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RESUMO

Estudos experimentais e clinicos tem demostrado que diversos probidticos,
incluindo o Bacillus clausii, apresentam potencial para prevencdo e tratamento de
parasitoses e capacidade de modulacdo das respostas imunes. Este estudo teve
como objetivo avaliar o sobrenadante livre de células (SLC) de B. clausii sobre
Schistosoma mansoni in vitro e o potencial de esporos de B. clausii de modular a
resposta imune esquistossomose mansoni. Para avaliacdo in vitro, vermes foram
incubados com SLC de B. clausii e monitorados por 5 dias consecutivos para
avaliacdo da mortalidade e motilidade. Para avaliacdo in vivo, camundongos foram
separados em cinco grupos (G1: ndo infectados e nao tratados com esporos de B.
clausii, G2: ndo infectados e tratados, G3: infectados e nao tratados, G4: infectados e
tratados antes da exposi¢cdo cercariana e G5: infectados e tratados no inicio da
ovoposicao), para determinagdo da carga parasitéria, ovos liberados com as fezes e
retidos no figado e no intestino, padrdo de ovoposicdo, frequéncia de células
TCD4+Foxp3+ e TCD4+IL17+ e concentracdo de citocinas Thl/Th2/Th17. Nossos
resultados in vitro demostraram o SLC de B. clausii ndo causou mortalidade nem
alterou movimento de vermes S. mansoni. Quanto aos resultados in vivo, a
administracdo esporos de B. clausii foi capaz de reduzir a carga de vermes total em
41.5% no grupo G4 e em 30.1% de vermes total no grupo G5. O tratamento com B.
clausii reduziu significantemente o nimero de ovos liberados com as fezes em 68,7%
no grupo G4 e 44,3% no grupo G5 e a carga de ovos depositados no intestino de
animais do grupo G4 em 50,4%. B. clausii diminuiu os niveis de IL-4 no grupo G4 e
aumentou no grupo G5. Foi visto aumento de IL-10 nos que grupos G4 e G5. B. clausii
reduziu niveis de IFN-y, TNF e IL-6 nos grupos G4 e G5. Os niveis de IL-17 foram
significativamente maiores no grupo G4 e G5. B. clausii aumentou a frequéncia de
células CD4+Foxp3+ nos animais dos grupos G2 e G4. Células CD4+IL17+,
demostrou-se aumento na frequéncia dessas ceélulas nos animais dos grupos G2, G4
e G5.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Esquistossomose. Probidticos. Bacillus

clausii. Imunomodulacgao.



ABSTRACT

Experimental and clinical studies have shown that probiotics, including Bacillus clausii,
have potential for the prevention and treatment of parasitosis and the ability to
modulate immune responses. This study aimed to evaluate the cell-free culture
supernatant (CFC) of B. clausii against S. mansoni in vitro and the potential of B. clausii
spores to modulate the systemic immune response in experimental schistosomiasis.
Our results showed that in vitro, CFS of B. clausii does not cause mortality nor
movement change in S. mansoni adult worms. In vivo, B. clausii spores reduced the
total worm burden in 41.5 and 30.1% and female worms in 43.1 and 39.1%, when
administrated before cercarial exposure or in the onset of oviposition, respectively.
Furthermore, in both therapeutic schemes, B. clausii spores reduced the load of eggs
in the liver and intestine and eliminated with the feces. B. clausii decreased IL-4 levels
in the G4 group and increased in the G5 group. An increase in IL-10 was seen in
groups G4 and G5. B. clausii reduced levels of IFN-y, TNF and IL-6 in groups G4 and
Gb. IL-17 levels were significantly higher in the G4 and G5 groups. B. clausii increased
the frequency of CD4 + Foxp3 + cells in animals in groups G2 and G4. CD4 + IL17 +
cells, an increase in the frequency of these cells was shown in animals in groups G2,
G4 and G5. The present results demonstrate that administration of B. clausii spores
favorably modulate parasitological parameters and the production of Th1/Th2/Th17
cytokines as well as the frequency of CD+Foxp3+ T cells in experimental

schistosomiasis mansoni.

Keywords: Schistosomiasis. Schistosoma mansoni. Probiotic. Bacillus clausii.

Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

O efeito imunomodulador do Bacillus clausii foi observado apenas em estudos
experimentais e clinicos de doencas inflamatorias e alérgicas, ndo havendo relatos na
literatura do uso desse probidtico sobre a imunopatologia da esquistossomose (DI
CARO et al. 2005, CIPRANDI et al. 2005, DAR et al. 2018). Alguns estudos
demostraram o potencial terapéutico de outras espécies probidticas, porém, o0s
resultados obtidos s&o restritos apenas a andlise dos aspectos parasitolégicos da
doenca (KIRTE et al. 1996, MOHAMED et al. 2014, GHANEM et al. 2005, SANTOS et
al. 2004). Assim sendo, para compreensao do efeito imunomodulador do B. clausii na
esquistossomose, faz-se necessario além do estudo parasitolégico, a avaliacdo de
citocinas (Thl, Th2 e Thl7) e ceélulas T regulatérias (CD4+Foxp3+) e Thl7
(CD4+Th17+) as quais estdo relacionadas com processo de imunopatogénese e

gravidade da doenca.

Quando avaliado o padrdao de expressdao dos genes em pacientes com
esofagite apos o tratamento com B. clausii, foi constatado reducdo na expressao de
genes para a citocina IL-6 e receptor de IL-15, ao passo que aumentou a expressao
do gene para IL-13, IL-1B e seu receptor (DI CARO et al. 2005). Em outro estudo
utilizando criancas com rinite alérgica, o B. clausii foi capaz de reduzir os niveis de IL-
4 e eosindfilos e aumentar a producédo de IL-10, TGF- e IFN-y (CIPRANDI et al.
2005). Também foi visto em camundongos com osteoporose apds a menopausa, que
o0 B. clausii levou a diminui¢&@o dos niveis das citocinas IL-6, IL-17 e TNF-a e de células
Th17 (CD4+RoryT), enquanto aumentou os niveis da citocina IL-10 e de células Treg
(CD4+Foxp3+), tanto na medula 6ssea como no baco desses animais (DAR et al.
2018). Desse modo € possivel que o B. clausii (cepas O/C, N/R, T e SIN), possam
modular favoravelmente a gravidade da esquistossomose pois, ja é sabido que o
aumento de IL-10, TGF- e células Treg e a diminuigdo de células Th17, IL-6 e TNF-
a, estdo relacionados com o aumento da sobrevida de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni (RUTITZKY et al. 2001 e 2011, LEYLAND et al. 2010,
BAUMGART et al 2006).

Na infeccdo experimental por S. mansoni, foi demostrado que o
imunopotenciador ndo especifico Corynebacterium parvum, reduziu o dano hepatico,
com diminuicdo da carga parasitaria e do diametro dos granulomas hepaticos, assim

como aumento da quimiotaxia de leucocitos (KIRTE et al. 1996). Resultados
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semelhantes foram obtidos utilizando Lactobacillus sporogenes, nesse estudo
observou-se ainda diminuicdo no diametro de granulomas intestinais, modificacéo do
padréo de ovoposi¢do, e diminuicdo da fragmentacdo do DNA em leucdcitos e células
do figado e do baco (MOHAMED et al. 2014). Ghanem et al. (2005). utilizando
camundongos esquistossomoticos, alimentados com iogurte contendo quatro
espécies de probiodticos (L. casei B-444, L. plantarum B-531, L. reuteri B-14141 e L.
acidophilus), verificaram um aumento nos niveis de IgM apds a estimulagdo com
SWAP in vivo Porém, esses estudos ndo se estenderam a andlise dos aspectos
imunologicos, importantes para a compreensdo do mecanismo de protecdo dos

probioticos estudados, sobre a esquistossomose.

Diante do exposto, o presente trabalho pretende avaliar o potencial
imunomodulatério do B. clausii, sobre os niveis de células T regulatéria (CD4+Foxp3+)
e Thl7 (CD4+Th17+) concentracdo de citocinas dos perfis Thl (IL-6, IFN, TNF), Th2
(IL-4, IL-10) e Th17 (IL-17A), assim como avaliar os aspectos parasitologicos (carga
parasitaria, ovos retidos no figado e intestino, ovos liberados nas fezes e padrdo de

ovoposi¢cao) em camundongos infectados com Schistosoma mansoni cepa BH.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose € uma infec¢cdo com alto grau de mortalidade e morbidade
causada por parasitas trematdédeos do género Schistosoma, endémicos em 78 paises
e territérios de regides tropicais e subtropicais (WHO, 2019). O dano causado por essa
infeccdo, representa um obstaculo no desenvolvimento humano e econdémico pois
prevalece sobretudo entre populacdes vulneraveis que vivem em areas com
saneamento basico precario e que possuem acesso limitado a servicos de saude
publica e educacdo (BRUUN & AAGAARD-HANSEN, 2008). A esquistossomose é
responsavel também por prejudicar o desenvolvimento ponderal e cognitivo de
criancas, desabilitar os que estdo infectados ao trabalho e perpetuar a pobreza e a
desigualdade social, além de ocasionar perda de aproximadamente 3.518 DALYs
(Disability-Adjusted Life Years — Anos de Vida Ajustados por Deficiéncia)
(KARUNAMOORTHI et al. 2018, TIBIRICA et al. 2011, MITRA & MAWSON, 2017).

Figura 1 - Distribuicdo da esquistossomose no mundo.
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Mundialmente, 219.9 milhdes de pessoas (120.3 milhdes de criancas em idade
escolar e 99.5 milhdes de adultos) estdo infectados e cerca de 779 milhdes vivem em
areas de risco constante para infeccdo (Figura 1). Dos infectados, 20 milhdes de
pacientes apresentam complicacdes cronicas e graves da doenga, dos quais, apenas
no continente africano, cerca 280.000 evoluem ao Obito anualmente
(KARUNAMOORTHI et al. 2017; WHO, 2019).

Figura 2 - Distribuicdo da esquistossomose de acordo com a faixa de positividade
por municipio. Brasil, 2010-2015.
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Fonte: Brasil - Ministério da Saude (2016)

No Brasil cerca de 6-8 milhGes de pessoas (4,6% da populacao total) estao
infectadas com o S. mansoni e outras 25 milhdes estéo sob risco de infeccéo (Figura
2). A esquistossomose encontra-se em 16 das 27 unidades federativas, sendo as
regidoes Nordeste e Sudeste as mais afetadas pela doenca com 74,7% e 24,8% dos
novos casos, respectivamente. Nos estados de Alagoas, Bahia, Paraiba,
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Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais, a doenca
apresenta carater endémico. Apenas entre os anos de 2008-2016 foram registrados
pelo Ministério da Saude do Brasil 2.275 internacdes e 4.473 Obitos por
esquistossomose (BRASIL, 2018).

Apesar do numero de o6bitos registrados, foi visto no mesmo periodo, reducao
no numero de novos casos e modificagdo no quadro epidemiolégico da
esquistossomose no territorio brasileiro. A taxa de positividade da doenca caiu de
5,3% no ano de 2008 para 3,4% no ano de 2016 o que representa uma reducao de
35,6%; no mesmo periodo observou-se também reducao da taxa de mortalidade, que
passou de 0,29 para 0,23 6bito/1 mil habitantes, reducdo que corresponde a
aproximadamente 19,4% (BRASIL, 2018). Apesar dos avan¢os na reducao do niumero
de novos casos da esquistossomose no Brasil, 0 6nus econémico causado por essa
infeccdo aos cofres publicos é alto, cerca de R$ 155 milhdes (US$ 41,7 milhdes)
(NASCIMENTO et al. 2019), sendo que também o orcamento para seu controle e
prevencdo € extremamente subfinanciado pelo Governo Federal (TIBIRICA et al.
2011).

O estado de Pernambuco apresenta 101 dos seus 167 municipios (cerca de
17,5% de sua area territorial) endémicos para a esquistossomose, com a taxa de
positividade entre as regibes do estado variando entre 0,5% e 5%. Pernambuco,
também é o estado brasileiro que apresenta os maiores nameros de internacdes
hospitalares por formas graves da esquistossomose e 0 segundo estado com maior
percentual médio de positividade (3,77%) para a doenca no Brasil. Em 2016,
Pernambuco registrou 3.766 novos casos de esquistossomose e cerca de 175 6bitos
(PERNAMBUCO, 2018).

2.2 ASPECTOS BIOLOGICOS DO SCHISTOSOMA MANSONI

Os parasitas do género Schistosoma sdo helmintos trematédeos da classe
Digenea, inteiramente adaptados ao parasitismo. Diferem de outros parasitas dessa
classe, por serem endoparasitas sanguineos obrigatorios e apresentarem evidente
dimorfismo sexual. Das espécies do género Schistosoma com importancia médica
humana e epidemiolégica podemos destacar: S. hematobium, S. intercalatum, S.

mekongi, S. japonicum, S. mansoni. Sendo que apenas este Ultimo é o agente
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etiologico da esquistossomose nas Américas e no Caribe, particularmente no Brasil,

onde encontra-se o maior niUmero de casos.

O S. mansoni demostra diferentes adaptacdes biol6égicas tanto a vida livre
aguatica como também aos hospedeiros definitivos (Homo sapiens e roedores
selvagens) e intermediarios (caramujos do género Biomphalaria) (Figura 3). Os
aspectos morfologicos e fisiologicos do parasita dependem exclusivamente do seu
estagio de desenvolvimento durante seu complexo ciclo biolégico heteréxeno e
compreendem o ovo, miracidio, esporocisto, cercaria, esquistossébmulo e vermes
adultos (macho e fémea) (REY, 2011).

