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RESUMO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, a esquistossomose é uma doenca
parasitaria e endémica registrada em 78 paises tropicais e subtropicais. Além disso,
a quimioterapia preventiva € recomendada em 54 paises com registros de
transmissdo moderada e alta. O Praziquantel (PZQ), um derivado
pirazinoisoquinolona, é o unico farmaco disponivel para o tratamento da
esquistossomose. O PZQ apresenta limitagdbes como eficacia apenas frente a fase
adulta do verme e nado prevenir a reinfec¢ao. Os probidticos s&o indicados para ajudar
a regular a microbiota intestinal contribuindo para a integridade da mucosa e
prevenindo a disbiose causada por patdogenos oportunistas, como protozoarios e
helmintos intestinais. Além disso, varios estudos demonstraram que os probioticos
podem atuar fora do sitio intestinal através de seus metabdlitos ou modulacédo de
receptores de células de defesa. Bacillus cereus GM (Geyer Medicamentos) obtido da
Biovicerin® foi cultivado para obtengédo de esporos com objetivo de avaliar, in vivo, o
seu efeito esquistossomicida, histopatolégico, imunomodulador e hepatoprotetor
sobre esquistossomose experimental. O ensaio foi realizado durante um periodo de
90 dias. Camundongos fémeas Swiss Webster foram infectados com 50 cercérias de
Schistosoma mansoni (BH) no 15° dia do ensaio experimental. Foram formados trés
grupos experimentais (n=10 animais cada): G1- solugao salina do 1° ao 90° dia; G2-
B. cereus GM (10° esporos em 300 uL) do 1° ao 90° dia; G3- solugéo salina do 1° ao
49° dia e B. cereus GM do 50° ao 90° dia (periodo de oviposi¢ao). Nos resultados, o
G2 apresentou redugéo significativa de 43,36% do total de vermes; 48,82% de vermes
fémeas e 42,5% dos ovos no tecido hepatico. No G3, a redugéo foi de 25,18%, 29,13%
e 44% do numero total de vermes, vermes fémeas e ovos no tecido hepatico,
respectivamente. Nao houve diferencga significativa no padrédo de oviposi¢ao analisado
pelo oograma. Os marcadores hepaticos ALT (Alanina Aminotransferase), AST
(Aspartato Aminotransferase), FAL (Fosfatase Alcalina) e Gama-GT (Gama-
Glutamiltransferease) aumentaram significativamente nos grupos infectados quando
comparados ao grupo nao infectado. Comparados ao grupo infectado e n&o tratado
G1, G2 e G3 apresentaram reducéo de 25% (p< 0,001) e 22% (p<0,001) nos niveis
da AST, respectivamente, mas os niveis da ALT ndo mudaram. Os niveis da FAL
foram reduzidos em 23% (p<0,001) no grupo G2, mas nédo no G3. Os niveis de Gama-
GT foram reduzidos nos grupos G2 e G3, mas nao significativamente. O volume médio
dos granulomas foi reduzido em (p<0,0001) 65,2% e 46,26% no tecido hepatico e
82,98% e 53,2% no intestino, respectivamente, nos grupos G2 e G3. As citocinas de
perfil Th1 (IFN-y, TNF-q, IL-6) e IL-17 aumentaram significativamente (p<0,001) no
sobrenadante de células esplénicas estimuladas com B. cereus GM, nos grupos G2 e
G3. A IL-4 apresentou valores significativos quando o estimulo foi mediado pela ConA
(Concanavalina A) e os esporos de B. cereus GM. Ao modular a resposta imune,
Bacillus cereus GM reduziu a carga de vermes, melhorou a fungéo hepatica e reduziu
a reacao inflamatdria granulomatosa em camundongos infectados com S. mansoni,
especialmente quando administrado antes da infecgao.

Palavras-chave: probiotico; Bacillus cereus; esquistossomose; Schistosoma
mansoni; imunomodulagao.



ABSTRACT

In accordance to the World Health Organization, schistosomiasis is a parasitic and
endemic disease registered in 78 tropical and subtropical countries. Furthermore,
preventive chemotherapy is recommended in 54 countries with records of moderate
and high transmission. Praziquantel (PZQ), a pyrazinoisoquinolone derivative, is the
only drug available for the treatment of schistosomiasis. PZQ has limitations such as
its effectiveness only against the adult stage of the worm and it does not prevent
reinfection. Probiotics are indicated to help regulate the intestinal microbiota
contributing to the integrity of the mucosa and preventing dysbiosis caused by
opportunistic pathogens, such as intestinal protozoa and intestinal helminths.
Moreover, several studies have demonstrated that probiotics can act outside the
intestinal site through their metabolites or modulation of defense cell receptors.
Bacillus cereus GM (Geyer Medicamentos) obtained from Biovicerin® was cultivated
to obtain spores for in vivo evaluation of its schistosomicidal, histopathological,
immunomodulatory and hepatoprotective effect on experimental schistosomiasis. This
study was carried out over a period of 90 days. Female Swiss Webster mice were
infected with 50 Schistosoma mansoni (BH) cercariae on the 15th day of the
experimental ensay. Three experimental groups were formed: G1- saline solution from
the 1st to the 90th day; G2-B. cereus GM (10° spores in 300uL) from the 1st to the
90th day; G3- saline solution from the 1st to the 49th day and B. cereus GM from the
50th to the 90th day (oviposition period). In the results, G2 showed a significant
reduction of 43.36% of the total number of worms; 48.82% of female worms and 42.5%
of eggs in liver tissue. In G3, the reduction was 25.18%, 29.13% and 44% of the total
number of worms, female worms and eggs in liver tissue, respectively. There was no
significant difference in the oviposition pattern analyzed by oograma. The liver markers
ALT (Alanine Aminotransferase), AST (Aspartate Aminotransferase), FAL (Alkaline
Phosphatase) and Gamma-GT (Gamma-Glutamyltransferease) increased significantly
in the infected groups when compared to the uninfected group. Compared to the
infected and untreated group G1, G2 and G3 showed a 25% (p<0.001) and 22%
(p<0.001) reduction in AST levels, respectively, but ALT levels did not change. FAL
levels were reduced by 23% (p<0.001) in the G2 group, but not in G3. Gamma-GT
levels were reduced in groups G2 and G3, but not significantly. The average volume
of granulomas was reduced by (p<0.0001) 65.2% and 46.26% in the liver tissue and
82.98% and 53.2% in the intestine, respectively, in groups G2 and G3. Th1 profile
cytokines (IFN-y, TNF-a, IL-6) and IL-17 increased significantly (p<0.001) in the
supernatant of splenic cells stimulated with B. cereus GM, in groups G2 and G3. IL-4
showed significant values when the stimulus was mediated by ConA and B. cereus
GM spores. By modulating the immune response, Bacillus cereus GM reduced worm
burden, improved the liver function and reduced the granulomatous inflammatory
reaction in mice infected with S. mansoni, especially when administered before
infection.

Keywords: probiotic; Bacillus cereus; schistosomiasis; Schistosoma mansoni,
immunomodulation.
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1 INTRODUGAO

A esquistossomose €& uma doenca parasitaria e endémica de paises
subtropicais e tropicais com repercussao aguda e crbénica causa pelo trematdédeo do
género Schistosoma. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, 78 paises possuem
registros para doenga e estima-se que 251,4 milhdes de pessoas necessitaram de
quimioterapia preventiva em 2021 (WHO, 2023). As espécies prevalentes de interesse
médico s&o classificadas em cinco: Schistosoma mansoni, Schistosoma
haematobium, Schistosoma mekongi, Schistosoma intercalatum e Schistosoma
japonicum, sendo Schistosoma mansoni 0 mais prevalente nos continentes da Africa
e nas Américas Central e do Sul (DEJON-AGOBE et al., 2022).

Na América do Sul e Central, ha apenas a prevaléncia de Schistosoma
mansoni, onde o Brasil € o pais com o maior numero de casos. Dos 26 estados
federativos, 19 sdo considerados endémicos, em especial os estados de Alagoas,
Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe e Minas Gerais
(MARTINS-MELO et al., 2016). Em 2015, Pernambuco foi o estado com o maior
numero de internagdes e Obitos segundo dados do Ministério da Saude. Com
destaque para as regides do litoral, Zona da Mata e parte do Agreste (BRASIL, 2021).

As espécies de Schistosoma spp. parasitam 0s vasos sanguineos, em
especifico, os vasos que compdem o sistema porta-hepatico, com excec¢ao da espécie
Schistosoma haematobium, que habita nos vasos do sistema urinario. Quando
acasalados, os vermes, em sua maioria, migram para 0s vasos mesentéricos
inferiores, onde iniciam a oviposi¢cao (WILSON, 2009). Além da infec¢ao classica
(Hepatointestinal), formas ectdpicas da infecgdo podem ocorrer, como a localizagao
dos vermes adultos nos testiculos e ovarios (HASSAN et al., 2011; ELIAS et al., 2023),
e sistema nervoso central (DOMINGUES et al., 2020).

Os ovos retidos s&do os responsaveis pelo grau da morbidade, pois sao
altamente antigénicos, tanto em sua constituicdo, como na secreg¢do de metabdlitos,
pela fase larval em seu interior, denominado SEA, sigla em inglés (Antigeno Soluvel
do Ovo). Os antigenos, quando reconhecidos pelas células do sistema imunolodgico,
iniciam uma resposta granulomatosa com o recrutamento das células para destruir a
fonte antigénica, o qual resulta num envoltério celular conhecido como granuloma. O

gatilho para destruir o ovo conduz a uma lesao tecidual, o qual é restaurado por
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colageno e consequente fibrose comprometendo a fisiologia tecidual (EVERTS et al.,
2009).

