estimulos inflamatorios induzem a formacéo
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de TNF-a e essa, por sua vez, estimula a secrecdo de IL-10, que por mecanismos de feedback
finaliza a sintese do TNF-o. Apesar dos diversos estudos de cunho imunoldgico disponiveis,
ndo sdo encontrados dados acerca da producdo de citocinas na esquistossomose associada ao

consumo excessivo de lipidios.

A anélise histologica do figado dos animais revelou a presenca de granulomas
periovulares predominantemente E/EP e EP do grupo DHI. Poucos granulomas produtivos
foram visualizados, apresentando margens definidas e macréfagos e poucos linfocitos
préximos ao ovo central do parasita. Estudos anteriores indicam que durante a fase aguda da
infeccdo, os granulomas exsudativos sdo predominantes (SILVA et al., 2000). Antigenos
soltveis dos ovos atraem células inflamatérias como macroéfagos, linfocitos, eosinéfilos e
fibroblastos (VAN DE VIJVER et al., 2004). Segundo Neves et al. (2007), é possivel que as
alteracdes hepaticas induzidas pela dieta rica em gordura promova aumento no recrutamento

das células do granuloma.

No grupo DPI os granulomas periovulares E e E/P foram mais numerosos, isolados e
esparsamente distribuidos pelo parénquima hepatico, as vezes formando conglomerados,
sendo os mesmos de menor dimensdo em relacdo ao que foi visto no grupo DHI. Em muitos
desses granulomas havia deposi¢do de colageno, todavia em quantidade inferior ao observado
no grupo DHI e grau de fibrose moderado. A quantidade de fibrose maior nos camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica pode ser explicada por um aumento nos niveis de leptina
(PROCACCINI, 2010). A leptina foi a primeira adipocina associada com fibrose hepética
(DUAN et al, 2013; MARRA et al, 2011; BERTOLINI et al, 2010).

No figado, a leptina, horménio secretado pelo tecido adiposo branco, (PAZ-FILHO et
al, 2010), transmite propriedades fibrogénicas por meio de sua interacdo com as células
estreladas do figado ativadas, responsaveis pela fixacdo da matriz extracelular no Espaco de
Disse (ZHOU et al, 2014). Possiveis justificativas para o efeito fibrogénico da leptina sdo o
estimulo de citocinas especificas, como a TGF-[3, modulacdo da resposta imune por células T
e/ou estimulacdo direta de vias de sinalizacdo celular, o que resultaria em modificacbes em

fatores transcricionais de ativagao para a formagéo de colageno (JAMES et al, 1998).
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CONCLUSAO

O consumo de dieta com elevado teor de lipidios promoveu modificagbes em
parametros parasitologicos da esquistossomose, acarretando uma maior carga parasitaria nos
animais (maior densidade de ovos nas fezes, recuperacéo total de vermes e de vermes fémeas)
e uma infeccdo mais intensa do ponto de vista histopatoldgico, todavia ndo foram observadas
alteracOes significativas na producdo das citocinas IL-6 e IFN- y. Os niveis de TNF-a, no
entanto, apresentaram-se inferiores em camundongos esquistossomaticos alimentados com
alto teor de gordura, ao serem confrontados com o0s que receberam alimentacao
normolipidica. Novos estudos sdo necessarios para a melhor compreensdo dos mecanismos

envolvidos.
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6 CONCLUSOES

O consumo de dieta com elevado teor de lipidios promoveu modificacbes em
parametros parasitolégicos da esquistossomose, acarretando uma maior carga parasitaria nos
animais (maior densidade de ovos nas fezes, recuperacéo total de vermes e de vermes fémeas)
e uma infeccdo mais intensa do ponto de vista histopatologico, todavia ndo foram observadas
alteracdes significativas na producdo das citocinas IL-6 e IFN- y. Os niveis de TNF-a, no
entanto, apresentaram-se inferiores em camundongos esquistossomoticos alimentados com
alto teor de gordura, ao serem confrontados com o0s que receberam alimentacdo
normolipidica.

Com relacdo as analises bioquimicas, foi observada uma reducdo no colesterol dos
animais infectados pelo S. mansoni, enquanto que a dieta hiperlipidica promoveu elevagéo
dos triglicerideos no grupo nédo infectado e uma tendéncia a aumento no grupo infectado.

Conclui-se ainda que a dieta hiperlipidica promoveu mudancas na microbiota
intestinal dos animais, elevando o percentual de bactérias Gram negativas tanto no grupo

submetido a esquistossomose como no ndo infectado.
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