Figura 3. Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni
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O ciclo bioldgico inicia-se aproximadamente 40 dias ap0s a infeccdo do
hospedeiro definitivo com a liberacdo de ovos pela fémea de S. mansoni. Os ovos que

alcancam a luz intestinal séo liberados juntos com as fezes e ao entrar em contato
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com reservas hidricas eclodem e liberam o miracidio, fase larval ciliada do parasita
(REY, 2011).

Os miracidios possuem em sua regido apical papilas denominadas de
terebratorium responsaveis por facilitar o encontro e a aderéncia a superficie do
hospedeiro intermediario. A penetracdo nos tecidos do molusco € possivel gracas a
movimentos mecanicos giratorios e liberacdo de proteases por glandulas localizadas
nas regides laterais e apical do seu corpo (REY, 2011).

Apés a penetracdo, o miracidio transforma-se em um novo tipo larvario de
formato sacular cheio de células germinativas, o esporocisto primario, que através de
poliembrionia originam em seguida esporocistos secundarios, 0s quais migram para o
hepatopancreas e ovovétis do caramujo e por reproducdo assexuada transformam-se
em cercarias (REY, 2011).

As cercarias, formas infectantes dos hospedeiros vertebrados, possuem cerca
de 0,5 mm de comprimento e corpo segmentado em duas partes principais: cauda
bifurcada, responsavel pela locomocéo, e corpo cercariano onde encontra-se presente
as ventosas oral e ventral e glandulas de penetracédo e fixacdo. No processo de
penetracdo na pele e/ou mucosas, as cercarias liberam enzimas proteoliticas
(hialuronidases e colagenases) responsaveis pela degradacédo das camadas teciduais
e atinge regifes mais internas, sendo a cauda abandonada no exterior nesse processo
(REY, 2011).

ApoOs a penetracdo e ocorréncia de modificacbes estruturais, bioguimicas e
fisiolégicas, o corpo cercariano € agora denominado esquistossémulo e caracteriza-
se como a forma imatura do S. mansoni. Os esquistossémulos por sua vez, migram
para a corrente sanguinea e sao passivamente arrastados para o coracao e pulmdes,
tomam a circulagéo sistémica e chegam ao sistema porta-hepéatico onde completam

seu desenvolvimento e alcangam a fase adulta e maturagéo sexual (REY, 2011).

Quando adulto, o S. mansoni apresenta um evidente dimorfismo sexual. O
verme macho possui cor branca, mede cerca de 1 cm de comprimento e na
extremidade anterior possui uma ventosa oral e outra ventral; seu corpo € achatado,
porém enrola-se dorso-ventralmente para formar uma fenda conhecida como canal
ginecoforo, onde se aloja a fémea do parasita. A fémea, possui cerca de 1-1,6 cm e

corpo cilindrico, sua coloracdo € escura devido a presenca de hemozoina (pigmento
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derivado do metabolismo de hemoglobina) dentro do seu tubo digestivo e assim como
0 macho, apresenta duas pequenas ventosas na regido anterior. A atracéo sexual dos
vermes adultos se inicia na terceira semana pos-infeccéo nas veias do sistema porta-
hepético, e em seguida ao acasalamento migram para as veias do mesentério inferior
e para o plexo hemorroidario superior, dando inicio ao processo de ovoposicao, e

consequentemente ao ciclo biolégico (REY, 2011).

2.3 RESPOSTA IMUNE CELULAR DURANTE A ESQUISTOSSOMOSE

Com o inicio da ovoposicao pela fémea de Schistosoma mansoni, os antigenos
dos ovos aprisionados na microvasculatura tecidual induzem através de complexos
mecanismos dependentes da resposta imune celular, a formagdo do principal

elemento patoldgico da esquistossomose, o granuloma.

Os linfocitos sdo as células da resposta imune celular, com a funcdo de
coordenar a formacéo do granuloma, através da producéo e liberacédo de citocinas e
anticorpos. Suas populacgdes se diferenciam classicamente de acordo com sua funcéo
em: linfocitos B, linfécitos T citotoxicos ou CD8+ e linfécitos T auxiliares (Th) ou CD4+,
esses por sua vez, quando ativados, subdividem-se em dois padrdes principais
distintos de acordo com seus fendétipos de secrecédo de citocinas, denominados Thl e
Th2 (STOCKINGER et al. 2006; ZHANG & BEVAN, 2011; ABBAS et al. 2017).

Os linfocitos Thl produzem citocinas pro-inflamatérias em resposta a virus e
microrganismos que infectam e/ou ativam macréfagos e células Natural Killer (NK),
essas citocinas incluem principalmente o Interferon tipo Gama (IFN-y), Fator de
Necrose Tumoral (TNF) e Interleucina (IL)-2. O IFN-y € a citocina chave deste perfil,
e sua funcao esté relacionado com a ativagdo de macrofagos, aumento da expressao
de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), troca isotipica
de imunoglobulinas nos linfocitos B e inibicdo da sintese de citocinas pelo perfil Th2.
Os linfécitos Th2 secretam citocinas como a IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, em resposta
a alérgenos e infec¢des parasitarias. As citocinas IL-4 e IL-5, induzem respostas
inflamatorias ao aumentarem a producdo de Imunoglobulina (lg)-E, proliferacdo e
ativacao de eosindfilos, mastécitos e basofilos, enquanto que a IL-10 € conhecida por
sua funcéo anti-inflamatéria (STOCKINGER et al. 2006; ZHANG & BEVAN, 2011;
ABBAS et al. 2017).
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A resposta imune contra 0 S. mansoni inicia-se ho momento de penetracao da
cercéria na pele e/ou mucosas dos hospedeiros, sendo geralmente evidenciada pela
dermatite cercariana no local da infeccdo e aparecimento de sintomas brandos e
inespecificos. A dermatite cercariana é caracterizada pelo desenvolvimento de
hipersensibilidade mediada por Imunoglobulina Ig-E e secrecdo de citocinas por
células mononucleares teciduais inatas como TNF, IL-1j3, IL-12 e IL-6 (MOUNTFORD
& TROTTEIN 2004; JENKINS et al. 2005). Essa resposta inflamatoria tecidual garante
em parte a reducdo da carga parasitaria do hospedeiro e regride em cerca de uma

semana.

Posterior a penetracdo, entre 3-5 semanas, antigenos presentes nos
esquistossdmulos e no tegumento do parasita quando adulto, sdo fagocitados por
células dendriticas (DC) que ativam uma resposta imune pro-inflamatoria Thl com
aumento significativo nos niveis de citocinas como IL-1, IL-6, IFN-y e TNF (PEARCE
& MACDONALD, 2002). Com o inicio da ovoposi¢ao cerca de 5-6 semanas apos a
infeccdo, ocorre mudanca no perfil de resposta para o tipo Th2, com aumento na
producdo de IL-4, IL-5 e IL-10. Estudos demostram que a IL-10 produzida durante
esse periodo esta relacionada com essa mudanca no perfil de secrecdo das citocinas
(SILVIA et al. 1999). Foi visto também que a resposta Th2 esta relacionada com o
desenvolvimento do granuloma (YAMASHITA & BOROS, 1992) e caso ela nédo se
desenvolva de forma correta, a resposta inicial pro-inflamatéria Thl se intensifica

causando a morte precoce do hospedeiro (BRUNET et al. 1997).

Apesar da resposta Th2 possuir potencial em modular respostas imunes proé-
inflamatorias iniciais, o seu prolongamento contribui para geracédo da cronicidade e
desenvolvimento da fibrose. Fallon et al. (2000) demonstraram que a IL-13, é o
principal estimulo fibrogénico na esquistossomose, apoOs verificarem que
camundongos IL-137, apresentavam aumento na sobrevida pos-infeccdo
correlacionado com reducédo do nivel de fibrose hepética. O potencial fibrogénico da
IL-13 é explicado por sua capacidade de estimular fibroblastos e macréfagos
alternativamente ativados (aaM®) a expressar a arginase-1 (Arg-1), enzima
responsavel por promover a sintese do colageno (ORIENTE et al. 2000; WILSON et
al. 2007).

Estudos sobre o mecanismo de modulagédo da IL-10 sobre o processo de

formacédo do granuloma, demostram que camundongos IL-107-, desenvolveram perfil
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misto Th1/Th2 com niveis elevados de IFN-y, IL-4 e IL-5; demostrando que a IL-10
exibe acao supressiva sobre ambos os perfis, prevenindo o surgimento de patologias
Thl ou Th2 polarizadas (HOFFMANN et al. 2000). A IL-10 possui capacidade de
induzir e manter células T regulatorias (Treg) e diminuir a expressao de co-
estimuladores e de moléculas do MHC de classe Il nas células apresentadoras de
antigenos e macroéfagos, modificando a resposta das células Th aos antigenos do
parasita (FLORES-VILLANUEVA et al. 1993).

As células Treg desempenham papel central na manutencédo da tolerancia
imunologica e no controle das respostas imunes. S&o divididas em dois tipos
principais, naturais e induzidas, que diferem quanto a sua origem, fenétipo e funcéo
(ADEEGBE & NISHIKAWA, 2013). As células Treg naturais (nTreg—
CD4*CD25*Foxp3*) se originam no timo e expressam o fator de transcricdo FoxP3
(Forkhead Box P3), responsavel por controlar seu desenvolvimento e funcdes (LI et
al. 2015). As nTreg exibem grande quantidade de TCR (T Cell Receptor) e
desempenham suas func¢des supressivas principalmente através da interacdo célula-
célula. Células Treg induzidas (iTreg), se originam na periferia e suas funcdes sao
relacionadas a secrecdo de citocinas imunossupressoras. As iTreg, compreendem
diferentes subtipos de células, incluindo células Trl (Trl—CD4*CD25*Foxp3)
produtoras de IL-10 e células Th3 (Th3—CD4*CD25*Foxp3°) produtoras de TGF-B
(Transforming Growth Factor—8) (LOURENCO & LA CAVA, 2011).

Estudos experimentais demonstraram que antigenos derivados do S. mansoni
sdo capazes de induzir a expansdo de células Treg. Cardoso et al. (2009),
demonstraram que os antigenos Sm22.6, PIlll e Sm29, induziram a expanséo
significativa de células Treg CD4*FoxP3* e Treg CD4*FoxP3*IL-10* em camundongos
infectados com S. mansoni. No estudo realizado por Amu et al. (2010) a infecgédo com
vermes machos de S. mansoni, levou ao aumento de células Treg pulmonares e
consequente reducdo da resposta alérgica anti-ovalbumina no pulm&o. Quanto a
importancia das Treg para o processo imunomodulatério e formacdo do granuloma,
Baumgart et al. e Taylor et al. (2006), demonstraram que as células naTreg sao
necessarias para manutencdo do balanco entre os perfis Thl e Th2 de maneira
independente da secrecdo de IL-10. Singh et al. (2004) em seu estudo, demostrou
que as Treg CD4*CD25* possuem capacidade no controle da formagé&o do granuloma,

mecanismo crucial para protecdo do hospedeiro contra formas graves da doenca.
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Outro estudo também demostrou que as Treg CD4*CD25* produtoras de IL-10, estédo
associadas com a reducdo da morbidade e aumento da sobrevida de camundongos
infectados com S. mansoni (HESSE et al. 2004).

Estudos demostraram que a imunopatologia esquistossomose ndo € uma
consequéncia exclusiva da interacdo entre citocinas do perfil Thl e do perfil Th2.
Nesse contexto o perfil Th17 tem sido implicado no desenvolvimento de resposta
granulomatosa severa durante a esquistossomose mansoni. A resposta imune pré-
inflamatoria induzida pelo perfil Th17 esta relacionada principalmente com secrecao
da IL-17A, interleucina responsavel por promover inducdo de moléculas de adeséo
celular (ICAM 1) e a secrec¢do de vérias citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, TNF, G-CSF e GM-
CSF) e quimiocinas (CXCL1, CXCL5, CCL2 e CCL7) que resultam em infiltrados
inflamatorios ricos em neutrofilos e contribuem para a gravidade da infeccdo (LARKIN
et. al. 2012; IWAKURA et al. 2008).

Estudos in vitro demonstraram que o bloqueio da IL-17A esta implicado com a
reducdo do tamanho de granulomas induzidos pelo o SEA (Antigeno Soluvel dos
Ovos) do S. mansoni (EZZ et al. 2018). Nesse contexto, estudos in vivo também
demonstraram que a IL-17A esté envolvida no desenvolvimento de patologias severas
induzidas pelos ovos do S. mansoni (RUTITZKY et al. 2005, 2008; RUTITZKY &
STADECKER 2011; SHAINHEIT et al. 2011). Recentemente, Kalantari et al. (2019)
demonstraram em camundongos CBA, que a ativacao do receptor de lectina tipo C,
CD209a (homodlogo do DC-SIGN humano), esta relacionado com a imunopatologia

severa induzida por Th17, observada nesses animais.

2.4 MICROBIOTA INTESTINAL, PROBIOTICOS E ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

2.4.1 Microbiota intestinal

O epitélio intestinal humano possui uma superficie de aproximadamente 400
m?, sendo colonizado por mais de 1000 espécies bacterianas distintas que em
conjunto formam a microbiota intestinal (HUTTENHOWER et al. 2012). A quantidade

de células bacterianas que constitui a microbiota intestinal € estimada em cerca de
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10'3 (SENDER et al. 2016) e o seu genoma total quando caracterizado, ultrapassam

em 10 vezes o conteudo genético humano (GILL et al. 2006).