O tratamento para esquistossomose € por meio do quimioterapico Praziquantel
(PZQ), um derivado pirazinoisoquinolona disponivel desde da década de 80, para uso
em humano. Apesar da sua eficacia, o PZQ apresenta limitagbes como: acao
esquistossomicida apenas nas fases adultas, o que n&o impede a reagao
granulomatosa; nao reduz a formagdo da fibrose; e nao previne quadros de
reinfec¢cdo. Além do mais, o seu uso repetido em massa tem provocado o surgimento
de cepas resistentes em areas altamente endémicas. Diante desses fatores, a
Organizagdo Mundial da Saude tem incentivado a comunidade cientifica na busca por
novas medidas terapéuticas (SILVA et al., 2017).

Os probidticos sao definidos como “Microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio ao hospedeiro”
(HILL et al., 2014). As bactérias acido latico (Lactobacillus e Bifidobacterium) sao
majoritarias na composicao da classe probidtica, sendo inseridas no dia a dia por meio
da suplementacao de alimentos lacteos (MARKOWIAKI e SLIZEWSKA, 2017).

O género Bacillus, como fonte probidtica, tem chamado ateng¢ao das industrias
alimentares, devido as suas caracteristicas intrinsecas: formacdo de esporos,
resisténcia térmica, resisténcia ao pH estomacal e colonizagao aceitavel (LIAO et al.,
2024). Na literatura, ja dispde de varias cepas de Bacillus cereus isoladas e
identificadas como seguras e eficaz para o uso como probiéticos (BREVES et al.,
2001, MIETKE et al.,, 2010, LIAO et al.,, 2024). As cepas de B. cereus ja séo
comercializadas na forma de capsulas, suspensao, liofilizadas e encapsuladas como
fonte de suplementagao alimentar (SOARES et al., 2017).

Nesse sentido, associando as propriedades terapéuticas atribuidas aos
probiodticos, prop6-se avaliar, pela primeira vez, a administracdo do probidtico Bacillus
cereus GM comercializado no Brasil, como Biovicerin®, no quadro agudo da

esquistossomose mansoni.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E DADOS EPIDEMIOLOGICOS DA
ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose é uma doenga parasitaria negligenciada em paises de
clima tropical e subtropical dos continentes da Africa, América Latina e da Asia (Figura
1). Segundo a Organizagao Mundial da Saude, é relatada em 78 paises, entretanto, a
quimioterapia preventiva € recomendada em 51 paises com registros de transmisséo
moderada e alta (WHO, 2023). Estima-se que, aproximadamente, cerca de 240
milhdes de pessoas estejam infectadas e mais de 700 milhdes habitam em areas de
alto risco. Deste total, mais de 90% residem na Africa Subsaariana requerendo uma
intervencdo emergencial para o controle da morbidade e mortalidade da
esquistossomose (MISHRA et al., 2019; SACOLO-GWEBU et al., 2019).

O trematédeo do género Schistosoma €& o agente causador da
esquistossomose, o qual é classificado em cinco espécies de importancia em saude
publica: Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma intercalatum e
Schistosoma mekongi responsaveis pela forma intestinal e Schistosoma
haematobium pela forma urogenital (COLLEY et al., 2014). A prevaléncia da
esquistossomose esta interligada as condigdes socioeconbmicas de cada
comunidade. A falta de saneamento basico, acesso a agua potavel, educagao, o
trabalho informal, hospedeiro intermediario e a deficiéncia do monitoramento
epidemiologico s&do alguns dos fatores que contribuem para a persisténcia da doenca
(TCHUENTE et al., 2017).

Grande parte dos paises da Africa Subsaariana representam um grande
desafio para o controle da esquistossomose, pois apresentam altos indices de
infeccado para as espécies de Schistosoma mansoni e Schistosoma haematobium
(WHO, 2023). Em 2018, 95,3 milhdes de pessoas receberam tratamento preventivo,
dos quais 76,2 milhées eram criangas em idade escolar (WHO, 2019).

O continente asiatico € endémico para as espécies de Schistosoma japonicum
e Schistosoma mekongi, onde os paises mais afetados sdo a China, Indonésia,
Filipinas e Malasia (SOE et al., 2017). O Jap&o é o unico pais livre da transmisséo,
em que as medidas preventivas executadas em conjunto (Sociedade-Governo)

obtiveram sucesso (ROLLINSON et al., 2013). Um dos grandes problemas para o
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controle da esquistossomose nos paises asiaticos sdo a susceptibilidade de outros
mamiferos, como bufalos e cachorros, a infecgado pelo Schistosoma japonicum e
Schistosoma mekongi. Tornando-se grandes reservatorios para o continuo ciclo do
parasito (GORDON et al., 2019). A China, tem sido o unico pais em adotar medidas
quimioterapicas aos animais e substitui-los por recursos mecanicos na agricultura. Os
ultimos resultados avaliados em 2009, de uma regido rural da China, mostraram uma
reducao de 7% para 3% na prevaléncia da esquistossomose em humanos, enquanto

que os hospedeiros intermediarios estavam livres da infecgdo (ZHOU et al., 2011).

Figura 1 - Distribuicdo mundial da Esquistossomose

I countries or areas at high risk

Countries or areas at low risk

o
Hg

Fonte: WHO (2015).

Na América Latina e Caribe, a uUnica espécie prevalente & Schistosoma
mansoni devido a presenga unica do seu hospedeiro intermediario. Nessas regides,
dez paises e territérios sdo considerados endémicos para a esquistossomose, dos
quais o Brasil e a Venezuela apresentam os maiores indices de infecg¢ao e tratamento
preventivo (ZONI et al., 2016). Nas ilhas caribenhas Santa Lucia e Suriname ainda
sao relatadas por apresentarem focos de transmissdo, enquanto as demais areas
como Porto Rico, Republica Dominicana, Antigua, Montserrat e Martinica ja séo
consideradas livres da esquistossomose (HEWITT e WILLINGHAM, 2019). No
entanto, mais estudos baseados nas normas e recomendacgdes da OMS necessitam
ser avaliados para oficializar os paises e territérios do Caribe como livres da
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esquistossomose (PAHO/WHO, 2014). As informag¢des resumidas da distribuicdo
mundial das espécies de Schistosoma spp. e seus hospedeiros intermediarios

encontram-se no quadro 1.

Quadro 1 - Caracteristicas das espécies de Schistosoma e sua distribuicdo geogréfica

Espécie Morfologia Habitat do Hospedeiro Distribuicao
do ovo verme adulto intermediario geografica
Schistosoma Ovo com Biomphalaria  Africa, Oriente
mansoni espiculo Intestinal glabrata, B. Médio, Caribe,
lateral straminea e B. Brasil,
tenagophila Venezuela e
Suriname
Ovoide com China,
Schistosoma espiculo Intestinal Oncomelania Indonésia,
Jjaponicum lateral spp. Filipinas
Diversos
Schistosoma Ovoide com distritos do
mekongi rudimento de Intestinal Neotricula Camboja e da
espiculo aperta Republica
lateral Democratica
popular do
Laos
Schistosoma Ovo elipsoide Florestas
intercalatum  com esporao Intestinal Bulinus spp. Tropicais da
terminal Africa Central
Africa, Oriente
Schistosoma Ovo elipsoide Médio,
haematobium com espiculo Urogenital Bulinus spp. Corsega
terminal (Franga).

Fonte: Santos (2018).

2.2 ESQUISTOSSOMOSE NO BRASIL

O Brasil € o pais com o maior numero de casos para esquistossomose na
América Latina (HOTEZ e FUJIWARA, 2014; MARTINS-MELO et al., 2016). Dos 26
estados federativos, 19 sdo considerados potenciais na transmissdo da doenga, com
destaque para os estados do nordeste (Alagoas, Bahia, Pernambuco, Paraiba, Rio
Grande do Norte, Sergipe) e sudeste (Minas Gerais e Espirito Santos) considerados
endémicos (Figura 2) (SOUZA et al., 2023).
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Figura 2 - Distribuicdo da esquistossomose na area endémica, por faixa de positividade,
Brasil 2009-2020
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Fonte: Souza et al. (2023).

Os altos indices de casos prevalentes nas regides nordeste e sudeste do Brasil
esta estritamente ligada aos fatos historicos do desenvolvimento econémico, ainda do
periodo colonial da cana de acuticar. Os escravos importados da Africa, por meio da
pratica do trafico negreiro, para serem explorados nos grandes canaviais chegavam
infectados pelo Schistosoma mansoni (NOYA et al., 2015). No entanto, as condigbes
de moradias eram precarias e propicias para o ciclo biolégico do parasito. E com o
advento do ciclo do ouro em Minas Gerais, 0 processo migratério da regido nordeste
para o sudeste favoreceu a disseminagao de Schistosoma mansoni, prevalecendo até
os dias atuais (KLOOS et al., 2008).

Um estudo epidemiolégico abordando os anos de vida ajustados por
incapacidade, ocasionado por doengas tropicais negligenciadas no Brasil de 1990 a
2016 por Martins-Melo e colaboradores (2018) mostrou que esquistossomose ocupa
a segunda colocagdo no ranking das doengas responsaveis pela redugcado da
qualidade de vida, perdendo apenas para a Doencgas de Chagas. As taxas de
mortalidade registradas dentro do periodo de 2000 a 2011 revelaram que a
esquistossomose era a segunda doencga tropical responsavel pelos obitos (6.319
mortes) (MARTINS-MELO et al., 2016). Segundo dados do Ministério da Saude, de
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2012 a 2017 a esquistossomose continua ocupando a segunda colocagdo das
doencas responsaveis por obitos (2.949 mortes) registrado no pais (BRASIL, 2021).

Desde a implementacédo do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE)
em 1975 é notavel que houve um controle da doenga. Em 2021, a regido nordeste
apresentou uma taxa de positividade para Schistosoma mansoni em 3,22% levemente
superior ao nacional de 3,15% (BRASIL, 2021).

Em 2011, Pernambuco era o segundo estado da regido nordeste com os
maiores indices de positividade para Schistosoma mansoni (7,34%) e primeiro lugar
em numeros de Obitos entre os estados endémicos (174 obitos notificados) (BRASIL,
2021; BARBOSA et al., 2016). Nesse mesmo periodo, foi implementado no estado o
Programa SANAR com o intuito de reduzir e/ou eliminar as doengas negligenciadas,
incluindo a esquistossomose (Pernambuco, 2015). Dos 185 municipios 103 sao
endémicos, situados no Litoral, Zona da Mata e parte do Agreste. No entanto, por meio
de um inquérito realizado no quadriénio 2015-2018, foram definidos como municipios
prioritarios aqueles que apresentaram indice de positividade igual ou superior a 10%,
reduzindo para 21 municipios (Figura 3) (PERNAMBUCO, 2019).

Figura 3 - Distribuicdo dos municipios prioritarios em Pernambuco para a esquistossomose
por Regido de Saude

Geres Municipio

I Aracoiaba, Vitoria de Santo Antdo

Il Jodo Alfredo, Machados, Vicéncia

Agua Preta, Barreiros, Escada, Gameleira, Jaqueira, Maraial, Palmares,

1t Primavera, Rio Formoso, Sdo Benedito do Sul, Xexéu

XII Alian¢a, Goiana, Itaquitinga, Macaparana, Timbauba

Fonte: PERNAMBUCO (2019).
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2.3 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS

DE Schistosoma mansoni

A ampla distribuigcdo dos caramujos de agua doce do género Biomphalaria no
Brasil contribuem para a prevaléncia de Schistosoma mansoni, uma vez que, 0s
hospedeiros intermediarios sdo essenciais para a continuidade do seu ciclo bioldgico.
O género Biomphalaria é classificado em dez espécies e uma subespécie, porém
apenas trés sao conhecidos por serem encontradas infectados na natureza e
potenciais na transmissdo, o Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e
Biomphalaria tenagophila (CARVALHO et al., 2008).

As espécies estao distribuidas, principalmente, nas regides com os maiores
indices de casos registrados para a esquistossomose, em especial nas regides do
litoral dos estados federativos (Figura 4-6) (CARVALHO et al., 2018).

Figura 4 - Mapa da distribuicdo dos caramujos Biomphalaria glabrata
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Fonte: Carvalho et al. (2008).
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Figura 5 - Mapa da distribuigcdo dos caramujos Biomphalaria straminea

Fonte: Carvalho et al. (2008).

Figura 6 - Mapa da distribuicdo dos caramujos Biomphalaria tenagophila
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Fonte: Carvalho et al. (2008).
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Ao analisar o mapa, percebe-se que o Biomphalaria straminea é o mais
predominante ao longo das regides avaliadas, sendo a espécie mais adaptada as
variagdes ambientais do clima brasileiro. No entanto, a sua susceptibilidade a infeccao
por Schistosoma mansoni é inferior quando comparada ao Biomphalaria glabrata
(CARVALHO et al., 2018).

Antes considerada uma doenca rural, a esquistossomose passou também a ser
uma doenga urbana. A partir de 1980, a migracdo populacional para as grandes
cidades do litoral contribuiu para a expansao de Schistosoma mansoni (SILVA e
BARBOSA, 2006). O deslocamento ndo planejado em busca de emprego e
oportunidades nos grandes polos urbanos fizeram com que muitas pessoas
passassem a viver em periferias. E, em meio as condi¢cdes precarias de saneamento,
as pessoas positivas para Schistosoma mansoni acabaram contribuindo na infecgao
de colegdes hidricas habitadas por moluscos Biomphalaria (KLOOS et al., 2010).

Diante da disseminagdo e expansao dos criadouros dos hospedeiros
intermediarios, em Pernambuco diversos estudos malacoldgicos tém sido realizados
(BARBOSA et al., 2014). Nessas areas, os criadouros em sua maioria sao
peridomicialiares, onde nos periodos chuvosos ocorre o deslocamento dos caramujos
infectados para as ruas favorecendo a infec¢gédo da populacdo (BARBOSA et al., 2014,
BARBOSA et al., 2017).

2.4 Schistosoma mansoni

2.4.1 Aspectos morfologicos das diferentes fases evolutivas

O trematdédeo Schistosoma mansoni é caracterizado por ser um parasito
complexo, o qual apresenta diferentes fases evolutivas: ovo, miracidio, esporocistos,
cercaria, esquistossomulo e verme adulto macho e fémea (AUGUSTO et al., 2017).

O ovo de Schistosoma mansoni (Figura 7) apresenta um espiculo lateral,
considerado patognomonico para espécie, e forma oval. O seu tamanho varia de 150-
117 ym x 70-40 ym e possui uma casca transparente, em que no seu interior é

possivel visualizar a forma larval de meio aquatico, o miracidio (SOUZA et al., 2019).
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Figura 7 - Microscopia do ovo de Schistosoma mansoni

., Espiculolateral

Miracidio

Fonte: Do autor (2024).

No meio aquatico ocorre a eclosdo do miracidio de nado livre, o qual vai em
busca do seu hospedeiro intermediario. O miracidio (Figura 8 e 9) é caracterizado
morfologicamente por sua membrana ciliada, a qual auxilia no nado. Além disso,
possui o terabratorium localizado na porgao anterior estando associado a percepgao
sensorial. Nesta mesma regiao encontra-se as glandulas de adeséao e penetragao, as
quais contribuem no processo de invasao tecidual dos moluscos (COELHO et al.,
2008; BAHIA, et al., 2022). O seu sistema excretor € composto por solenécitos ou
células flama, as quais se conectam aos tubos coletores e se exteriorizam nas paredes
laterais da membrana ciliada. Na porcdo posterior, localizam-se as células
germinativas que dardo origem aos esporocistos (TAFT e YOSHINO, 2011;
FOGARTY et al., 2022).

Figura 8 - Estrutura esquematica do miracidio de Schistosoma mansoni

Pl
<

Terebratorium

Glandula de penetragao

Glandula adesiva

Célula flama

Massa nervosa

Poro excretor
Papila capilar

Célula tegumentar
Cilios

Célula tegumentar
Sacos aerminativos Ducto excrator

Células germinativas

Fonte: Coelho et al. (adaptado, 2008).
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Figura 9 - Microscopia do miracidio de Schistosoma mansoni

Fonte: Bahia et al. (2022).

O esporocisto (Figura 10) compreende uma fase de intensa proliferagdo das
células germinativas. Os miracidios quando infectam os hospedeiros intermediario
perdem seus anexos, resultando numa estrutura sacular contendo as células
germinativas ou esporocistos primarios. Por poliembrionia (proliferagao celular), os
esporocistos primarios dao origem aos esporocistos secundarios e estes se
diferenciam em cercarias (PETERSON et al., 2009; PINAUD et al., 2016).

Figura 10 - Corte histologico do tecido B. glabrata com a presenga de esporocistos
de Schistosoma mansoni

Fonte: Pinaud et al. (2016).

A cercaria (Figura 11), fase larval de meio aquatico, pode chegar a atingir até
500 ym de comprimento. E dividida em duas porgcdes: uma anterior composta pelo
corpo cercariano e outra posterior composta pela cauda bifurcada. O corpo cercariano

€ provido de 6rgaos que auxiliam na infecgdo. Como as glandulas de adesao e
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penetracdo e as ventosas oral e ventral (BOISSIER et al., 2019). Além do mais, possui
todos os 6rgéos, ainda no estagio primitivo, que estardo presentes no verme adulto.
A cauda bifurcada é responsavel pelo nado e também proporciona a infecgao do corpo
cercariano na pele do hospedeiro definitivo por meio da sua forca vibratéria. Assim,
ao romper-se do corpo cercariano, as cercarias passam a ser denominada de
esquistossomulo (CARVALHO et al., 2008).

Figura 11 - Microscopia da cercaria de Schistosoma mansoni

Ventosa oral

Glandula Corpo
adesaol/penetragao cercariano
Ventosa ventral
Papilas /‘,
sensoriais \
: Cauda
-.'-,1‘ bifurcada
75
4 i

Fonte: Boissier et al. (adaptado, 2019).

O esquistossébmulo (Figura 12) passa por inumeras modificacées estruturais
como parte do processo de adaptagdo e escape do sistema imunolégico do novo
hospedeiro (MILLIGAN e JOLLY, 2011). A medida que migra pelo hospedeiro, até
atingir seu habitat convencional - vasos intra-hepaticos - os esquistossémulos passam
por processos de maturacdo, onde no sistema porta-hepatico se diferenciam em

vermes adultos macho e fémea (YEH, et al., 2024).
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Figura 12 - Esquistossémulos de 3 horas de Schistosoma mansoni

B\

Fonte: Santos (2018).