O ser humano inicia a aquisicdo de sua propria microbiota logo apos o
nascimento, porém estudos tem indicado que a colonizacdo pode iniciar ainda no
utero (COLLADO et al. 2016) Os primeiros anos de vida representa um periodo crucial
para o desenvolvimento de uma microbiota saudavel. Inicialmente a microbiota
intestinal & altamente variavel e a convergéncia para populagdo microbiana “adulta”,
ndo ocorre até o terceiro ano de idade (PALMER, et al. 2007; BERGSTROM et al.
2014). Diversos fatores contribuem para determinacdo de sua composi¢cao, como: tipo
de parto (cesarea ou normal), amamentacdo, uso de antibibticos, exposicdo a
microrganismos maternos e ambientais, pressdo de selecdo ecoldgica devido as
interacbes microbianas, dieta e genética do hospedeiro (TANAKA & NAKAYAMA,
2017).

Com a evolugdo de novas técnicas para andlises genéticas, foi possivel
quantificar e identificar espécies que ndo cultivaveis em meios tradicionais, 0 que
permitiu melhor entendimento sobre dindmica e composicdo da microbiota intestinal
(GILL et al. 2006). Dentre os filos dominantes em humanos adultos saudaveis,
destacam-se o0s bacilos Gram-negativos Bacterioidetes e o0s Gram-positivos
Firmicutes, que compreendem cerca de 90% das bactérias presentes na microbiota
intestinal, seguidos pelos filos Actinobacteria e Proteobacteria (ARUMUGAM et al.
2011). Apesar de existir uma alta diversidade de espécies microbiana e uma variagao
dessas entre individuos, a composicdo génica das bactérias é relativamente
homogénea (Figura 4) (RINNINELLA et al. 2019). Fungos, protozoarios, virus e
archaeas também compdem uma parte da microbiota intestinal, sendo que suas
funcdes ainda sdo pouco conhecidas (LAFOREST-LAPOINTE & ARRIETA, 2017;
LIMA et al. 2019)
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Figura 4 - Microbiota intestinal em adultos saudaveis
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A microbiota intestinal tem um efeito continuo e dindmico no sistema
imunologico do hospedeiro. As bactérias sdo fundamentais no desenvolvimento de
respostas inatas e adaptativas protetoras contra patégenos e manutencdo das vias
regulatérias da mucosa, envolvidas na manutencdo da tolerancia oral de antigenos
inbcuos (BELKAID & HARRISON, 2017). Além disso, diversas outras fun¢cbes séo
atribuidas a microbiota intestinal como: metabolizacdo de fibras dietéticas, producao
de peptideos antimicrobianos e vitaminas, competicdo por nutrientes e sitios de
adesdo com patdgenos e manutencdo de funcdes metabdlicas e permeabilidade
intestinal (JANDHYALA et al. 2015; ROWLAND et al. 2018). Assim alteracbes na
microbiota intestinal (disbiose), possuem efeitos prejudiciais a saude do hospedeiro,
desregulando o sistema imune, desiquilibrando vias metabdlicas e aumentando a
suscetibilidade a doencas infecciosas e néo infecciosas (HOOKS & O’'MALLEY, 2017).

Evidéncias crescentes destacam a importancia da microbiota intestinal na
patogénese da esquistossomose mansoni. Holzscheiter et al. (2013) demonstraram
que a administracdo de antibidticos e antimicoticos de amplo espectro em
camundongos C57BL/6 infectados com S. mansoni, resultou em reducgéo substancial
da inflamacdao intestinal e do desenvolvimento do granuloma. Além disso, os autores

relataram que respostas imunes especificas contra o Schistosoma foram alteradas
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gquando avaliaram a producdo de citocinas dos camundongos infectados com
deplecdo da microbiota ao estimular in vitro com SEA ou aCD3 linfocitos dos
linfonodos mesentéricos. Demonstrou-se reducédo dos niveis de IFN-y e IL-10 e apesar
de ndo significante aumento de IL-13. Foi visto também reducao na excrecao fecal de
ovos em camundongos com microbiota depletada. Esse foi o primeiro estudo a
demostrar que a microbiota intestinal possui papel direto no desenvolvimento da

resposta imune responsavel pela patogénese da esquistossomose.

Quanto ao impacto do S. mansoni sobre a composi¢céo da microbiota intestinal,
Jenkins et al. (2018) demonstraram que camundongos C57BL/6 infectados,
apresentaram aumento de grupos bacterianos que podem desempenhar papéis na
fisiopatologia da esquistossomose por possuirem fungdes imunomodulatérias
(Lactobacillus spp.), por influenciarem a integridade da barreira epitelial (Akkermansia
muciniphila) e induzirem inflamacéao intestinal (Dorea spp. e Bacteroides acidifaciens).
O estudo realizado por Floudas et al. (2019) demostrou que camundongos BALB/C
infectados com vermes machos ou com casais de S. mansoni, apresentaram alteracao
na composicdo do microbioma intestinal, tornando-os mais susceptiveis a colite
experimental. Ainda nesse estudo, foi visto que camundongos livres de patégenos
(germ free) néo infectados que compartiharam o mesmo ambiente dos animais
infectados, também adquiriram susceptibilidade a colite experimental via aquisicdo da
microbiota.Schneeberger et al. (2018), investigando a associacao entre o S. mansoni
e 0 Praziquantel sobre a composi¢cdo da microbiota intestinal no contexto de um
estudo clinico randomizado e controlado com criancas em idade escolar, infectadas,
verificaram que o perfil taxondmico geral e os indicadores de diversidade microbiana
estavam proximos de uma estrutura “saudavel” e que o tratamento com Praziquantel
nao foi associado a mudanca nos perfis taxondmicos dos microrganismos intestinais.
Contudo, os autores concluem que embora este estudo mostre dados preliminares,
ele permanece baseado apenas nessa populacdo pediatrica especifica, sendo

necessario uma coorte maior para confirmagéo desses resultados.

2.4.2 Probidticos e esquistossomose

Considerando a importéancia da microbiota intestinal para um estado

homeostatico, alterar sua composi¢cdo pode ser uma alternativa Gtil na prevencao e
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tratamento de diversas enfermidades intestinais e extraintestinais, como também
aquelas causadas por parasitas (KONIG & BRUMMER, 2014; VITETTA et al. 2016;
TAYLOR, 2019). Uma das formas de alteracdo da microbiota consiste no uso de
probiéticos, microrganismos que quando administrados em concentracfes

recomendadas séo capazes de trazer beneficios a saude (HILL et al. 2015).

Para determinado microrganismo ser considerado como probidtico, critérios de
biosseguranca e evidéncias cientificas quanto ao seu beneficio biolégico, devem ser
levados em consideracdo (HARZALLAH & BELHADJ, 2013). Comumente espécies de
Lactobacillus e Bifidobacterium séo utilizadas como probiéticos, porém, leveduras,
certas cepas de Escherichia coli e espécies de Bacillus, também sédo utilizadas como
microrganismos probidticos (FIJAN, 2014).

Os probidticos exercem seus beneficios por diversos mecanismos de acao, dos
quais podemos citar: 1) manutencéo e reparo da barreira intestinal (HSIEH et al. 2015;
RESTA-LENERT et al. 2003); 2) modulacao da microbiota via competi¢cdo por sitios
de adesdo, nutrientes e producdo de compostos antimicrobianos (MUSIKASANG et
al. 2012); 3) aumento da absorcdo e metabolizacdo de nutrientes; 4) modulacéo do
metabolismo microbiano (ALMEIDA et al. 2012; DUBEY & PATEL, 2018; IRVINE et.
al 2011; LEBLANC et al. 2017); 5) estimulagdo do sistema imune do hospedeiro a
partir do aumento da frequéncia de linfécitos B e IgA, aumento ou diminuicdo da
atividade de macréfagos e células dendriticas, e estimulacdo de células Th e Treg
(Figura 5) (DRAKES et al. 2004; FOLIGNE et al. 2007; KIM et al. 2014; KONIECZNA
et al. 2012; O'MAHONY et al. 2008).
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos mecanismos de acao exercidos pelos

probidticos.
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Fonte: O'Toole & Cooney, (2008)

Indmeros efeitos biolégicos sdo atribuidos ao uso dos probidticos, como
combate a infeccdo por Helicobacter pylori, reducdo de diarreias agudas e dos
sintomas relacionados a alergias e doencas inflamatorias intestinais, aumento da
absorcao de nutrientes e eliminacéo de patdgenos nasais (REID et al. 2003; GOLDIN
& GORBACH, 2008). Com relacdo ao uso no controle de infeccbes parasitarias,
estudos clinicos e experimentais destacam acdo de probiéticos na reducdo do
crescimento, aderéncia dos trofozoitos e excrecao de cistos de Giardia lamblia
(VENTURA et al. 2017), reducao na viabilidade, infectividade de oocistos e tempo de
infeccéo por Cryptosporidium spp. (FOSTER et al. 2003; GLASS et al. 2004; PICKERD
& TUTHILL, 2004), reducdo do crescimento e aumento da liberacdo de cistos de
Entamoeba histolytica (RIGOTHIER et al. 1994; MANSOUR-GHANAEI et al. 2003;
DINLEYICI et al. 2009; MOHAMED et al. 2015), reducéo na viabilidade de larvas de
Toxocaras canis (CHIODO et al. 2010; DE AVILA et al. 2016) e redugéo da carga

parasitaria em camundongos infectados com Strongyloides venezuelensis
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(OLIVERIA-SEQUEIRA et al. 2014) e Trichinella spiralis (BAUTISTA-GARFIAS et al.
2001, DVOROZNAKOVA et al. 2016).

Frente ao S. mansoni, Santos et al. (2004), demonstraram que cultura da
bactéria Zymomonas mobilis, ndo classificada como probidtico, administrada em
camundongos C57BI/10 em esquemas terapéutico profilatico (7 dias antes da
infec¢do) e curativo (7 dias apoés infeccao) foi capaz de reduzir 24 e 61% a carga de
vermes, respectivamente. Ghanem et al. (2005) em seu estudo, demonstraram em
camundongos Swiss Webster infectados com S. mansoni, que a suplementacédo com
iogurte contendo quatro espécies probioticas (L. casei B-444, L. plantarum B-531, L.
reuteri B-14141 e L. acidophilus), reduziu o peso do figado e baco e a atividade das
enzimas AST, LDH e yGT (marcadores de dano hepatico) proximo aos niveis
encontrados no grupo nao infectado. Além disso, verificaram que esses probioticos
induziram efeitos imunomoduladores ao estimular aumento da resposta de IgM contra
0 SWAP (Soluble Adult Worm Antigen Preparation), antes e ap0s a infec¢cédo. Zowalil
et al. (2012), demonstraram o potencial do L. sporogenes 415722 em camundongos
CD-1 machos albinos infectados com S. mansoni, de reduzir aberracdes
cromossOmicas como delecédo de cromatides, fragmentacdo do anel cromossémico e
fusdo céntrica, causadas pela infeccéo ou pelo tratamento com PZQ. Mohamed et al.
(2016), utilizaram o mesmo probidtico e modelo experimental, demonstraram que a
combinacéo entre PZQ e L. sporogenes 415722 reduz a carga parasitaria e modifica
o padréo de ovoposicdo com aumento da quantidade de ovos mortos na parede do
intestino. Além disso, os resultados das analises histolégicas mostraram reducao
significativa dos valores médios dos diametros de granuloma no figado e intestino em
camundongos infectados tratados com PZQ e/ou L. sporogenes 415722. Quando
analisado os danos moleculares, também foi visto que a administracdo do L.
sporogenes 415722 em camundongos infectados, reduziu o dano no DNA (quebra de
fitas simples e apoptose durante o ciclo celular) provocado pela infeccdo, em
comparacao com aqueles infectados néo tratados e infectados tratados apenas com
PZQ. Mais recentemente El-Khadragy et al. (2019), ao avaliarem a administragcéo de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
DSM 20080 em camundongos CD-1 infectados com S. mansoni, demonstram redugao
da carga parasitaria e de ovos retidos no tecido hepatico, como também reducéo na

densidade e volume do granuloma hepético e modificacdo no padrdo de ovoposigao.
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Ademais, foi visto reducédo de apoptose no tecido hepatico, reducdo nos niveis de
marcadores de estresse oxidativo (peroxidacéao lipidica, nitratos e nitritos) e aumento
nos niveis de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase, glutationa

peroxidase e glutationa redutase) e glutationa reduzida.

2.4.3 Bacillus clausii

Bactérias probitticas do género Bacillus possuem diversos beneficios a saude
humana (CUTTING, 2011; ELSHAGHABEE et al. 2017). Dentro desse género
destaca-se o Bacillus clausii bastonete gram-positivo, aerébio, movel e formador de
esporos comumente encontrado associado a microbiota do solo. Comercialmente o
Bacillus clausii € conhecido como Enterogermina® (Sanofi-Aventis SpA), formulagéo
constituida por esporos de quatro cepas de Bacillus clausii: O/C, N/R, T e SIN, assim
denominadas devido aos seus distintos perfis de resisténcia a antibiéticos: O/C
resistente ao cloranfenicol, N/R resistente a novobiocina e rifampicina, T resistente a

tetraciclina e SIN resistente a neomicina e estreptomicina (LOPETUSO et al. 2016).

Os esporos de B. clausii sobrevivem ao pH da barreira gastrointestinal humana
e chegam viaveis ao intestino, onde em cerca de 6 horas ap6s a administracdo, sédo
capazes de sofrer germinacao, crescimento e multiplicacdo como forma vegetativas,
podendo ser ainda encontrados em quantidade consideravel nas fezes por até 12 dias
(GHELARDI et al. 2015). Demostrou-se em estudos clinicos que a rapida colonizacao
do B. clausii, é fundamental para sua eficacia no tratamento da diarreia aguda em
criangas (IANIRO et al. 2018) e na reducgdo dos efeitos colaterais gastrointestinais
secundarios a antibioticoterapia contra Helicobacter pylori (NISTA et al. 2004).

Em estudo experimental realizado por Pradhan et al. (2018), o B. clausii reduziu
a inflamacdo e melhorou a disbiose (desiquilibrio das comunidades bacterianas
comensais por fatores exdgenos ou enddgenos) em camundongos BALB/c infectados
com Salmonella typhimurium, através do aumento da diversidade microbiana

intestinal.

A analise do secretoma das quatro cepas do B. clausii (O/C, N/R, T e SIN),
demostrou alto grau de concordancia, apesar de algumas proteinas exibirem

variacdes consideraveis em seu nivel de expressdo entre as cepas, mesmo levando
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em consideracdo a similaridade genotipica existente entre as linhagens. Todavia, 0s
efeitos clinicos globais da administracdo do Enterogermina®, sédo atribuidos a soma
dos metabdlitos produzidos por todas as linhagens presentes na formulagédo. Dentre
0os metabdlitos produzidos destaca-se a proteina estrutural flagelina, uma proteina
estrutural dos flagelos com potencial de inducédo de resposta imune pro-inflamatoria
através da inducao da secrecéo de IL-8 e B-defensina humana (LIPPOLIS et al. 2013).
Outra importante molécula produzida pelo B. clausii € a Clausina, um lantibiotico tipo
A (bacteriocina classe 1), que exerce efeitos antimicrobianos ao interagir com
intermediarios lipidicos essenciais para a biossintese de acidos lipotecdicos,
presentes na parede celular de bactérias Gram-positivas como Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecium e Clostridium difficile (URDACI et al. 2004; BOUHSS et
al. 2009).

Os beneficios obtidos com o uso do B. clausii séo também atribuidos ao seu
potencial imunomodulatério. Di Caro et al. (2005), ap6s avaliarem o padrdo de
expressdo genética em pacientes com esofagite, tratados com B. clausii,
demonstraram a capacidade desse probidtico em aumentar a expressao de genes
para IL-13, IL-1B e seu receptor e reduzir a expressao de genes para a IL-6 e receptor
de IL-15. Em outro estudo realizado por Ciprandi et al. (2004), o B. clausii reduziu os
niveis de IL-4 e a frequéncia de eosindfilos e aumentou a producéo de IFN-y, IL-12,
IL-10 e TGF-B em criancas com rinite alérgica. Foi visto também em camundongos
BALB/c com osteoporose pos-menopausa, que o tratamento com B. clausii aumentou
a producao de IL-10 e frequéncia de células Treg (CD4*Foxp3*), ao passo que inibiu
simultaneamente a ativacao de células Th17 (CD4*RoryT) e secrecao de citocinas IL-
6, IL-17 e TNF-a (DAR et al. 2018).
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3 PERGUNTA CONDUTORA

O sobrenadante livre de células (SLC) da cultura de Bacillus clausii € capaz de
causar mortalidade de vermes adultos de Schistosoma mansoni in vitro e a
administrac@o oral de esporos de B. clausii (cepas O/C, N/R, T e SIN) é capaz de
modificar os aspectos parasitologicos (carga parasitaria, padrao de ovoposicéo, ovos
retidos no figado e intestino e ovos secretados nas fezes) bem como a frequéncia de
células T regulatérias (CD4+Foxp3+) e Thl7 (CD4+IL17+) e a concentracdo de
citocinas dos perfis Thl (IL-6, IFN, TNF), Th2 (IL-4, IL-10) e Th17 (IL-17A) em
camundongos submetidos a infec¢cdo experimental por S. mansoni cepa BH?
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Descrever o potencial esquistossomicida do sobrenadante livres de células da

cultura de B. clausii in vitro e imunorregulador de esporos de Bacillus clausii (cepas

O/C, N/R, T e SIN) em camundongos submetidos a infeccdo experimental por

Schistosoma mansoni cepa BH.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

Em cultura de Schistosoma mansoni in vitro, objetiva-se:

Avaliar o potencial esquistossomicida do sobrenadante livres de células (SLC)
da cultura de B. clausii, obtido de diferentes tempos de incubagé&o, contra casais
de S. mansoni.

Em camundongos fémeas ndo infectados ou infectados por Schistosoma

mansoni cepa BH, submetidos ao tratamento com B. clausii (cepas O/C, N/R, T e SIN),

em diferentes esquemas terapéuticos, objetiva-se:

Avaliar a carga parasitaria, padrao de ovoposicdo, quantidade de ovos
liberados nas fezes e quantidade de ovos presos no figado e intestino;
Analisar a frequéncia de células T regulatérias (CD4*Foxp3*) e CD4*IL17* em
cultura de células esplénicas;

Analisar a concentracao de citocinas Thl (IL-6, IFN-y, TNF), Th2 (IL-4, IL-10) e
Th17 (IL-17A) em cultura de células esplénicas.
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5 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

5.1 ISOLAMENTO DE ESPOROS E OBTENCAO DO SOBRENADANTE DE
BACILLUS CLAUSII

Sobrenadante e esporos de B. clausii (cepas O/C, N/R, T e SIN), foram obtidos
do medicamento Enterogermina® (Sanofi-Aventis SpA, Mildo, Italia). Resumidamente,
a solucédo de uma ampola de Enterogermina® (5mL/10° esporos) foi adicionada a 450
mL de meio Tryptic Soy Broth (TSB — Hemocult I) e em seguida incubada em agitador
automatico (150 IPM) a 35°C.

Os sobrenadantes empregados para a analise esquistossomicida in vitro foram
obtidos a partir da cultura de 24, 48 e 72h do B. clausii em meio TSB. Para cada tempo
de incubagéo, 20 mL do sobrenadante da cultura foi centrifugado (4000g por 30 min),
filtrado (membrana 0.22um, MF-Millipore, GSWP) e concentrado por evaporacédo em
Speed Vacuum (Eppendorf™ Concentrator Plus) a 30°C durante 5 h, em condigcbes
estéreis, obtendo volume final de 4 mL. O tempo de incubacdo e a obtencdo dos
sobrenadantes finais empregados foram adaptados dos estudos de Urdaci et al.
(2004), Perrucci et al. (2019) e Lim et al. (2018).

Os esporos empregados para analise esquistossomicida in vivo foram obtidos
a partir da cultura de 72h. Resumidamente, a cultura foi centrifugada (4000g por 30
min) e os esporos ressuspendidos em solucdo salina estéril e plaqueados em agar
nutritivo para padronizacdo das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC/mL), de
forma a obter concentracéo final de 10° esporos/mL. A solucdes de esporos foram
mantidas em frascos individuais de 5 mL hermeticamente frechados, em temperatura

ambiente até administracao.

5.2 ANIMAIS, INFECCAO PELO SCHISTOSOMA MANSONI E CONSIDERACOES
ETICAS
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Camundongos fémeas, Swiss Webster, 30 dias de idade, pesando entre 28-
309, foram obtidas e mantidos no biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami em condic¢des padrdes de criacao (25°C e fotoperiodo de 12h claro/12h escuro)
com acesso a racdo (Labina®/Purina, Sdo Paulo) e 4gua ad labitum. Camundongos
foram infectados percutdneamente com Schistosoma mansoni cepa BH (Belo
Horizonte - MG, Brasil). Essa cepa é mantida no setor de Imunoregulacdo das
Doencas Infecto-parasitarias e dos Farmacos Antiparasitarios do Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami — LIKA/UFPE, através de passagens sucessivas em
Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss Webster. Para a analise in vitro 10
camundongos foram infectados com 120 cercarias. Para a andlise in vivo 30
camundongos foram infectados com 50 cercérias e outros 20 camundongos foram
mantidos livres da exposicdo cercariana. Os protocolos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE
(CEEA/UFPE) sob processo de n° 23076.016405/2016-57.

5.3 EXPOSICAO IN VITRO DO S. MANSONI FRENTE AO SOBRENADANTE DA
CULTURA DO B. CLAUSII

Apbs 45 dias de infeccao, vermes adultos foram recuperados assepticamente
através da perfusdo do sistema porta-hepatico e vasos mesentéricos com salina
estéril (NaCl a 0,9% wi/v). Imediatamente, casais de vermes foram transferidos para

meio RPMI 1640 e em seguida lavados duas vezes com este meio.

Os vermes foram em seguida distribuidos em placas de cultura com 24 poc¢os
(dois vermes por poco) contendo meio RPMI 1640 suplementado com 20 mM HEPES,
100 pg/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal, e
incubados a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO:a.

Duas horas ap0s incubacao, para permitir a adaptacédo dos casais de vermes
ao meio de cultura; 300, 200, 100 ou 50 uL do sobrenadante da cultura de B. clausii
obtidos dos diferentes tempos de incubacéo (24, 48 e 72 h) foram adicionados para

um volume final de 2 mL.
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Como grupos controles negativos casais de vermes foram incubados apenas
em meio RPMI 1640 suplementado ou em uma solucdo de 300 pL de TSB
concentrado adicionado ao RPMI 1640 suplementado. O grupo controle positivo foi
formado por casais de vermes incubados em 10 uyM de PZQ. Os vermes foram
monitorados a cada 24 h durante 5 dias consecutivos para avaliacdo da taxa de
mortalidade e das alteracGes de motilidade. Todos os experimentos foram realizados
em quadruplicata e repetidos em dois experimentos independentes. A avaliagdo
esquistossomicida foi classificada de acordo com os critérios de Araujo et al. (2019).
O tratamento foi considerado letal quando os vermes nao exibiram nenhum

movimento apds observacao de 2 minutos.

5.4 ANALISE IN VIVO

5.4.1 Formacao dos grupos experimentais

O ensaio foi realizado durante 100 dias, sendo a exposi¢cdo dos camundongos
as cercarias de S. mansoni realizada no 30° dia de experimentacdo. Camundongos
foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos experimentais (G1-G5) com 10

animais cada, como se segue abaixo (Figura 6):
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Figura 6 - Formacéao dos grupos experimentais e esquema de tratamento
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Grupos néo infectados:

e G1 — Camundongos que receberam solucao salina (NaCl, 0,9% w/v) do 1° ao
100° dia.
e (G2 — Camundongos tratados com esporos do B. clausii do 1° ao 100° dia.

Grupos infectados:

e G3 — Camundongos que receberam solucao salina (NaCl, 0,9% w/v) do 1° ao
100° dia.

e (G4 — Camundongos tratados com esporos do B. clausii do 1° ao 100° dia.

e G5 — Camundongos que receberam solucdo salina do 1° até 67° dia, em
seguida passaram a serem tratados com esporos de B. clausii do 68° dia (38°

dia de infeccéo, inicio da ovoposicdo pelo S. mansoni) até o 100° dia.

B. clausii foi administrado diariamente por gavagem em dose Unica de 10° UFC/mL
em 300 pL. Esta dose foi determinada com base na concentracdo da formulacao

Enterogermina®. A intervencéo com solucéo salina foi por gavagem em volume de 300

ML.
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5.4.2 Avaliacdo dos aspectos parasitolégicos

Para determinacdo da carga parasitaria, vermes adultos foram recuperados
através da perfusdo do sistema porta-hepatico e vasos mesentéricos com salina
estéril (NaCl a 0,9% wi/v). Em seguida, os vermes foram contados e classificados de
acordo com o sexo. A percentagem de reducdo do numero de vermes apos o

tratamento foi calculada como segue:
% de reducéo = (C-V/C) x 100

Onde: C = o numero médio de parasitas obtidos a partir de animais infectados néo

tratados. V = numero médio de parasitas obtidos a partir de animais tratados.

Para determinacgéo da carga de ovos nas fezes, no 100° dia de experimento
foram coletados individualmente fezes dos camundongos que em seguida foram
processados segundo método de Kato-Katz, sendo o numero de ovos determinado
por grama de fezes (KATZ et al. 1972).

Para determinacdo da carga de ovos no figado e no intestino, amostras foram
removidas da parte central do I6bulo direito do figado ou da regido média do ileo e

processados segundo a técnica de digestdo em hidréxido de potassio a 5% (KOH 5%).

Para determinagc&o do padrédo de ovoposicao, trés fragmentos (1cm cada) do
intestino delgado foram removidos e processados de acordo com a técnica de
oograma (PELLEGRINO et al. 1962). Os ovos foram contados e classificados segundo
0s seguintes estadios de desenvolvimento: imaturos (ovos em 1°, 2°, 3° e 4° estadios),

maduros ou mortos.

5.5 CULTURA DE CELULAS ESPLENICAS PARA ENSAIOS DE CITOMETRIA DE
FLUXO

Apbs 100 dias, os bagos foram excisados em condi¢des estéreis e macerados
individualmente com auxilio de um émbolo em placas de vidro contendo 2 mL de meio

de lavagem (meio RPMI 1640) para obtencao da suspensao de células esplénicas. As



40

suspensdes de células esplénicas, foram lavadas em meio RPMI 1640 e centrifugadas
a 400 g por 10 min e 4°C. Hemacias foram lisadas pela adicdo de agua estéril ao
precipitado, por 20 segundos. Em seguida, as células foram ressuspendidas em meio
RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino (SBF) acrescido de 1% de penicilina
e estreptomicina, 0,5mM de L-glutamina (1%). A contagem de células e o teste de
viabilidade celular foram determinados com auxilio de cAmara de Neubauer e Azul de

Trypan a 10%.