O verme adulto macho (Figura 13) possui um tegumento de aspecto
esbranquicado ou leitoso e tem cerca de 10 mm de comprimento. Na por¢ao anterior,
encontra-se as ventosas oral e ventral (ou acetabulo). A porgéo posterior € achatada
qgue se dobra a nivel ventral formando o canal ginecoforo, onde a fémea € envolvida
e fecundada (COLLINS et al., 2011; ROCHA et al., 2022). O seu tegumento ainda
apresenta tubérculos, que sdo proje¢gdes com diversos espinhos junto as fibras
musculares. Os tubérculos sao distribuidos a partir do acetabulo e continuam até a
porcao final do corpo (COLLINS et al., 2011).

Figura 13 - Verme adulto macho de Schistosoma mansoni

_—————» Ventosa oral

Ventosa ventral

Canal ginecéforo

Fonte: Do autor (2024).

A fémea adulta (Figura 14) é filiforme e possui um comprimento de 14mm. O
seu tegumento é de aspecto liso, no que diz respeito aos tubérculos observados no
macho (JOAO, 2011). Além disso, o tegumento é translucido sendo possivel visualizar
0s orgaos internos. Na porgao anterior apresentam uma ventosa oral e uma ventosa
ventral (acetabulo) de tamanhos inferiores ao macho (WINKELMANN et al., 2022).
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Figura 14 - Verme adulto fémea de Schistosoma mansoni

Ventosa oral
Ventosa ventral

Ovario

Glandula vitelinica

Fonte: Santos (2018).

2.4.2 Ciclo biolégico

O ciclo biolégico é classificado como do tipo heteroxénico, ou seja, apresenta
mais de um hospedeiro. Os moluscos Biomphalaria (B. glabrata; B. straminea; B.
tenagophila) sao caracterizados por serem os hospedeiros intermediarios, nos quais
ocorre a reprodugao assexuada do parasito (KNIGHT et al., 2016). O homem e outros
mamiferos sdo considerados os hospedeiros definitivos, onde os vermes completam
sua maturidade e realizam a reproducao sexuada (Figura 15) (KNIGHT et al., 2016;
FORMENTI et al., 2023).

Um individuo infectado libera por meio de suas fezes os ovos maduros
contendo no seu interior a fase larval de meio aquatico denominada miracidio. Os ovos
quando atingem as colegbes hidricas recebe os estimulos do meio como
luminosidade, temperatura, pH e oxigénio proporcionando a eclosdo do miracidio
(WANG et al., 2018). As larvas no ambiente aquatico nadam livremente com auxilio
dos cilios que compde sua estrutura em busca do hospedeiro intermediario. Por meio
do o6rgado sensorial (Terebratorium) os miracidios captam os metabdlitos liberados
pelos caramujos no meio facilitando assim o seu reconhecimento e infecgéo (TAFT et
al., 2009).
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Figura 15 - Ciclo biolégico de Schistosoma mansoni
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Fonte: Centro de Controle de Doengas-CDC (adaptado, 2019).

Por meio de suas glandulas anexas (Adesao e penetragdo) se fixam nos tecidos
moles do caramujo e iniciam o processo de invasao facilitado pela rotagao e lise
tecidual através da secregao de enzimas liticas (CLEC’H et al., 2023). Ap6s penetrar
nos tecidos, os miracidios perdem suas estruturas resultando apenas numa estrutura
sacular contendo células germinativas, sendo denominados de esporocistos | ou
primario (ROQUIS et al., 2018). Essas células iniciam o processo intenso de
multiplicagdo (Poliembrionia) resultando numa estrutura com tamanho dobrado,
passando a ser denominado de esporocistos Il ou secundarios (CLEC'H et al., 2023).
Cessando o processo mitético, os esporocistos secundarios iniciam o processo de
diferenciagao, os quais dardo origem as fases larvais de meio aquatico, as cercarias
(BAYNE, 2009).

Os estimulos para liberagao das cercarias se assemelham aos dos miracidios,
em que nos periodos de pico solar e elevacdo da temperatura ocorre o rompimento
da estrutura sacular e evasao das cercarias para o meio aquatico. As cercarias nadam
livremente com auxilio da sua cauda bifurcada até encontrar o hospedeiro definitivo
(DVORAK et al., 2016). A infeccdo no homem tem inicio quando ocorre o contato com

as aguas contendo as cercarias, as quais se aderem e invadem a pele por meio de
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duas glandulas: glandulas de adesao e penetragao (HAAS et al., 2002). Além de sua
cauda bifurcada, a qual auxilia no processo de rotacéo e invasao do corpo cercariano
que posteriormente rompe-se do corpo larval (HAAS et al., 2002; BEAR et al., 2018).

Ainda na pele, o corpo cercariano passa a ser denominado esquistossémulo de
pele permanecendo por um periodo de 3 a 7 dias pos infeccdo para adaptacao
fisioldgica no novo hospedeiro (WILSON, 2009). Apos esse intervalo, o
esquistossdmulo cai na corrente sanguinea em direcdo ao pulméao fixando-se do
sétimo dia de infeccdo ao décimo quarto dia, sendo denominado esquistossdémulo
pulmonar (BISCHOFSBERGER et al., 2023). Em seguida, o esquistossémulo migra
do pulméo para o coragao esquerdo e seguindo o fluxo sanguineo cai na grande
circulagao até chegar ao sistema porta intra-hepatica (EL-ANSARY e AL-DAIHAN,
2006). Nos vasos hepaticos, os vermes completam sua maturidade sexual e
acasalam-se. Posteriormente, os vermes acasalados migram contra o fluxo sanguineo
para os vasos mesentéricos inferiores para se fixarem o mais proximo da parede
intestinal (BOAG et al., 2001; HAN et al., 2009; WILSON, 2009).

Por volta do trigésimo quinto dia de infecgéo, as fémeas iniciam a oviposi¢ao.
Os ovos séo liberados ainda imaturos nos vasos mesentéricos que migram em diregéo
a parede intestinal (CAl et al., 2016). No quadragésimo segundo dia de infeccdo, os
ovos maduros de Schistosoma mansoni ja podem ser encontrados nas fazes, assim
0s ovos viaveis quando em contato com o meio aquatico reinicia o ciclo biolégico
(COLLINS et al., 2011).

2.4.3 Imunopatologia

A intensidade das manifestagdes clinicas na esquistossomose é dependente
dos fatores que envolvem a relagao parasito-hospedeiro como a carga parasitaria,
cepa, idade e, principalmente, o estado imunoldgico (KING et al., 2005). As reagdes
granulomatosas formadas nos tecidos, em especial o hepatico e intestinal, séo
responsaveis pelas alteragbes fisioldégicas (PEARCE et al., 2008). A resposta
imunologica € orquestrada conforme a fase da infecgdo, a qual no periodo de
maturacao dos vermes observa-se uma resposta do tipo Th1 sendo polarizada para
Th2 no periodo da oviposi¢ao (WILSON et al., 2007).

A quebra da barreira epitelial da pele ocasionado pela penetracio das cercarias

promove uma resposta imediata via células da imunidade inata. As quimiocinas
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(CCL3/MIP-1a) liberadas pela lise celular, sinalizam para os macréfagos e células NK
(Natural Killer) o local de invaséo pelas cercarias (PALOMINO e MARTI, 2015). Os
produtos gerados pela infecgdo inicial sdo reconhecidos, fagocitados e apresentados
pelas células apresentadoras de antigenos (APCs) as células T auxiliares, e o
reconhecimento pode se da por meio do complexo de histocompatibilidade tipo Il ou
receptores Toll-Like (VYDIA et al., 2018). Os receptores Toll-Like (TLR), por defini¢ao,
sdo uma familia de Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PPRs, sigla em
inglés) classificados em 10 subtipos nas células de humanos, os quais sao capazes
de reconhecer os Padrées Moleculares Associados ao Patégeno (PAMPs, sigla em
inglés) e contribuir para a promogéao da resposta Th1/Th2/Th17/Treg (EL-AZAYAT et
al., 2019).

No intervalo entre 1 a 5 semanas de infecgado, ha um predominio da resposta
imune do tipo Th1, possivelmente via TLR4, caracterizado pelo aumento das citocinas
IL-18, IL-6, IL-12, IFN-y e TNF em resposta aos antigenos dos vermes (SOUZA et al,
2011; EGESA et al, 2018). Apesar das células desencadearem toda essa cascata para
impedir o progresso dos esquistossOmulos a vermes adultos, a resposta aguda nao
chega a ser efetiva (EL-FAHAM et al., 2017). Isso ocorre devido aos mecanismos de
escape desenvolvido pelos vermes de Schistosoma mansoni em que destaca-se o
tegumento, que além de fixar antigenos dos hospedeiros, € rico em proteinas
antioxidantes protegendo-os dos danos oxidativos provenientes das células
fagociticas (WILSON e COULSON, 2009). Além do mais, a secregao de proteinas
como Sm16 e SmKKY7 sdo capazes de interferir na ativagdo de leucocitos modulando
as células do sistema imunologico e favorecendo a sua sobrevivéncia (CURWEN et
al., 2006; BRANNSTROM et al., 2009).

Nessa fase, os sintomas clinicos ndo chegam a ser especificos para o
diagndstico diferencial da esquistossomose. As principais manifestagées observadas
sdo dores de cabeca, febre, mialgia e em alguns casos desconforto abdominal
(BOTTIEAU et al., 2006). Além disso, devido a penetragao das cercarias ocorre uma
irritacdo cutanea caracterizada pela dermatite cercariana (LOVERD, 2019).

Apos 6-7 semanas de infecgcdo, os vermes acasalados iniciam o processo de
oviposicdo nos vasos mesentéricos, em que parte dos ovos chegam ao lumen
intestinal e sdo eliminados nas fezes, e outra parte fica retido no tecido intestinal e/ou
retornam pelos vasos fixando-se em outros érgaos, como o figado (LICA et al., 2023).