Os esplendcitos, foram entdo cultivados em tubos de polipropileno na
concentracgédo final de 5x10° células/mL e incubados em estufa por 48h a 37°C com
CO2 a 5%. As culturas foram mantidas sob auséncia de estimulos mitogénicos,
estimuladas com Concanavalina A (5 pg/mL) ou com Bacillus clausii (5x10°
esporos/mL). Apés 48h as células foram recuperadas para deteccao da populacao de
linfocitos T e os sobrenadantes foram coletados e congelados a -20°C para dosagem

dos niveis de citocinas.

5.6 AQUISICAO E ANALISE DE LINFOCITOS T

Ap6s 48 horas de cultivo foram adicionados a cada tubo, contendo as
suspensdes de células esplénicas, 0.5 pL de Golgi Stop (para cada 5x10° células).
Em seguida as culturas foram agitadas em vortex e devolvidas a estufa por um
intervalo de quatro horas. Passado este periodo de incubacado, as células foram
lavadas com 6,0 mL de PBS 0,01M + 5% de SBF estéril gelado, em seguida foram

agitadas em vértex e centrifugadas a 400 g por 10 minutos sob a temperatura de 4°C.

A marcacdo das células Treg/Thl7 foi realizada de acordo com as
especificacdes do fabricante para o kit Mouse Th17/Treg Phenotyping Kit BD
Pharmigen, USA. A marcacdo dos linfocitos T foi realizada com anticorpos
monoclonais de camundongos conjugados a fluorocromos, sendo eles: CD4 PerCP-
Cy5.5 (clone: RM4-5), IL-17A PE (clone: TC11-18H10.1) e Foxp3 Alexa Fluor® 647
(clone: MF23).

As células foram analisadas em um citbmetro de fluxo (Citbmetro BD

FACSCalibur), onde 10.000 eventos foram adquiridos por amostra. O Software BD
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CellQuest™ foi utilizado para aquisicao das amostras e as analises foram realizadas
através do Software FlowdJo™ v10.6.1 (Becton Dickson). A Figura 7 ilustra a estratégia
de obtencao dos linfocitos T para determinacao da frequéncia de linfécitos. Linfocitos
T CD4+ foram adquiridos utilizando o dot plot SSC versus FL3 (CD4 PerCP-Cy5.5)
(Figura 7A). Apoés a aquisicao de linfocitos T CD4+ as subpopulacdes de linfécitos T
CD4+IL-17A+ foram adquiridas utilizando o dot plot FL2 (IL-17A PE) versus FL3
(Figura 7B), enquanto que as subpopulacdes de linfocitos T CD4+Foxp3+ foram
adquiridas utilizando o dot plot FL4 (Foxp3 Alexa Fluor® 647) versus FL3 (Figura 7C).

Figura 7 - Aquisicao e andlise de Linfocitos T CD4+ (A), CD4+IL17+ (B) e
CD4+FoxP3+ (C).
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5.7 DOSAGEM DE CITOCINAS

Para determinag&o da concentracao das citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y,
e IL-17A, os sobrenadantes das diferentes culturas foram submetidos a dosagem por
Cytometric Bead Array (CBA) utilizando o citbmetro de fluxo FACSCalibur. O
procedimento para dosagem das citocinas, foi realizado de acordo com as
especificacdes do fabricante para o kit BD CBA mouse Th1/Th2/Th17. O Software BD
CellQuest™ foi utilizado para aquisicdo das amostras e as analises foram realizadas

através do Software Software FlowJo™ v10.6.1 (Becton Dickson).
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5.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados numeéricos foram analisados com o software GraphPad Prism 5.01
(GraphPad Software, Inc., La Jolla - CA, EUA) e foram expressos como média + desvio
padrdo (DP). As diferencas estatisticas foram determinadas usando a analise de
variancia unidirecional (ANOVA) em conjunto com o teste de Tukey para comparacdes

multiplas. Diferencas significativas foram consideradas quando p <0.05.
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6 RESULTADOS

6.1 ARTIGO SUBMETIDO PARA A REVISTA EXPERIMENTAL PARASITOLOGY

Avaliacao in vitro e in vivo do Bacillus clausii sobre Schistosoma mansoni

Resumo

Na auséncia de vacina biossegura, o prazinquantel (PZQ) é unico farmaco empregado
no tratamento e controle da esquistossomose, porém, apesar de seguro apresenta
limitacdes como nado possuir efeito profilatico nem acéo contra vermes jovens. Sendo
assim, faz-se necessario a busca por novas alternativas para controle e terapia dessa
infeccdo. Nesse contexto, estudos experimentais e clinicos tem demostrado que
probidticos apresentam potencial para prevencdo e tratamento de parasitoses.
Nossos resultados in vitro demostraram que diferentes volumes (300, 200, 100 ou 50
ML) do sobrenadante livre de células (SLC) obtidos de diferentes tempos de incubacgao
(24, 48 e 72h) da cultura de B. clausii ndo causou mortalidade nem alterou a motilidade
dos vermes adultos de S. mansoni. Quanto aos resultados in vivo, a administracéo
oral de esporos de B. clausii nos esquemas terapéuticos empregados nos grupos G4
e G5, foi capaz de reduzir a carga de vermes total em 41.5 e 30.1% e de vermes
fémeas em 43.1 e 39.1%, respectivamente. Adicionalmente, o tratamento com B.
clausii reduziu em 68.7% e 44.3% o numero de ovos liberados juntos com as fezes e
34.4 e 50.4% e 21.0 e 3.2% a carga de ovos depositados nos tecidos hepético e
intestinal, nos grupos G4 e G5, respectivamente. No entanto, ndo foi capaz de alterar
0 padrdo de ovoposicao. Os presentes achados demostram que administracdo de B.
clausii pode ser eficaz no tratamento e reducdo da morbidade da esquistossomose

mansoni.

Palavra-chave: Bacillus clausii, esquistossomose, Schistosoma mansoni

1. Introducéo
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A esquistossomose, infeccdo causada por trematddeos sanguineos do género
Schistosoma spp., € endémica em 78 paises e territorios de regibes tropicais e
subtropicais, onde cerca de 219.9 milhdes de pessoas estéo infectadas e outras 779
milhdes vivem em areas de risco constante para infec¢cdo. (WHO, 2018). Ha quatro
espécies de Schistosoma com importdncia na medicina humana, sdo elas: S.
haematobium, S. intercalatum, S. japonicum, S. mansoni, sendo essa Ultima espécies
a mais prevalente no continente africano e a Unica encontrada na América Central e
do Sul, incluindo o Brasil. A patogenia da esquistossomose mansoni, resulta da
inflamacdo granulomatosa decorrente da resposta imune frente aos antigenos dos
ovos do parasita retidos na microvasculatura tecidual dos sistemas hepatoesplénico e

gastrointestinal (Hams et al., 2013).

Uma vez que ainda nao existe a disponibilidade de vacina, o tratamento com
prazinquantel (PZQ) é o unico farmaco empregado no tratamento e controle da
esquistossomose. Apesar de ser de baixo custo e biosseguro, apresentar acado contra
todas as espécies de Schistosoma de importancia médica humana e possuir alta taxa
de cura parasitolégica, o PZQ nao possui efeito profilatico e nas doses recomendada
NAo possui acao contra vermes jovens. Ademais, é preocupante a existéncia de um
anico farmaco para o controle de uma infeccdo em expansao, além dos relatos de
desenvolvimento de cepas de Schistosoma resistentes e/ou tolerantes ao PZQ (Aires
etal., 2014; Araujo et al. 2019). Este cenario encoraja n0sso grupo na busca por novas
alternativas no controle e terapia da esquistossomose, com 0 objetivo de preservar o

uso do PZQ ou de farmacos coadjuvante ao PZQ.

Os probidticos, microrganismos que quando administrados em concentracdes
recomendadas trazem beneficios a saude (Hill et al., 2014), exercem seus efeitos
através da modulacdo da microbiota intestinal, manutencdo e reparo da barreira
intestinal e das juncdes intracelulares, aumento da absor¢cdo e metabolizagdo de
nutrientes e estimulacdo do sistema imune (Plaza-diaz et al. 2019). Bactérias
prébioticas formadoras de esporos do género Bacillus possuem inumeros benéficos
para saude humana, atribuidos a rapida germinagéo no intestino e resisténcia ao pH
gastrico (Cutting, 2011; Elshaghabee et al. 2017). Dentro desse género destaca-se 0
Bacillus clausii, bactéria probiotica, gram-positiva, em forma de bastdo, movel e

formadora de esporos, comercializada principalmente na formulagdo Enterogermina®,



45

gue consiste em um conjugado de quatro cepas de B. clausii: O/C, N/R, T e SIN.
Estudos experimentais e clinicos tém demostrado que B. clausii € eficaz e seguro na
prevencao da diarreia associada ao uso de antibiéticos (Nista et al. 2004) e na melhora
da disbiose (Pradhan et al. 2019). Além disso, B. clausii possui atividades
antimicrobiana e imunomodulatéria (Urdaci et al. 2004; Dar et al. 2018) e aumenta a
expressdo de genes envolvidos no processo inflamatério, permeabilidade intestinal e

diferenciacao celular (Di Caro et al. 2005).

Com relacéo ao uso de probioticos no controle de infec¢des parasitarias, estudos
clinicos e experimentais destacam acao contra protozodrios como Giardia lamblia
(Besirbellioglu et al. 2006; Perez et al. 2001; Perrucci et al. 2019), Cryptosporidium
(Foster et al., 2003; Glass et al., 2004), Entamoeba histolytica (Rigothier et al. 1994;
Dinleyici et al., 2009; Mohamed et al. 2015) e contra helmintos como Toxocaras canis
(Chiodo et al., 2010; De Avila et al. 2016) Strongyloides venezuelensis (Oliveria-
Sequeira et al., 2014) e Trichinella spiralis (Bautista-Garfias et al., 2001). Frente ao
S. mansoni, estudos experimentais tém demostrado que probibticos atuam na reducao
da carga de vermes, alteracdo no padrédo de oviposicdo, reducao fragmentacdo do
DNA causado pela infeccdo e na reducdo dos danos histologicos causados pelas
lesbes granulomatosas (Kirte et al., 1996; Santos et al., 2004; Ghanem et al., 2005,
Mohamed et al., 2016, Zowail et al., 2012).

Com base no potencial antiparasitario que probidticos apresentam, e na auséncia
de estudos que explorem o B. clausii como candidato esquistossomicida, o presente
estudo objetiva investigar a atividade esquistossomicida do conjugado de quatro
cepas (O/C, N/R, T e SIN) de B. clausii, comercializado como Enterogermina®, sobre
0 S. mansoni através das analises in vitro, por meio das alteracdes de motilidade e da
mortalidade, e in vivo, através da carga parasitaria (total e fémea), ovos depositados

nos tecidos intestinal e hepatico, nimero de ovos nas fezes e padrao de oviposigao.

2. Materiais e métodos

2.1 Isolamento de esporos e obtencdo do sobrenadante de Bacillus clausii
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Sobrenadante e esporos de B. clausii (cepas O/C, N/R, T e SIN), foram obtidos
do medicamento Enterogermina® (Sanofi-Aventis SpA, Mildo, Italia). Resumidamente,
a solucdo de uma ampola de Enterogermina® (5mL/10° esporos) foi adicionada a 450
mL de meio Tryptic Soy Broth (TSB — Hemocult I) e em seguida incubada em agitador
automatico (150 IPM) a 35°C.

Os sobrenadantes empregados para a analise esquistossomicida in vitro foram
obtidos a partir da cultura de 24, 48 e 72h do B. clausii em meio TSB. Para cada tempo
de incubacéo, 20 mL do sobrenadante da cultura foi centrifugado (4000g por 30 min),
filtrado (membrana 0.22um, MF-Millipore, GSWP) e concentrado por evaporacao em
Speed Vacuum (Eppendorf™ Concentrator Plus) a 30°C durante 5 h, em condigbes
estéreis, obtendo volume final de 4 mL. O tempo de incubacdo e a obtencédo dos
sobrenadantes finais empregados foram adaptados dos estudos de Urdaci et al.
(2004), Perrucci et al. (2019) e Lim et al. (2018).

Os esporos empregados para o tratamento in vivo foram obtidos a partir da
cultura de 72h. Resumidamente, a cultura foi centrifugada (4000g por 30 min) e os
esporos ressuspendidos em solucao salina estéril e plaqueados em agar nutritivo para
padronizacdo das Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL), de forma a obter
concentracdo final de 10° esporos/mL. A solucdes de esporos foram mantidas em
frascos individuais de 5 mL hermeticamente frechados, em temperatura ambiente até

administracao.

2.2 Animais, infeccdo pelo Schistosoma mansoni e consideracdes éticas

Camundongos fémeas, Swiss Webster, 30 dias de idade, pesando entre 28-
30g, foram obtidas e mantidos no biotério do Laboratorio de Imunopatologia Keizo
Asami em condic¢des padrdes de criacao (25°C e fotoperiodo de 12h claro/12h escuro)
com acesso a racdo (Labina®/Purina, Sdo Paulo) e 4gua ad labitum. Camundongos
foram infectados percutdneamente com Schistosoma mansoni cepa BH (Belo
Horizonte - MG, Brasil). Essa cepa é mantida no setor de Imunoregulacdo das
Doencgas Infecto-parasitarias e dos Farmacos Antiparasitarios do Laboratério de

Imunopatologia Keizo Asami — LIKA/UFPE, através de passagens sucessivas em
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Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss Webster. Para a analise in vitro 10
camundongos foram infectados com 120 cercarias. Para a analise in vivo 30
camundongos foram infectados com 50 cercérias e outros 20 camundongos foram
mantidos livres da exposicdo cercariana. Os protocolos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de FEtica em Experimentacdo Animal da UFPE
(CEEA/UFPE) sob processo de n° 23076.016405/2016-57.

2.3 Exposicao in vitro do S. mansoni frente ao sobrenadante da cultura do B.

clausii

Apbs 45 dias de infeccao, vermes adultos foram recuperados assepticamente
através da perfusdo do sistema porta-hepatico e vasos mesentéricos com salina
estéril (NaCl a 0,9% wi/v). Imediatamente, casais de vermes foram transferidos para
meio RPMI 1640 e em seguida lavados duas vezes com este meio. Os vermes foram
em seguida distribuidos em placas de cultura com 24 poc¢os (dois vermes por poco)
contendo meio RPMI 1640 suplementado com 20 mM HEPES, 100 pg/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal, e incubados a

37°C em atmosfera imida contendo 5% de COs..

Duas horas ap6és incubacéo, para permitir a adaptacdo dos casais de vermes
ao meio de cultura; 300, 200, 100 ou 50 pL do sobrenadante da cultura de B. clausii
obtidos dos diferentes tempos de incubacalo (24, 48 e 72 h) foram adicionados para

um volume final de 2 mL.

Como grupos controles negativos casais de vermes foram incubados apenas
em meio RPMI 1640 suplementado ou em uma solugcdo de 300 pL de TSB
concentrado adicionado ao RPMI 1640 suplementado. O grupo controle positivo foi

formado por casais de vermes incubados em 10 uM de PZQ.

Os vermes foram monitorados a cada 24 h durante 5 dias consecutivos para
avaliacdo da taxa de mortalidade e das alteragcbes de motilidade. Todos os
experimentos foram realizados em quadruplicata e repetidos em dois experimentos

independentes. A avaliagdo esquistossomicida foi classificada de acordo com os
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critérios de Araujo et al. (2019). O tratamento foi considerado letal quando os vermes

nao exibiram nenhum movimento apds observacao de 2 minutos.

2.4 Andlise in vivo

2.4.1 Formag&o dos grupos experimentais

O ensaio foi realizado durante 100 dias, sendo a exposi¢do dos camundongos
as cercarias de S. mansoni realizada no 30° dia de experimentacdo. Camundongos
foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos experimentais (G1-G5) com 10

animais cada, como se segue abaixo:
Grupos nao infectados:

G1 - Camundongos que receberam solucédo salina (NaCl, 0,9% wi/v) do 1° ao 100°
dia.

G2 — Camundongos tratados com esporos do B. clausii do 1° ao 100° dia.
Grupos infectados:

G3 — Camundongos que receberam solucéo salina (NaCl, 0,9% wi/v) do 1° ao 100°
dia.

G4 — Camundongos tratados com esporos do B. clausii do 1° ao 100° dia.
G5 — Camundongos que receberam solucdo salina do 1° até 67° dia, em seguida

passaram a serem tratados com esporos de B. clausii do 68° dia (38° dia de infeccao,

inicio da ovoposicao pelo S. mansoni) até o 100° dia.

B. clausii foi administrado diariamente por gavagem em dose Unica de 10°
UFC/mL em 300 pL. Esta dose foi determinada com base na concentracdo da
formulagdo Enterogermina®. A intervengdo com solucgéo salina foi por gavagem em

volume de 300 pL.

2.4.2 Avaliacdo dos aspectos parasitologicos
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Para determinacdo da carga parasitaria, vermes adultos foram recuperados
através da perfusdo do sistema porta-hepatico e vasos mesentéricos com salina
estéril (NaCl a 0,9% w/v). Em seguida, os vermes foram contados e classificados de
acordo com o sexo. A percentagem de reducdo do numero de vermes apos o

tratamento foi calculada como segue:
% de reducéo = (C-V/C) x 100

Onde: C = o numero médio de parasitas obtidos a partir de animais infectados nao

tratados. V = nimero médio de parasitas obtidos a partir de animais tratados.

Para determinacéo da carga de ovos nas fezes, no 100° dia de experimento
foram coletados individualmente fezes dos camundongos que em seguida foram
processados segundo método de Kato-Katz, sendo o nimero de ovos determinado
por grama de fezes (KATZ et al. 1972).

Para determinacao da carga de ovos no figado e no intestino, amostras foram
removidas da parte central do I6bulo direito do figado ou da regido média do ileo e
processados segundo a técnica de digestdo em hidroxido de potassio a 5% (KOH 5%).

Para determinacéo do padrdo de ovoposicao, trés fragmentos (1cm cada) do
intestino delgado foram removidos e processados de acordo com a técnica de
oograma (PELLEGRINO et al. 1962). Os ovos foram contados e classificados segundo
0s seguintes estadios de desenvolvimento: imaturos (ovos em 1°, 2°, 3° e 4° estadios),

maduros ou mortos.

2.5 Analises estatisticas

Os dados numéricos foram analisados com o software GraphPad Prism 5.01
(GraphPad Software, Inc., CA, EUA) e foram expressos como média *+ desvio padrao
(DP). As diferencas estatisticas foram determinadas usando a analise de variancia
unidirecional (ANOVA) em conjunto com o teste de Tukey para comparacdes

multiplas. Diferencgas significativas foram consideradas quando p <0.05.

3. Resultados
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3.1 In vitro, o sobrenadante livre de células (SLC) da cultura de B. clausii, néo

causa mortalidade nem altera movimento de vermes adultos de S. mansoni

Em todos os intervalos de observacéo (24, 48, 72, 96 e 120h), casais de vermes
adultos de S. mansoni incubados nos diferentes volumes de sobrenadantes coletados
em diferentes intervalos de incubacéo (24, 48 e 72h) exibiram superficie e topografia
corporal sem alteracbes, movimentos tipicos, peristaltismo dos Orgaos internos e
ventosas em movimento; aspectos semelhantes aos vermes dos controles RMPI
suplementado e RPMI+TSB. PZQ causou auséncia de movimentos dos casais de
vermes apoés 24 h de incubacéao.

3.2 Esporos de B. clausii, reduzem a carga parasitaria, o numero de ovos
eliminados nas fezes e depositados nos tecidos hepatico e intestinal, porém,

ndo é capaz de modificar o padrdo de ovoposicao

B. clausii nos esquemas terapéuticos empregados nos grupos G4 e G5 reduziu
a carga de vermes total em 41.5 e 30.1% e de vermes fémeas em 43.1 e 39.1%,
respectivamente (Figura 1A). Adicionalmente, o tratamento com B. clausii reduziu
68.7% e 44.3% o numero de ovos liberados juntos com as fezes nos grupos no grupo
G4 e G5, respectivamente (Figura 2B). No entanto, a intervencgéao terapéutica com B.
clausii ndo alterou o padrédo de ovoposi¢cédo, uma vez que nos grupos G4 e G5 todos
os estadios de ovos (maduro, imaturos [I, II, lll, e IV] e mortos) foram visualizados no
tecido intestinal, similarmente ao grupo controle positivo. Porém, nos grupos tratados
com B. clausii observamos aumento percentual de ovos mortos (Figura 1C). Ademais,
0s grupos G4 e G5 exibiram reducdo da carga de ovos depositados nos tecidos

hepatico e intestinal em 34.4 e 50.4% e 21.0 e 3.2%, respectivamente (Figura 1D).
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Figura 1 - Efeito do tratamento com Bacillus clausii (10° UFC/ml) em diferentes

esquemas terapéuticos (G4 e G5) sobre a carga parasitaria (A), nimero de ovos

excretados nas fezes (B), padréo de ovoposi¢éo (C) e numero de ovos retidos no

figado e intestino (D) de camundongos infectados com S. mansoni. ns resultado nao
significante. * p<0.01, ** p<0.001, *** p<0.0001, ## p<0.002, ### p<0.0002, quando

comparado com o grupo G3. MD = ovos maduros, IM = ovos imaturos, MT = ovos

mortos. FDG = Figado, INT = Intestino.
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Esse € o primeiro estudo, in vitro e in vivo, que explora a formulagdo comercial

Enterogermina® constituida de esporos de B. clausii cepas O/C, N/R, T e SIN como

nova alternativa contra S. mansoni. Uma das principais caracteristicas dos probioticos,
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incluindo do género Bacillus, € a sintese de metabdlitos que apresentam atividades
anti-inflamatéria (Matsumoto & Benno, 2006), antioxidante (De Marco, et al. 2018) e
principalmente antimicrobiana (Lim et al., 2018; Abdelhamid et al. 2018,
Prabhurajeshwar & Chandrakanth, 2019). Lippolis et al. (2013), ao analisarem o0s
secretomas das cepas O/C, N/R, T e SIN do B. clausii, obtidas do Enterogermina®,
demostraram variacdes na expressao das proteinas secretadas, no entanto os autores
sugerem que apesar da diferenca no perfil dos metabolitos produzidos, os efeitos
farmacoldgicos e biolégicos sdo atribuidos ao conjunto dos metabdlitos produzidos

pelas cepas do B. clausii.

Nosso estudo in vitro, destaca que o SLC de B. clausii ndo causou mortalidade
nem alteracdes na motilidade de casais de vermes adultos de S. mansoni, 0s vermes
mostravam scores de motilidade semelhante aos casais de vermes do grupo controle
negativo do estudo de Araujo et al. (2019). Por outro lado, estudos in vitro empregando
outros modelos experimentais reportaram atividade do SLC produzidos por diferentes
probidticos, na reducdo do crescimento e aderéncia de trofozoitos de Giardia spp.
(Perez et al. 2001; Perrucci et al. 2019), reducdo na viabilidade e infectividade de
oocistos de Cryptosporidium spp., (Foster et al., 2003; Glass et al., 2004), reducédo do
crescimento de trofozoitos de Entamoeba histolytica (Rigothier et al. 1994; Mohamed
et al., 2015) e na reducéo da viabilidade de larvas de Toxocara canis (Chiodo et al.,
2010; De Avila et al. 2016).

Uma vez que in vitro o SLC de B. clausii ndo apresentou acao direta contra
vermes adultos de S. mansoni, hipotetizamos que esporos de B. clausii administrados
por via oral em camundongos albergando diferentes fases de desenvolvimento do S.
mansoni, 30 dias antes da infeccdo (G4, efeito protetor antes da exposicao cercariana)
e 38° dia apos infeccdo (G5, inicio da oviposicdo), poderia atuar de forma indireta
sobre os parametros parasitarios. Ainda ndo se sabe quais sdo 0s possiveis
mecanismos de acgdo que B. clausii apresenta contra S. mansoni. Entretanto,
acreditamos que a resposta imune inespecifica induzida por B. clausii seja uma
possibilidade. Essa hipotese é corroborada com estudos que reportam que probidticos
possuem capacidade de induzir respostas imunes protetivas inespecifica (Isolauri et
al. 2001). Com relacdo a atividade antihelmintica, Dvoroznakova et al. (2016),
demostraram que probidticos Enterococcus faecium AL41/CCM8558, Enterococcus

durans ED26E/7, Lactobacillus plantarum 17L/1 e Lactobacillus fermentum
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AD1/CCM7421 reduziram a carga parasitaria de camundongos infectados com
Trichinella spiralis, esses autores sugerem que a acao contra T. spiralis foi através do
aumento do estresse oxidativo e da fagocitose por polimorfonucleares sanguineos. Ja
0 aumento da expresséao de genes da IL-12 e IFN-y foi 0 mecanismo de agao sugerido
por De Avila et al. (2016), para a reducédo do numero de larvas de Toxocaras canis em

camundongos tratados com probidtico Saccharomyces boulardii.

O B. clausii no esquema terapéutico adotado nos grupos G4 e G5 reduziu a
carga total de vermes em 415 e 30,1% e as fémeas em 43,1 e 39,1%,
respectivamente. Teixeira et al. (1996) em modelo murino, demostraram que o
imunopotenciador ndo-especifico Corynebacterium parvum, reduziu em 44 e 21% a
carga parasitaria de vermes adultos de S. mansoni quando a intervencao terapéutica
foi realizada em esquema profilatico (30 dias antes da infec¢ao) e curativo (30 dias
apos infeccdo), respectivamente, e a reducdo da carga de vermes foi atribuida ao
aumento da atividade de polimorfonucleares. Santos et al. (2004), demonstraram que
o0 probidtico Zymomonas mobilis administrado em esquemas terapéutico profilatico (7
dias antes da infeccao) e curativo (7 dias apés infeccdo) foi capaz de reduzir 24 e 61%
a carga de vermes de S. mansoni, respectivamente. Mohamed et al. (2016),
demostraram que o tratamento semanal pés-infeccdo com S. mansoni durante 8
semanas com Lactobacillus sporogenes 415722, reduziu em 53.1% a carga de
vermes. Recentemente, El-Khadragy et al. (2019) ao avaliarem Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20080 em
esquema terapéutico profilatico (7 dias antes da infeccdo) demonstraram uma reducao
de 72.4% da carga parasitaria de camundongos infectados com S. mansoni.