Apos a liberagdo dos ovos, os quais sdo ricos em proteinas altamente antigénica, as
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células apresentadoras de antigenos (APCs, sigla em inglés) fagocitam e apresentam
0s antigenos para as células TCD4+ polarizando uma resposta Th2 (EVERTS et al.,
2009). Estudos protedémicos tém identificado centenas de proteinas que compde a
casca do ovo e também as secretadas conhecidas como Antigeno Soluvel do Ovo
(SEA, sigla em inglés), porém duas glicoproteinas foram caracterizadas: 6mega-1 e
alpha-1 (Figura 16) (MEEVISSEN et al., 2012).

Nesse periodo, a resposta imunolégica, antes do tipo Th1, passa a ser
polarizada para o tipo Th2, marcada pelas citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL13, os quais
sao0 responsaveis pela organizagao da reagao granulomatosa periovular nos tecidos
hepatico e intestinal (HAMS et al., 2013).

Figura 16 - Componentes presentes na composi¢ao do ovo de Schistosoma mansoni
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Fonte: MEEVISSEN et al. (adaptado, 2012).

A formagdo do granuloma torna-se uma acgdo necessaria, uma vez que
“sequestra” a fonte antigénica, ovo de S. mansoni, reduzindo a indug&o inflamatéria
sistémica e, consequentemente, a sobrevivéncia do hospedeiro (TAKAKI et al, 2021).

Uma outra caracteristica atribuida ao granuloma é a sua composic¢ao celular e
tamanho, o qual é formado predominantemente por macréfagos em que o numero
populacional pode ser diferenciado no tecido intestinal e hepatico (Figura 17)
(SCHWARTZ e FALLON, 2018). A razao pela qual os macrofagos se direcionam para

integrar-se ao granuloma intestinal esta sendo investigado, mas postula-se que a
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expressdo de diferentes ligantes nas células dendriticas na mucosa intestinal e
microbiota estejam relacionados ao recrutamento dessas células (MAYER et al.,
2017).

Figura 17 - Composigao celular do granuloma hepatico e intestinal na fase aguda e crénica
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Fonte: SCHWARTZ e FALLON (adaptado, 2018).

No intestino apdés a “expulsdo” do ovo, o granuloma tem sua formagéao
disseminada, porém no figado esse fenbmeno n&o é possivel. Assim, os granulomas
hepaticos tendem a se tornar fibroticos ao longo da infecgédo (SCHWARTZ e FALLON,
2018).

A medida que as respostas granulomatosas primarias sdo formadas, a
persisténcia da infecgdo encaminha a doenga para um quadro crénico (STADECKER
et al., 2004). Apds 10 semanas de infecgao, a intensidade da formagao granulomatosa
€ controlada pela expansdo das células Tregs (CD4+CD25+) estimulada
principalmente pela TGF-B e IL-10 (BARBI et al, 2014). As células reguladoras se
mostram essenciais na sobrevivéncia do hospedeiro devido a redugédo no tamanho do
granuloma e consequentemente reduzindo o sitio da fibrose (TURNER et al., 2011).

A morbidade na esquistossomose esta relacionada ao grau dos granulomas
formados nos tecidos que repercute no comprometimento funcional. As alteracdes

classicas observadas na clinica € a hepatoesplenica/intestinal (FREER et al., 2017).
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O aumento do figado e do bacgo é resultado da congestédo da circulagdo sanguinea
prejudicada pela formacgao de fibrose nos vasos intra-hepaticos e portais instalando a
hipertensao portal (VEIGA et al., 2023). O comprometimento da circulagao hepatica
faz com que vasos colaterais sejam formados e o rompimento desses novos vasos
pode ser fatal (COLLEY et al., 2014). Em casos mais avangados e descompensados
pode ocorrer a formagdo da ascite, uma condi¢cdo caracterizada pelo acumulo de
liquido peritoneal dando um aspecto de “Barriga d’agua” (COLLEY et al., 2014; LACET
et al., 2016)

Além dessa congestdo, o recrutamento das células imunoldgicas que
participam da reagdo granulomatosa contribuem para o crescimento dos 6rgaos
(MASI et al., 2020). No entanto, na fase crénica com a regulagao da resposta Th2, os
granulomas tendem a ser menores, o que contribui para uma diminui¢ao dos tecidos
acometidos, em especial o figado (HAMS et al., 2013).

No inicio da oviposicdo € comum quadros diarreicos mucossanguinolentas
provocados pela irritagado tecidual do intestino na passagem dos ovos (SANTOS et al.,
2024). Em casos de uma infeccdo intensa os pontos fibréticos no intestino
comprometem a absor¢do devido a destruicdo das vilosidades e na motilidade
(LOVERD, 2019; POTTERS et al., 2019).

O perfil Th17 €& caracterizado por induzir uma condigdo pro-inflamatoria
agravando os quadros da psoriase (ARICAN et al., 2005), doengas inflamatdrias
intestinais (FANIZZA et al., 2023) e reumatolégicas (HIROTA et al., 2007) e asma
alérgica (HASHIMOTO et al., 2005). As células Th17 no quadro experimental da
esquistossomose tem sido associado recentemente ao painel inflamatoério da doenca.
A IL-17 ou IL17A faz parte de uma familia composta por seis citocinas, IL-17A a IL-
17F (TESMER et al., 2008). As células Th17 expressam majoritariamente a IL17A e
IL17F, as quais compartilham 55% de similaridade dos aminoacidos, embora possam
ser produzidas na forma de heterodimeros (KUESTNER et al., 2007; WRIGHT et al.,
2007).

A ativagao das células Th17, em modelos murinos € humanos, pode se da por
meio das citocinas IL-6, IL-18, TNF e TGF-B (BETELLI et al., 2006; MANGAN et al.,
2006; SUTTON et al., 2006). Além disso, as células Th17 apds ativagdo passam a
expressar um receptor da IL-23 (IL-23R), o qual é responsavel por promover a
sobrevivéncia e expansao das células (AGGARWAL et al., 2003). A regulagao positiva

do perfil Th17 tem sido associada ao fator de transcricdo RORyt, o qual é induzido
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pelas citocinas de ativagdo, além da IL-21 e IL-23 (IVANOV et al., 2006). Ja, a
regulagcédo negativa das células Th17 tem sido observada diante das citocinas IL-4, IL-
12 e IFN-y (TESMER et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2007).

Na esquistossomose, o perfil Th17 tem sido considerado pré-inflamatdrio
diante da reagdo granulomatosa grave no figado sendo ainda intensificada na
auséncia de IFN-y (RUTITZKY et al., 2005). Meng e coloboradores (2012) tém
mostrado a capacidade da IL-17 em exacerbar a resposta das células de Kupffer e
células estreladas do figado na formagao de fibrosa. A neutralizagdo da IL-17 em
infeccdes por Schistosoma japonicum minimizou a reagao granulomatosa e deposi¢ao
de colageno no figado (Zhang et al., 2012). Curiosamente, Santana e colaboradores
(2021) consideraram a IL-17 como uma citocina protetora na fibrinogénese baseado
em imagens obtidas de ultrassonografias das veias portas de pacientes infectados
com Schistosoma mansoni atribuindo ao fato da IL-17 ser expressa por outras células.

Diante disso, o quadro patoldégico da esquistossomose é guiado pela
intensidade das reagbes granulomatosas teciduais onde os ovos ficam retidos. O
entendimento da cascata imunoldgica é essencial para uma montagem terapéutica
que possa modular a resposta exacerbada frente aos antigenos do ovo (COSTAIN et
al., 2019).

2.4.4 Tratamento

O método quimioterapico é a unica ferramenta disponivel para o tratamento da
esquistossomose. O praziquantel (PZQ), até o momento, é o unico farmaco disponivel
e indicado pelo Organizagdo Mundial de Saude (OMS) para erradicar a infecgéo
devido a sua ampla eficacia frente a todas as espécies de importancia médica
(BOURKE et al., 2013).

O PZQ foi caracterizado na década de 1970 e utilizado inicialmente para o
tratamento veterinario contra cestdédeos. Por apresentar uma toxicidade aceitavel,
eficacia e tolerabilidade, na década de 80 passou a ter o seu uso ampliado em
humanos. Para o tratamento de cestodeos e também na esquistossomose (SILVA et
al., 2017).

O praziquantel é um derivado pirazinoisoquinolona (Figura 18), um composto
quiral e insoluvel em agua. Embora tenha eficacia frente as principais espécies que

causam morbidade mortalidade em humanos, a sua acgéo é limitada (SILVA et al.,
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2017). O PZQ possui atividade esquistossomicida apenas contra as fases adultas de
Schistosoma spp. além disso, ndao previne os quadros de reinfeccdo e ndo atua na

minimizacao das reagdes granulomatosas (CIOLI et al., 2014).

Figura 18 - Estrutura quimica do PZQ
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Fonte: SILVA et al. (2017).

O mecanismo absoluto pelo qual a molécula do PZQ atua sobre os vermes
adultos ndo é totalmente elucidado. No entanto, alguns estudos tém ilustrado a sua
ligagdo nos canais de célcio dependentes de voltagem favorecendo o influxo de Ca?*
resultando em eventos celulares, destacando a intensa contracdo da musculatura
(VALE et al., 2017).

O fato do PZQ ser o unico farmaco disponivel para o tratamento da
esquistossomose, ha uma preocupagao no surgimento de resisténcia (WANG et al.,
2012). Visto que, desde da década de 90 relatos isolados em comunidades com baixa
taxa curativa, chegando apenas a 18%, tem sido reportado (MELMAN et al., 2009).
Adicionalmente, a indugcdo de resisténcia laboratorial tem sido investigada em
camundongos submetido a sucessivos tratamentos com o PZQ apresentando até 93%
de resisténcia (VALE et al., 2017). Diante disso, ferramentas alternativas para controle

e tratamento da esquistossomose torna-se emergencial.
2.5 PROBIOTICOS
2.5.1 Definicao e histérico

Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagao

(FAO, sigla em inglés) e a Organizagao Mundial da Saude (OMS) o termo probidtico
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é definido como “Microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem um beneficio ao hospedeiro”. Essa definigao, langada em 2001,
foi aceita pela Associagcao Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos
(ISAPP, sigla em inglés) na ultima reunido realizada em 2013 (HILL et al., 2014).

Embora a definigdo seja recente, o uso de microrganismos como probiético
datam até 10.000 A.C por meio da ingestao de vinhos, cervejas e leites fermentados
(OZEN e DINLEYICI, 2015). Na historia antiga, o uso diario desses alimentos era visto
como sagrado, pois proporcionava melhora em desconfortos intestinais e impedia
infeccdes em periodos de surtos (RAD et al., 2012). Em 1856, Louis Pasteur descobriu
dois tipos de fermentac&o: a alcoolica (Leveduras) e acido latico (Bactérias). Mais
tarde, em 1878 conseguiu isolar bactérias fermentadoras do leite. Somente em 1905,
Elie Metchnikov e Stamen Grigorov identificaram um Lactobacillus a partir de um
iogurte bulgaro, nomeando a espécie Lactobacillus bulgaricum (OZEN e DINLEYICI,
2015; GASBARRINI et al., 2016).

2.5.2 Regulacgao e aplicagao de probiético

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), agéncia reguladora no
Brasil, considera como probiético uma série de espécies de bactérias: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhammosus,
Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis,
Bifidobacterim bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis),
Bifidobacterium longum, Enterococcus faecium, em concentragbes que podem varia
de 108-10° UFC (Unidade Formadora de Col6nia) (RIAZ e MASUD, 2013; SOARES et
al., 2017). Além do mais, os microrganismos probiéticos sao divididos em: 1) Bactérias
produtoras de acido latico (Lactobacillus e Bifdobacterium); 2) Bactérias esporuladas
(Bacillus e Clostridium); 3) Leveduras (Saccharomyces) (RAD et al., 2012).

Ao considerar que os efeitos benéficos sao determinados pela espécie e cepa
especifica, a FAO/OMS em 2002 criou um manual com as principais medidas para
caracterizar um potencial probiético. Nesse mesmo pensamento, a ANVISA também
tem disponibilizado por meio da RDC N° 241 de 2018 os requisitos para a aprovagao
de probidticos para consumo humano (ANVISA, 2018). Os requisitos vao da
identificacdo da espécie por métodos genotipicos e fenotipicos a sua inclusdo em

colegao de cultura reconhecida internacionalmente. Adicionalmente, sdo necessarios
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realizar testes in vitro e in vivo, verificar a auséncia da producao de toxinas, toxicidade
aguda e crbnica, genotoxicidade e mutagenicidade, toxicidade reprodutiva e
susceptibilidade a dois antibiéticos, no minimo. (VANDENPLAS et al., 2015; ANVISA,
2018).

2.5.3 Mecanismo de acao

Os probidticos podem exercer seus efeitos benéficos por diversas vias quando
colonizado no intestino (Figura 19). O microbioma, em especial na regido do colon, é
composta por bactérias do filo Firmicutes (Roseburia inulinivoranse Roseburia
intestinalis) e Bacteroidetes (Bacteroides uniformis) que destacam-se pela sua
atividade fermentativa a partir de carboidratos nao digeriveis resultando na produgéo
acidos organicos e acidos graxos de cadeias curtas, assim como os alimentos
suplementados com bactérias acido latico (Formato, acetato, lactato, butirato e
propionato) (MACFARLANE e MACFARLANE, 2003; LOUIS e FLINT, 2017).

A absorcao desses substratos é caracterizada por desencadear uma série de
regulagdes metabdlicas no hospedeiro que pode estar associado a sua ligagdo nos
receptores de acidos graxos livres (FFAR tipo 2 e 3, sigla em inglés) presentes nas
células intestinais e imunologicas (LE POUL et al., 2003). O butirato, por exemplo, foi
investigado quanto a sua contribuicdo na integridade intestinal. O butirato foi capaz de
promover o aumento na expressao de proteinas que compde o sistema de jungao
celular (Claudina, ocludina e caderinas), reduzindo a permeabilidade intestinal, e
consequentemente impedindo a invasado de patdégenos e o desencadeamento da
inflamacéo local (WANG et al., 2012; BHAT et al., 2019).
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Figura 19 - Diferentes vias estimuladas pela agédo de bactérias comensais
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Além do mais, o butirato foi relacionado como fator anti-inflamatério inibindo a
translocagao do LPS (Lipopolissacarideo) e a ativagao do fator nuclear kappa-8 (FN-
kB) impedindo a degradagé&o do seu inibidor (LIU et al., 2014). A regulacéo de lipideos,
glicose e do apetite também sao relatadas em serem moduladas pela agao dos acidos
graxos de cadeia curta (MORRISON e PRESTON, 2016). A integridade da jungéao
celular intestinal também esta associada a producao de proteinas do choque térmico
citoprotetoras, as quais sdo aumentadas em situacdes de estresse para evitar a lise
nao programada (LIU et al., 2003). Estudos com o Lactobacillus rhamnosus GG cepa
ATCC 53103 levou ao aumento das proteinas hsp 25 e hsp 72 por meio da ativagao
das MAPSKs (Proteinas Quinase Ativadas por Mitogénio), via de sinalizagéo celular.
(TAO et al., 2006).

Uma outra via pelo qual os probidticos atuam é na competicdo por sitios
comuns nas células intestinais inibindo a colonizagao por bactérias hostis (TSAl et al.,
2008). E amplamente descrito que as bactérias produtoras de acido latico inibem
especies de Escherichia coli, Salmonella e Listeria monocytogenes (TODORIKI et al.,
2001; TSAl et al., 2008; NAKAMURA et al., 2012). Além da competi¢cao por receptores
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comuns, as BAL (Bactérias Acido Latico) podem tornar o microambiente desfavoravel
para a reprodugao de patdégenos (BRITO et al., 2012).

A adesao de bactérias probidticas nos enterécitos também desencadeiam a
producao de proteinas liticas e melhora a producdo de mucina para impedir a
colonizagao de microrganismos patogénicos (BRITO et al., 2012). As bactérias acido
latico sdo descritas por estimularem a producdo de defensinas pelas células de
Paneth (Células presentes na porgdo basal das criptas intestinais) como as [-
defensinas, catelecidinas, ribonucleases e fosfalipase Az, interferindo na integridade
da célula bacteriana (SATO e IWASAKI, 2005). Além de estimularem as células do
hospedeiro, as préprias bactérias também secretam proteases (bacteriocinas) que
inibem a reprodugao de microrganismos. Como exemplos, a espécie de Lactobacillus
acidophilus secreta a lactacina B, ja o Lactobacillus plantarum a plantaricina
(NIELSEN et al., 2010; BRITO et al., 2012)

O aumento da produgdo na camada do muco intestinal impede a adeséo de
outros microrganismos responsaveis por enterites (CANDELA et al., 2007). A mucina
€ rica em glicoproteinas, imunoglobulinas e outras proteinas livres que impedem a
colonizagdo de bactérias enteropatogénicas. Espécies de Lactobacillus reuteri, L.
plantarum e Bifdobacterium longum, por exemplo, medeiam a produgdo de muco
(MUC2 e MUC3) e impedindo a inflamagéo nos enterécitos (CANDELA et al., 2007,
BRITO et al., 2012).

Além da sua interagao com as células intestinais, os probidticos podem interagir
com o0s componentes imunologicos por meio das células dendriticas locais. O
reconhecimento dos componentes microbianos ocorre por meio dos Receptores de
Reconhecimento Padréo (PPR, sigla em inglés), em que os Receptores Toll-like
(TLRs, sigla em inglés) sdao os mais estudados (VINDEROLA et al., 2005). A
estimulacdo induzida nas células dendriticas e macrofagos influenciam a
diferenciacdo das diferentes populagbes de células T (Th1, Th2, Th17 e Treg)
(LEBEER et al., 2010).

Os receptores TLR2 e TLR4 sao responsaveis pelo reconhecimento de
constituintes das bactérias, como os lipopolissacarideos (LPS) e o acido lipotecoico
(ALT), os quais estimulam a via de sinalizagcdo por NF-kB, MAPKs e STATs
(Transdutores de Sinais e Ativadores de Transcricdo) com aumento de secrecdes de
citocinas de carater proé-inflamatéria (VINDEROLA et al.,, 2005; THOMAS e
VERSALOVIC, 2010). No entanto, metabdlitos de cepas probidticas sdo capazes de
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modular o sistema imune. A espécie de Saccharomyces boulardii (Laboratério
Biocodex, Montrouge, Franga), por exemplo, foi capaz de inibir a ativagao da via NF-
kB (SOUGIOULTZIS et al., 2006). Outras espécies como a Bifdobacterium breve cepa
BbC50 e Streptococcus thermophilus cepa ST065, também foram caracterizadas por
modularam a resposta do LPS em macrofagos reduzindo a sua ligagado ao receptor
TLR4 e consequente inibicdo da cascata inflamatéria mediada por citocinas IL-13 e
TNF-a (MENARD et al., 2004).