Nossos resultados mostraram aumento de ovos mortos no tecido intestinal e
reducdo no numero de ovos liberados junto com as fezes e retidos no tecido hepatico
e intestinal. Esses achados corroboram com outros estudos onde camundongos
infectados por S. mansoni e tratados com probioticos exibiram redugéo na quantidade
de ovos retidos nos tecidos hepatico e intestinal e modificagdo no padrdo de
ovoposicao atraves da reducéo de ovos imaturos e aumento de ovos mortos no tecido
intestinal (El-Khagragy et al. 2019; Mohamed et al. 2016). Sabe-se que além da
reducdo da carga parasitéria, € desejado que novas alternativas esquistossomicidas
levem a reducgéo de ovos eliminados junto as fezes, fazendo assim com que o ciclo

biolégico do S. mansoni seja interrompido, além da reducdo de ovos retidos nos
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tecidos hepatico e intestinal, visto que os antigenos secretados pelos ovos séo
responsaveis por induzir inflamacao granulomatosa e consequentemente reducéo da

morbidade esquistossomose.

5. Conclusao

Nossos resultados demostram que o B. clausii, in vitro, ndo possui agéo direta
contra o S. mansoni e que o tratamento com esporos de B. clausii modulou
favoravelmente os aspectos parasitoldgicos na infeccao experimental por S. mansoni.
No entanto, estudos adicionais serdo fundamentais para a elucidagcdo do exato

mecanismo de acdo do Bacillus clausii sobre o Schistosoma mansoni.
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6.2 ARTIGO QUE SERA SUBMETIDO PARA A REVISTA BENEFICIAL MICROBES

Bacillus clausii modula a producéo de citocinas Th1/Th2/Th17 e frequéncia células T
CD4+Foxp3+ e T CD4+IL17+ durante a esquistossomose mansoni experimental
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Resumo

O efeito imunomodulador do Bacillus clausii foi observado apenas em estudos
experimentais e clinicos de doencas inflamatorias e alérgicas, ndo havendo relatos na
literatura do uso desse probidtico sobre a imunopatologia da esquistossomose. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial dos esporos de Bacillus clausii
(cepas O/C, N/R T e SIN) em modular a resposta imune durante a infeccdo
experimental por S. mansoni. Camundongos foram distribuidos em cinco grupos
experimentais, separados de acordo com exposicdo cercariana e esquema
terapéutico adotado (n&o infectados: G1 e G2, infectados: G3, G4 e G5). O tratamento
com B. clausii diminuiu os niveis de IL-4 no grupo G4 e aumentou no grupo G5. Em
relacdo a IL-10, foi visto que grupos G4 e G5 apresentaram niveis mais elevados
dessa citocina. B. clausii reduziu niveis de IFN-y e de TNF nos grupos G4 e G5. Os
niveis de IL-17 foram significativamente maiores no grupo G4 e G5. Tratamento com
B. clausii reduziu os niveis de IL-6 nos grupos G4 e G5. O tratamento com B. clausii
aumentou a frequéncia de células CD4+Foxp3+ nos animais dos grupos G2 e G4,
qgquando comparado com os grupos Gl e G3. Quanto a frequéncia de células
CD4+IL17+, foi visto que o tratamento com B. clausii induziu aumento na frequéncia
dessas células nos animais dos grupos G2, G4 e G5. B. clausii € capaz de modular
em diferentes momentos da infec¢do producédo de citocinas Th1/ThTh17 assim como
a frequéncia de células T CD4+Foxp3+ na dependéncia de infeccdo pelo Schistosoma

mansoni.

Palavras chaves: probibticos; Bacillus clausii; Schistosoma mansoni;

imunomodulacgéo

1. Introducéao

A microbiota intestinal tem um efeito continuo e dindmico no sistema
imunoldgico do hospedeiro. As bactérias sdo fundamentais no desenvolvimento de
respostas inatas e adaptativas protetoras contra patdgenos e manutencao das vias

regulatorias da mucosa (Belkaid & Harrison, 2017). Evidéncias crescentes destacam
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a importancia da microbiota intestinal na patogénese da esquistossomose mansoni.
Holzscheiter et al. (2013) demonstraram que a administracdo de antibioticos e
antimicoticos de amplo espectro em camundongos C57BL/6 infectados com S.
mansoni, resultou em redugdo substancial da inflamacdo intestinal e do
desenvolvimento do granuloma. Além disso, os autores relataram que respostas
imunes especificas contra o Schistosoma foram alteradas quando avaliaram a
producéo de citocinas dos camundongos infectados com deplecdo da microbiota ao
estimular in vitro com SEA ou aCD3 linfocitos dos linfonodos mesentéricos.
Demonstrou-se reducdo dos niveis de IFN-y e IL-10 e apesar de nédo significante

aumento de IL-13.

Considerando a importancia da microbiota intestinal para homeostasia do
individuo, alterar sua composicdo pode ser uma alternativa util na prevencado e
tratamento de diversas enfermidades intestinais e extraintestinais, como também
aguelas causadas por parasitas (Konig & Brummer, 2014; Vitetta et al. 2016; Taylor,
2019). Uma das formas de alteracdo da microbiota consiste no uso de probibticos,
microrganismos que quando administrados em concentracbes recomendadas sao

capazes de trazer beneficios a saude (HILL et al. 2015).

Os probidticos exercem seus beneficios por diversos mecanismos de acéo,
como: 1) manutencao e reparo da barreira intestinal e jun¢des intracelulares (Hsieh et
al. 2015; Resta-Lenert et al. 2003); 2) modulacdo da microbiota via competicdo por
sitios de adeséo, nutrientes e producao de compostos antimicrobianos (Musikasang
et al. 2012); 3) aumento da absorgcéo e metabolizacéo de nutrientes; 4) modulagéo do
metabolismo microbiano (Almeida et al. 2012; Dubey & Patel, 2018; Irvine et. al 2011;
Leblanc et al. 2017); 5) estimulacdo do sistema imune do hospedeiro a partir do
aumento da frequéncia de linfécitos B e IgA, aumento ou diminui¢do da atividade de
macroéfagos e células dendriticas, e estimulagéo de células Th e Treg (Drakes et al.
2004; Foligne et al. 2007; Kim et al. 2014; Konieczna et al. 2012; O’Mahony et al.
2008)

Bactérias probidticas do género Bacillus possuem diversos beneficios a saude
humana (Cutting, 2011; Elshaghabee et al. 2017). Dentro desse género destaca-se 0
Bacillus clausii bastonete gram-positivo, aerdbio, moével e formador de esporos
comumente encontrado associado a microbiota do solo. Comercialmente o Bacillus

clausii € conhecido como Enterogermina® (Sanofi-Aventis SpA), formulagdo
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constituida por esporos de quatro cepas de Bacillus clausii: O/C, N/R, T e SIN
(Lopetuso et al. 2016).

Os beneficios obtidos com o uso do B. clausii séo atribuidos a sua atividade
antimicrobiana (Urdaci et al. 2004), prevencdo da diarreia associada ao uso de
antibioticos (Nista et al. 2004), melhora da disbiose intestinal (Pradhan et al. 2019) e
producdo de metabolitos, com destaque para a flagelina, proteina estrutural dos
flagelos com potencial de induzir respostas imunes proé-inflamatéria através da
inducao da secrecédo de IL-8 e B-defensina humana (Lippolis et al. 2013). O B. clausii
também exerce seus beneficios através de seu potencial imunomodulatorio. Pacientes
com esofagite tratados com B. clausii demostraram aumento na expressao dos genes
para IL-13, IL-1B e seu receptor e redugao da expressao de genes para a IL-6 e
receptor de IL-15 (Di Caro et al. 2005). Em outro estudo o B. clausii reduziu os niveis
de IL-4 e a frequéncia de eosindfilos e aumentou a producédo de IFN-y, IL-12, IL-10 e
TGF-B em criangas com rinite alérgica (Ciprandi et al. 2004). Foi visto também em
camundongos BALB/c com osteoporose pO0s-menopausa, que o tratamento com B.
clausii aumentou a producéo de IL-10 e frequéncia de células Treg (CD4*Foxp3*), ao
passo que inibiu simultaneamente a ativacao de células Th17 (CD4*RoryT) e secrecao
de citocinas IL-6, IL-17 e TNF-a (Dar et al. 2018).

Com base no potencial imunomodulatério do B. clausii, o presente estudo
avaliou o conjugado de quatro cepas (O/C, N/R, T e SIN) do B. clausii comercializado
como Enterogermina® quanto a sua capacidade de modular a resposta imune frente

a infeccédo experimental pelo Schistosoma mansoni.

2. Materiais e Métodos

2.1 Isolamento de esporos e obtencdo do sobrenadante de Bacillus clausii

Esporos de B. clausii (cepas O/C, N/R, T e SIN), foram obtidos do
Enterogermina® (Sanofi-Aventis SpA, Mildo, Italia). Resumidamente, a solucédo de
uma ampola de Enterogermina® (5mL/10° esporos) foi adicionada a 450 mL de meio
Tryptic Soy Broth (TSB — Hemocult I) e incubada em agitador automatico (150 IPM) a
35°C por 72h. Em seguida a cultura foi centrifugada (4000g por 30 min) e 0S esporos
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ressuspendidos em solucdo salina estéril e plagueados em agar nutritivo para
padronizacdo das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL), de forma a obter
concentracdo final de 10° esporos/mL. A solucdes de esporos foram mantidas em
frascos individuais de 5 mL hermeticamente fechados, em temperatura ambiente até

administracao.

2.2 Animais, infeccéo pelo Schistosoma mansoni e consideragdes éticas

Camundongos fémeas, Swiss Webster, 30 dias de idade, pesando entre 28-
30g, foram obtidas e mantidos no biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami em condicBes padrbes de criacdo (25°C e fotoperiodo de 12h claro/12h escuro)
com acesso a racdo (Labina®Purina, Sdo Paulo) e 4gua ad labitum. Camundongos
foram infectados percutdneamente com Schistosoma mansoni cepa BH (Belo
Horizonte - MG, Brasil). Essa cepa € mantida no setor de Imunoregulacdo das
Doencas Infecto-parasitarias e dos Farmacos Antiparasitarios do Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami — LIKA/UFPE, através de passagens sucessivas em
Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss Webster. Para a analise, 30
camundongos foram infectados com 50 cercérias e outros 20 camundongos foram
mantidos livres da exposicdo cercariana. Os protocolos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE
(CEEA/UFPE) sob processo de n° 23076.016405/2016-57.

2.3 Formacéao dos grupos experimentais

O ensaio foi realizado durante 100 dias, sendo a exposi¢cdo dos camundongos
as cercarias de S. mansoni realizada no 30° dia de experimentacdo. Camundongos
foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos experimentais (G1-G5) com 10

animais cada, como se segue abaixo:

Grupos nao infectados:

e G1 - Camundongos que receberam solucao salina (NaCl, 0,9% w/v) do 1° ao
100° dia.
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e G2 — Camundongos tratados com esporos do B. clausii do 1° ao 100° dia.

Grupos infectados:

e G3 — Camundongos que receberam solucao salina (NaCl, 0,9% w/v) do 1° ao
100° dia.

e (G4 — Camundongos tratados com esporos do B. clausii do 1° ao 100° dia.

e G5 — Camundongos que receberam solugdo salina do 1° até 67° dia, em
seguida passaram a serem tratados com esporos de B. clausii do 68° dia (38°
dia de infeccao, inicio da ovoposicao pelo S. mansoni) até o 100° dia.

B. clausii foi administrado diariamente por gavagem em dose Unica de 10° UFC/mL
em 300 pL. Esta dose foi determinada com base na concentracdo da formulacao

Enterogermina®. A intervencéo com solucéo salina foi por gavagem em volume de 300

ML.

2.3 Cultura de células esplénicas para ensaios de citometria de fluxo

Apbs 100 dias, os bacos foram excisados em condi¢des estéreis e macerados
individualmente com auxilio de um émbolo em placas de vidro contendo 2 mL de meio
de lavagem (meio RPMI 1640) para obtencao da suspensao de células esplénicas. As
suspensdes de células esplénicas, foram lavadas em meio RPMI 1640 e centrifugadas
a 400 g por 10 min e 4°C. Hemacias foram lisadas pela adicao de agua estéril ao
precipitado, por 20 segundos. Em seguida, as células foram ressuspendidas em meio
RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino (SBF) acrescido de 1% de penicilina
e estreptomicina, 0,5mM de L-glutamina (1%) e soro bovino fetal 10%. A contagem de
células e o teste de viabilidade celular foram determinados com auxilio de camara de

Neubauer e Azul de Trypan a 10%.

Os esplendcitos, foram entdo cultivados em tubos de polipropileno na
concentracéo final de 5x108 células/mL e incubados em estufa por 48h a 37°C com
CO2 a 5%. As culturas foram mantidas sob auséncia de estimulos mitogénicos,
estimuladas com Concanavalina A (5 pg/mL) ou com Bacillus clausii (5x108

esporos/mL). ApGs 48h as células foram recuperadas para deteccéo da populacdo de
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linfocitos T e os sobrenadantes foram coletados e congelados a -20°C para dosagem

dos niveis de citocinas.

2.4 Aquisicéo e analise de linfocitos T

Apés 48 horas de cultivo foram adicionados a cada tubo, contendo as
suspensdes de células esplénicas, 0.5 pL de Golgi Stop. Em seguida as culturas foram
agitadas em vortex e devolvidas a estufa por um intervalo de quatro horas. Passado
este periodo de incubacéo, as células foram lavadas com 6,0 mL de PBS 0,01M + 5%
de SBF estéril gelado, em seguida foram agitadas em vortex e centrifugadas a 400 g

por 10 minutos sob a temperatura de 4°C.

A marcacdo das células Treg/Thl7 foi realizada de acordo com as
especificacoes do fabricante para o kit Mouse Th17/Treg Phenotyping Kit BD
Pharmigen, USA. A marcacdo dos linfécitos T foi realizada com anticorpos
monoclonais de camundongos conjugados a fluorocromos, sendo eles: CD4 PerCP-
Cy5.5 (clone: RM4-5), IL-17A PE (clone: TC11-18H10.1) e Foxp3 Alexa Fluor® 647
(clone: MF23).