Os efeitos do acido lipotecoico (ALT), um componente do peptideoglicano, se
apresentam de forma paradoxal. Enquanto o ALT isolado de Lactobacillus plantarum
cepa K8 inibe a cascata NF-kp e MAPK bem como a expressao do receptor TLR4, o
ALT de Lactobacillus casei cepa YIT9029 apresenta efeito estimulador nas vias de
sinalizagdo de células monociticas (MATSUGUCHI et al, 2003; KIM et al., 2008).
Esses resultados ressaltam a importancia da aplicagao da espécie e cepa especifica
para a finalidade desejada.

As células dendriticas (CDs) desempenham fungdes essenciais para a
manutencdo da homeostase intestinal, controlando os estimulos préprios e nao
proprios do hospedeiro e orquestrando a proliferacdo e diferenciagdo das
subpopulagdes das células T (THOMAS e VERSALOVIC, 2010). A sobrevivéncia das
células dendriticas pode ser prolongada por meio dos metabdlitos da fermentacéo de
bactérias acido latico. O BbC50sn resultante da fermentacao de Bifidobacterium breve
cepa C50 induz a fosforilacdo da via PI3K/Akt aumentado a sobrevivéncia celular, a
producao de proteinas anti-apoptéticas (Bclx) e a maturagéo das células (HOARAU et
al., 2006; HOARAU et al., 2008).

A incubacéo de células dendriticas com o VSL#3 (Uma mistura de espécies de
Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp, Streptococcus thermophilus) resultou numa
reducao na secrecao de IFN-y de células T efetoras induzidas pelas CDs, bem como
uma reducdo na diferenciagdo de células Th1 (HART et al., 2004). As células Treg
também sao estimuladas por CDs tratadas com outras cepas probidticas como
Bifidobacterium lactis W51 (ROOCK et al, 2010), L. casei DN-114 001, Streptococcus
thermophilus DN-001 (BABA et al., 2008). Esses efeitos tém sido benéficos em
modelos murinos com quadros de colite crénica e em amostras da regido iliaca de
paciente portador da doenga de Crohn (GIACINTO et al., 2005; CAROL et al., 2006).

O tecido intestinal possui dois compartimentos para o desencadeamento da

resposta imunologica, uma regido indutora e outra efetora (Figura 20). Essas regides
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sao formadas pelos Tecido Linfoide Associado ao Intestino (GALT, sigla em inglés) o
qual apresenta células da imunidade inata e adaptativa (HE et al., 2007). O GALT é
ainda constituido pela unido de inumeros foliculos (também conhecido como “Peyer’s
Patches” ou Linfonodos Mensetéricos) contendo células B e envolvido por células T,
0s quais também s&o encontrados associados ao epitélio intestinal, em especial as
células M, as quais sao especializadas em fagocitar e apresentar os antigenos as DCs
(BRANDTZAEG et al., 2008; KANAYA e OHNO, 2014).

Figura 20 - Apresentacao de antigenos na mucosa intestinal e indugédo da produgéo de IgA
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Fonte: BRANDTZAEG et al. (2008).

Algumas cepas probidticas ja foram investigadas em induzir a produgao de IgA.
A espécie de Bifidobacterium bifidum Bb-11 foi capaz de aumentar o numero de
células plasmaticas na lamina proépria do tecido intestinal com o consequente aumento
de IgA, no entanto, ainda postula-se qual o impacto da produgdo de IgA na
manutengdo do microbioma e sua influéncia nas colites (THOMAS e VERSALOVIC,
2010).

Acredita-se que a producgao de IgA seja a razdo da inibigdo inflamatério, visto
gue animais deficientes na producgao de IgA tiveram uma estimulagao exacerbada da
resposta imune inata associada a producdo de NO (Oxido Nitrico) (PETERSON et al.,

2007). Por fim, supde-se que a produgdo local dessas imunoglobulinas podem
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funcionar com uma chave de “bloqueio” controlando a passagem de bactérias e

manutengdo da microbiota comensal. (PETERSON et al., 2007; BUNKER e
BENDELAC, 2018).

2.5.4 Probiodticos versus parasitos intestinais

Visto o antagonismo direto (por competi¢ao na colonizagao intestinal) e indireto
(mecanismos imunomoduladores), uma série de bactérias acido latico foram avaliadas

em infecgdes intestinais causadas por protozoarios e helmintos. A tabela 1 ilustra o
efeito dos probidticos nas infecgdes parasitarias.

Tabela 1 - Avaliagao terapéutica de probidticos frente as infecgdes por parasitas intestinais

Parasito Cepa probidtica Resultados Referéncia
Lactobacillus Atividade in vitro e HUMEM et al.
Jjohnsonii La1 in vivo contra 2005.

trofozoitos;
Giardia lamblia

Atividade in vivo

contra trofozoitos;
Lactobacillus Aumento de IgA; GOYAL et al. 2011.
rhamnosus GG Aumento da
expressao de GOYAL et al. 2013.
células TCD4+;
Diminuicao de
TNF-a e IFN-y;
Aumento de IL-6 e
IL-10.
Reducao do
numero de
Lactobacillus casei  trofozoitos em até
Entamoeba (NCDC299) 80%;
histolytica Enterococcus Alteracao SARJAPURAM et
faecium morfolégica dos al. 2017
(NCDC124)

trofozoitos;
Acéo potencializada
pela associacao
dos probidticos
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Parasito Cepa probidtica Resultados Referéncia
Toxocara spp Lactobacillus Reducado das larvas  WALCHER et al.
rhamnosus ATCC recuperadas 2017
7469
Strongyloides spp. Bifidobacterium Reducéo da carga
animalis 04450B parasitaria OLIVEIRA-
-Auséncia de SEQUEIRA et al.
alteracdes das 2014
criptas frente ao
tratamento
-Vilosidades
preservadas

Diminuigdo nas
lesdes hepaticas,

Schistosoma Lactobacillus casei, consequente da
mansoni L. plantarum, L. diminuicao da carga
acidophilus e L. parasitaria e da
reutrie contagem de ovos GHANEM et al.
dos camundongos 2005.
infectados.

-Restauracao dos
niveis séricos de
aspartato
aminotransferase
(AST), lactato
desidrogenase
(LDH) e gama
glutamil transferase
(GGT).

Fonte: Do autor (2024).

2.5.5 O género Bacillus aplicado como probiético

O numero de estudos envolvendo as espécies de Bacillus spp. sao
relativamente timidas quando comparada as bactérias acido latico. No entanto,
numerosas cepas ja foram identificadas como biosseguras para aplicagao probidtica
em humanos e animais (Tabela 2) (JEZEWSKA-FRACKOWIAK et al., 2018).

Pertencente a Familia Bacillaceae, o género Bacillus € caracterizado por ser

Gram-positivo, possuir forma de bastdo, aerébios ou anaerdbios facultativos, moveis
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e formadores de esporos. Sdo amplamente distribuidos na natureza, presentes no
solo e vegetacdo (CONTESINI et al., 2018). As espécies de Bacillus spp. chamam
atencdo por serem bactérias capazes de formar esporos, ao contrario dos
Lactobacillus spp. A forma esporulada representa um estado de resisténcia e
consequente sobrevivéncia em condi¢cdes adversas, um fator atrativo para industria
alimentar (LEE et al., 2019). Nesse sentido, os esporos de Bacillus spp. sao capazes
de sobreviver ao trato gastrointestinal (em especifico, o suco gastrico), podem resistir
aos processos térmicos aplicados no setor alimenticio e manter um tempo de vida util
prolongado nas prateleiras comerciais (JEZEWSKA-FRACKOWIAK et al., 2018; LEE
et al., 2019).

Tabela 2 - Exemplos de Bacillus spp. e respectivas cepas identificadas como probioticos

Nome das espécies Cepas
Bacillus amyloliquefaciens DSM 7, ATCC 23350
Bacillus attrophaeus DSM 7264, ATCC49337, NRRL-NRS
2123,
NBRC 15539
Bacillus cereus DSM 31, ATCC14579, CCM 2010,

LMG6923, NCIB 9373, NCTC 2599

Bacillus coagulans DSM1, ATCC 7050, NCIB 9365,
NCTC
10334

Bacillus pumilus DSM 27, ATCC7061, NCIB 9369,
NCTC

10337, CCM 2144

Bacillus safensis DSM 19292, ATCC BAA-1126, LMG
26769, NBRC 100820

Bacillus subtilis DSM 10, ATCC 6051, CCM 2216,
IAM
12118
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Nome das espécies

Cepas

Bacillus toyonensis

BCT-7112T, CECT 876T, NCIMB

14858T

Bacillus vallismortis

DSM

11031,
BCRC17183

NRRL  B-14890,

Fonte: JEZEWSKA-FRACKOWIAK et al. (2018).

O uso dos esporos de Bacillus spp. teve inicio em 1958 na Italia e tem chamado
atencao nas ultimas décadas. Dentre as espécies mais exploradas pode-se destacar:
Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus cereus, Bacillus coagulans e Bacillus
licheniformis (CUTTING, 2011). Muitas dessas espécies ja sdo comercializadas para

o0 consumo humano como suplementos alimentares em formas de capsulas,

suspensdes liquidas ou solidas e comprimidos (Tabela 3).