As células foram analisadas em um citbmetro de fluxo (Citbmetro BD
FACSCalibur), onde 10.000 eventos foram adquiridos por amostra. O Software BD
CellQuest™ foi utilizado para aquisicao das amostras e as analises foram realizadas

através do Software FlowJo™ v10.6.1 (Becton Dickson).

2.5 Dosagem de citocinas

Para determinagéo da concentracao das citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y,
e IL-17A, os sobrenadantes das diferentes culturas foram submetidos a dosagem por
Cytometric Bead Array (CBA) utilizando o citbmetro de fluxo FACSCalibur. O
procedimento para dosagem das citocinas, foi realizado de acordo com as
especificacdes do fabricante para o kit BD CBA mouse Th1/Th2/Th17. O Software BD
CellQuest™ foi utilizado para aquisicdo das amostras e as analises foram realizadas

através do Software Software FlowJo™ v10.6.1 (Becton Dickson).
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2.6 Analises estatisticas

Os dados numéricos foram analisados com o software GraphPad Prism 5.01
(GraphPad Software, Inc., La Jolla - CA, EUA) e foram expressos como média + desvio
padrdao (DP). As diferencas estatisticas foram determinadas usando a analise de
variancia unidirecional (ANOVA) em conjunto com o teste de Tukey para comparacdes

multiplas. Diferencas significativas foram consideradas quando p <0.05.

3. Resultados

3.1 Quantificacdo de citocinas no sobrenadante de cultura de células

esplénicas

Nas culturas estimuladas com ConA, foi visto que os animais dos grupos
infectados (G3, G4 e G5) apresentaram niveis mais elevados de IL-4 e IL-10 que 0s
animais dos grupos nao infectados G1 e G2. Ademias o tratamento com B. clausii,
nao modificou os niveis de ambas citocinas no grupo G2, quando comparado com o
grupo G1 (Figura 1A, 1B). Quanto aos grupos de animais infectados, o G4 apresentou
menor nivel de IL-4 quando comparado com o grupo G3, porém esse valor nao foi
estatisticamente  significante, entretanto o grupo G5 apresentou niveis
significantemente mais elevados de IL-4 quando comparado com os grupos G3 e G4
(p<0.005) (Figura 1A). Em relacdo a IL-10, foi visto que amos grupos G4 e G5
apresentaram niveis mais elevados dessa citocina que o grupo G3, porém os valores
nao foram significativos (Figura 1B). Os animais infectados dos grupos G3, G4 e G5,
apresentaram niveis mais elevados de IFN-y e TNF que os animais ndo infectados
dos grupos G1 e G2. Foi visto que o tratamento com B. clausii no grupo G2 aumentou
0s niveis de IFN-y e diminuiu os niveis de TNF, poréem os valores n&o foram
significativos. Ja entre os animais infectados, o B. clausii levou a uma reducdo nos
niveis de IFN-y e de TNF nos grupos G4 e G5, comparando com o grupo G3. Porém,
novamente, o0s resultados dos niveis de ambas citocinas ndo demostraram
significAncia estatistica. Os niveis de IL-17 foram significativamente maiores no grupo

G4 e G5 em comparacdo com o grupo G3 (p<0.005). Os animais do grupo G3
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produziram niveis menores de IL17 em comparacdo com os animais dos grupos G1 e
G2, porém os valores nao foram estatisticamente significantes (Figura 2C). Quanto a
producdo de IL-6, os grupos infectados (G3, G4, G5), demostraram niveis mais
elevados dessa citocina quando comparado com os animais néo infectados (G1 e G2).
Porém, O tratamento com B. clausii reduziu os niveis de IL-6 nos grupos G4 e G5,
guando comparado com o grupo G3 (Figura 2D). Nao houve diferencas significativas
entre 0S grupos nos niveis das citocinas IFN-y, TNF, IL-17A e IL-6, nas culturas

estimuladas com os esporos de B. clausii (Figuras 2A, 2B, 2C, 2D).

3.2 Determinacédo da frequéncia de células T CD4+Foxp3+ e T CD4+IL17+ em

culturas de células esplénicas

O tratamento com B. clausii aumentou a frequéncia de células CD4+Foxp3+
nos animais dos grupos G2 e G4, quando comparado com os grupos Gl e G3,
respectivamente, porém os valores s6 foram significantes para o grupo G4 (p<0.005)
(Figura 3A). Quanto a frequéncia de células CD4+IL17+, foi visto que o tratamento
com B. clausii induziu aumento na frequéncia dessas células nos animais dos grupos
G2, G4 e G5 quando comparado com o0s animais dos grupos Gl e G3,
respectivamente, porém nao significativo (Figura 3B). Ndo houve diferencas
estatisticamente significativas na frequéncia de ambos subtipos celulares nas culturas
estimuladas com esporos de B. clausii (Figura 3A, 3B). Animais dos grupos G4 G5
apresentaram razéo Treg/Th17 maior quando comparado com a razao do grupo G3 e
G5, porém os valores ndo foram significativos (Figura 3 C).
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Figura 1 - Niveis de citocinas IL-4 (A) e IL-10 (B) de cultura de células esplénicas
estimulados com esporos de Bacillus clausii ou Concavalina A (ConA), de
camundongos nao infectados (G1), camundongos nao infectados tratados com
esporos de Bacillus clausii (G2), camundongos infectados com S. mansoni nao
tratados (G3), camundongos infectados e tratados antes da exposicéo cercariana
com esporos de B. clausii (G4) ou infectados e tratados com esporos de B. clausii de
apos inicio da oviposicao (G5). Valores representam meédia e desvio padrao.
*p<0.05, **p<0.005, **p<0.0005, ns = nédo significativo.
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Figura 2 - Niveis de citocinas IFN-y (A), TNF (B), IL-17 (C) e IL-6 (D) de cultura de
células esplénicas, estimulados com esporos de Bacillus clausii ou Concavalina A
(ConA), de camundongos nao infectados (G1), camundongos néo infectados
tratados com esporos de Bacillus clausii (G2), camundongos infectados com S.
mansoni nao tratados (G3), camundongos infectados e tratados antes da exposi¢cao
cercariana com esporos de B. clausii (G4) ou infectados e tratados com esporos de
B. clausii de ap0s inicio da oviposi¢ao (G5). Valores representam média e desvio
padrao. *p<0.05, **p<0.005, ns = néo significativo.
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Figura 3 - Frequéncia de células CD4+Foxp3+ (A) e células CD4+IL17+ (B) em
cultura de células esplénicas, estimulados com esporos de Bacillus clausii ou
Concavalina A (ConA), e razao entre células Treg/Th17 (C) de camundongos nao
infectados (G1), camundongos nao infectados tratados com esporos de Bacillus
clausii (G2), camundongos infectados com S. mansoni néo tratados (G3),
camundongos infectados e tratados antes da exposi¢cao cercariana com esporos de
B. clausii (G4) ou infectados e tratados com esporos de B. clausii de apds inicio da
oviposicao (G5). Valores representam média e desvio padrdo. Valores considerados

significativos quando. *p<0.05, ns = ndo significativo.
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4. Discussao

A esquistossomose € uma importante doenca tropical caracterizada por uma

resposta granulomatosa inflamatoria contra ovos retidos principalmente no intestino e
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figado. Varios estudos tem proposto a utilizagcdo de probidticos no tratamento de
desordens gastrointestinais e extra-intestinais (Mazza, 1994; Shornikova et al. 1997;
Konig & Brummer, 2014). Estudos demonstraram a capacidade de probidticos do
género Bacillus de induzir resposta imune celular (Cutting, 2011). Dentre esses
probioticos destaca-se o Bacillus clausii, comercialmente comercializado como
Enterogermina®, uma formulacdo que possui quatro cepas de Bacillus clausii, O/C,
N/R, T e SIN, notavelmente eficiente no tratamento de diarreias associadas ao uso de
antibiético (Nista et al. 2004).

N&o encontramos diferencas significativas entre animais sem infec¢éo tratados
ou ndao com B. clausii (G1 e G2) quanto a producao de citocinas IL-4, IL-10, IL-6, IL-
17, IFNy, TNF. No entanto, o B. clausii demonstrou ter potencial de modular a resposta
imune quando utilizado durante a infeccéo pelo S. mansoni. Em nosso estudo, o
tratamento com B. clausii aumentou os niveis de 1l-4 no grupo G5 e reduziu no grupo
G4, quando comparado com o grupo G3 (controle ndo infectado). No estudo realizado
por Ciprandi et al. (2004), demostrou-se que criancas com alergia respiratOria tiveram
reducdo nos niveis de IL-4. Ainda nesse estudo, foi visto que o B. clausii aumentou a
producao de IFNy, diferente do nosso estudo onde ocorreu reducdo dos niveis dessa
citocina nos grupos G4 e G5 em comparagdo com o grupo G3. Os niveis de
TNF encontravam-se menores nos grupos G4 e G5 quando comparado com o grupo
G3. No estudo de Urdaci et al. (2004), foi visto que em células T CD4+ isoladas de
baco de camundongos C57BI/6 as cepas de B. clausii isoladas do Enterogermina®
induziram resposta T proliferativa e aumento da producdo de IFNy e expressao de

NOS Il com consequente aumento de producéo de nitritos

Estudos sobre o mecanismo de modulacdo da IL-10 durante a
esquistossomose, demostraram que essa citocina é importante para prevenir o
surgimento de patologias Thl ou Th2 pois exibe acdo supressiva sobre ambos os
perfis. Nossos resultados demostraram que camundongos dos grupos G4 e G5
apresentavam niveis mais elevados de IL-10 que o grupo controle infectado (G3).
Corroborando com os estudos de Dar et al. (2018) que demostraram que
camundongos BALB/c com osteoporose p0s-menopausa, apos tratamento com B.

clausii apresentavam maior producao de IL-10.
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As células Thl7 e Treg sao frequentemente encontradas em superficies de
barreira, particularmente na mucosa intestinal, onde desempenham papel de protecéo
do hospedeiro contra microrganismos patogénicos e manutencdo da tolerancia
imunoldgica e controle de respostas imunes. Ambos os perfis sdo regulados na maior
parte pelos microrganismos entéricos (Ometti & Pizarro, 2015). Durante a
esquistossomose as células Th1l7 e Treg possuem papéis fundamentais na inducdo
de patologias severas (Larkin et al. 2012, Rutitzky et al. 2005, 2008; Rutitzky &
Stadecker 2011; Shainheit et al. 2011) e controle da formagdo do granuloma
(Baumgart et al. 2006; Taylor et al. 2006; Singh et al. 2004), respectivamente. Além
disso foi visto que a infeccdo por Schistosoma pode comprometer o balanco
Treg/Th17 (Chen et al., 2017).

O grupo G4 também induziu maior producao de IL-17 e células T CD4+IL17+
em comparacao com os animais infectados e nao tratados (G3). Nossos resultados
também demonstraram que o grupo tratado com B. clausii antes da infec¢do (G4)
apresentado maior frequéncia de CD4+Foxp3+. No estudo de Dar et al. (2018),
demonstrou-se que em camundongos BALB/c com osteoporose pos-menopausa, 0
tratamento com B. clausii aumentou frequéncia de células Treg (CD4+Foxp3+), ao
passo que inibiu simultaneamente a ativagdo de células Th17 (CD4+RoryT) e
secrecdo de citocinas IL-6, IL-17 e TNF-a. Nossos resultados demonstram que existe
diferenca nos mecanismos envolvidos na regulacdo da imunidade pelo B. clausii
quando utilizado antes da infeccdo ou durante o inicio da ovoposi¢do (infeccéo
estabelecida), sendo possivel que existam balancos na resposta imune Th1/Th2/Th17
gue néo leva a uma polarizagédo de resposta e nem a exacerbacéo da patologia. A
razao Treg/Th17 foi maior no grupo G4 quando comparado com o0s grupos G3 e G5
demonstrando um perfil mais antinflamatorio que regulatorio, neste grupo, porém sem

polarizacéo de resposta.

5. Concluséo

Nossos resultados demonstram que o B. clausii € capaz de modular a producao
de citocinas dos perfis Thl, Th2 e Thl7 assim como a frequéncia de células T
CD4+Foxp3+ e células T CD4+IL17+ na dependéncia de infec¢éo pelo Schistosoma
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mansoni. Ademais, essa imunomodulacdo € diferente quando o tratamento com
esporos de B. clausii é realizado antes da infeccdo durante o inicio da ovoposi¢cao
(infeccdo estabelecida). Estudos futuros serdo necessarios para esta resposta em

outros sitios importantes, como o intestino e o figado.
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7 CONCLUSOES

Nossos resultados mostram que o sobrenadante livre de células de B. clausii in
vitro ndo demostra acao contra vermes adultos de S. mansoni. O tratamento com
esporos de B. clausii em camundongos infectados com S. mansoni, diminuif
favoravelmente os parametros parasitoldgicos e a producdo de citocinas dos perfis
Thl, Th2 e Th1l7 assim como a frequéncia de células T CD4+Foxp3+ e CD4+IL17+
na dependéncia de infeccdo pelo Schistosoma mansoni. Ademais, essa
imunomodulacédo é diferente quando o tratamento com esporos de B. clausii é
realizado antes da infeccdo durante o inicio da ovoposicéo (infeccao estabelecida).
Estudos futuros serdo necessarios para esta resposta em outros sitios importantes,

como o intestino e o figado.
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