Tabela 3 - Relagao de probiéticos comercializado para consumo humano

Produto Fabricante Observagoes
Bactisubtil ® Produzido por Marion Céapsula 1 x 10 ° esporos
Merrell (Levallois-Perret, de Bacillus cereus cepa
Franga), mas também IP5832%2 (ATCC 14893).

pela Hoechst e depois
pela Aventis Pharma apos
aquisicoes de
fusbes. Também  citado
como sendo produzido
por Casella-Med, Colbnia,
Alemanha

Bio-Kult ® Protexin Health Care Bacillus subtilisé um
componente de 14 cepas
http://www.bio-kult.com transportadas neste
suplemento probidtico do
Reino Unido.
Biosporin © Biofarm, Dniepropetrovsk, E uma mistura de duas

Ucrania;

Garars, Russia

linhagens de bactérias
antagonistas vivas B.
subtilis 2335 (as vezes
chamado de B. subtilis 3')
e B. licheniformis 2336 (a
proporcao é de 3: 1
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Produto

Fabricante

Observagoes

Biovicerin ®

Geyer Medicamentos SA
Porto Alegre, RS, Brasil

http://www.geyermed.com

Cepa GM de B. cereus.
Suspensao de
10 ¢ esporos ml -’

Bispan ®

Binex Co. Ltd., Busan,
Coréia do Sul

www.bi-nex.com

Esporos de transporte
(1,7 x 107) deB.
polyfermenticus cepa
SCD

Domuvar

BioProgress SpA, Anagni,
Italia

http://www.qiofil.it

Frasco contendo 1 x
10 ® esporos de Bacillus
clausii em suspensao,
rotulado como
contendo B. subtilis ndo é
mais comercializado.

Enterogermina ®

Sanofi Winthrop SpA,
Milao, Italia

www.automedicazione.it

O frasco (5 ml)
transportando  um X
10 6 esporos de B.
clausii na

suspensao. Pelo menos
quatro cepas diferentes
de B. clausii
estao presentes

Flora-Balance

Flora-Balance, Montana,
EUA

www.flora-balance.com

Capsulas rotuladas como
portadoras de Bacillus
laterosporus BOD ¢ mas
contendo Brevobacillus
laterosporus BOD.

Sustenex ®

Ganeden Biotech Inc.,
Ohio, EUA
www.sustenex.com

Lactipan Plus

Istituto Biochimico Italiano
SpA, Mildo, Italia

B.

coagulans GanedenBC °
Capsula contendo
esporos de B.
subtilis rotulados  como
contendo 2 X

10 ° esporos
de Lactobacillus
sporogenes.

Lactospore

Sabinsa Corp.,
Piscataway, NJ, EUA
www.sabinsa.com

Rotulado

como Lactobacillus
sporogenes & mas
contém B. coagulans 6—
15x10° g
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Produto Fabricante Observagoes
Medilac-Vita Hanmi Pharmaceutical B. subtilis estirpe RO179
Co. Ltd., Pequim, China (a 108 g1) em
combinagao
http://www.hanmi.co.kr Com Enterococcus
faecium .

Fonte: CUTTING (adaptado, 2011).

2.5.6 Bacillus cereus

A espécie Bacillus cereus € uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporos.
Na sua forma vegetativa assemelha-se a um bastéo reto e/ou levemente encurvados
(Figura 21), variando conforme o ambiente que forem coletados. Quando semeados
em meio sélido, apresentam col6nias grandes, opacas e apresentam bordas variadas,
alternando de regulares (Meio B. cereus Gema de ovo, Figura 22) ou irregulares
(Mueller-Hinton, Figura 23). Crescem em altas concentragdes de NaCl (7-10%) e
suportam até 100 °C (BOTTONE, 2010).

Figura 21 - Forma vegetativa de Bacillus cereus cepa GM corada pelo método
de Gram

Fonte: Do autor (2024).
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Figura 22 - Colbnias de Bacillus cereus cepa GM em meio seletivo

Fonte: Do autor (2024).

Figura 23 - Colénias de Bacillus cereus cepa GM em meio Agar Mueller-Hinton

Fonte: Do autor (2024).

A bactéria Bacillus cereus é conhecido por ser causador de intoxicagao
alimentar e responsavel pela produgéo de enterotoxinas causando quadros eméticos
e diarreicos (SANKARARAMAN e VELAYUTHAN, 2013). No entanto, sabe-se que
determinadas espécies do grupo cereus nao carregam o gene (PanC Ill) envolvido na
produgéo da cereulidae (toxinas). Baseando-se nesses achados, cepas de Bacillus
cereus com atribuigdes probidticas ja foram descritas e sdo comercializadas para
consumo humano (EHLING-SCHULZ et al., 2005; GUINEBRETIERE et al., 2010;
HEINI et al., 2018).

Na aquicultura (Produgdo de animais aquaticos) a aplicagdo de potenciais

probiéticos de Bacillus cereus tem sido investigado e se mostrado benéfico para a



50

populacao de pepinos marinhos (KUEBUTORNYE et al., 2019). Yang e coloboradores
(2015) isolaram do intestino de pepino do mar duas cepas de Bacillus cereus (cepas
G19 e BC-01), os quais foram implementadas na dieta numa concentragcdo de
10°UFC/kg por 60 dias. Os resultados mostraram uma melhora no desenvolvimento e
resisténcia a infecgdo oportunista associadas a uma maior expressao dos genes (Aj-
rel e Aj-p50) de coelomdcitos (células do sistema imunolégicas). Adicionalmente, Zhao
e colaboradores (2016) também investigaram o potencial probiético de uma cepa
isolada (B. cereus EN-25) que foi capaz de inibir o crescimento de Vibrio splendidus,
nocivo para o pepino do mar.

No Brasil, a espécie de Bacillus cereus (cepa Geyer Medicamentos-GM) é
comercializada como Biovicerin® produzida pela industria Geyer Medicamento desde
de 1953. O produto é disponibilizado em flaconetes contendo 5 mL da suspensao oral
(5x10° UFC) para uso pediatrico e adulto e recomendado para desconfortos intestinais
(GEYER MEDICAMENTOS, 2020). Conforme a bula do medicamento, aprovado pela
ANVISA, Bacillus cereus apresenta propriedades terapéuticas frente a enterocolites
provocada por Escherichia coli, Shigella e Salmonella observada nos ensaios clinicos
(GEYER MEDICAMENTOS, 2020).

Um estudo realizado por Bittencourt e colaboradores (2001), foi avaliado a
capacidade do probidtico Bacillus cereus GM em colonizar o intestino e a capacidade
antagonista junto a bactéria patogénica Salmonella typhimurium (Fundacédo Ezequiel
Dias-BH) em camundongos gnotobidticos. Os resultados mostraram que Bacillus
cereus GM foi capaz de colonizar o intestino em camundongos saudaveis sem
provocar desconfortos ou danos teciduais. Quanto aos camundongos desafiados com
Salmonella typhimurium e tratados com o probidtico, ndo houve manifestagcdo do
quadro da salmonelose. Entretanto, ambas bactérias foram isoladas do tecido
intestinal apdés 10 dias. Evidenciando que Bacillus cereus GM néao interfere na
colonizagao da S. typhimurium, mas apresenta outros mecanismos capazes de inibir
a producdo ou manifestagao das toxinas.

Nesse sentido, associando as propriedades dos probidticos, propomos avaliar
pela primeira vez a cepa GM de Bacillus cereus do produto Biovicerin® frente a
infeccdo de Schistosoma mansoni (Cepa BH). Avaliando a sua repercussao intestinal

e sistémica em contornar as alteracdes observadas na esquistossomose mansoni.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do probidtico Bacillus cereus (GM) sobre a resposta
imunologica e as alteragbes hepaticas e intestinais na esquistossomose

mansoni experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a carga parasitaria;

Avaliar o padrao de oviposigao (oograma);

Quantificar os ovos retidos no tecido hepatico;

Avaliar marcadores bioquimicos de funcao hepatica;

Analisar a concentragao de citocinas Th1/Th2/Th17 (IFN-y, TNF, IL-6, IL-4, IL-
2, IL-10 e IL17A) em cultura de células esplénicas;

Analisar as alteragdes histopatologicas e histomorfométricas dos granulomas
hepatico e intestinal.
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4 METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS, ANIMAIS E FORMAGAO DOS GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Ap6s aprovacao pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de
Biociéncias da UFPE por meio do processo n° 23076.015035/2018-01 o estudo
experimental de intervengao terapéutica foi realizado empregando camundongos
fémeas Swiss Webster (Mus musculus) com 30 dias de nascidos e pesando 28+ 2 g,
obtidos e mantidos no biotério do Instituto Keizo Asami — iLIKA/UFPE. Trinta desses
animais, previamente anestesiados com cloridrato de xilasina e cloridrato ketamina,
foram infectados por via percutdnea com 50 cercarias de S. mansoni (cepa BH). Essa
cepa vem sendo mantida pelo Laboratério de Imunologia e Esquistossomose
Experimental — ILIKA/UFPE, através da passagem sucessiva em caramujos
Biomphalaria glabrata. Os camundongos foram alocados em trés grupos com 10
animais cada, sendo:

Grupo 1 (Controle infectado): Animais infectados que receberam o veiculo
(Solugao fisiologica) do 1° ao 90° dia de tratamento;

Grupo 2 (Profilatico): Animais que receberam Bacillus cereus (GM) 15 dias
antes da infecgao e continuaram recebendo do 16° até o 90° dia de tratamento apds
infecgao;

Grupo 3 (Terapéutico): Animais que receberam o veiculo (Solugéo fisiologica)
antes e apos infecgcédo, em que no 35° dia de infeccao foram tratados com Bacillus

cereus (GM) até o 90° dia de tratamento.

4.2 OBTENCAO DE Bacillus cereus (GM)

Os esporos da cepa GM de B. cereus foram obtidos do Biovicerin® (Geyer
Medicamentos SA, Porto Alegre, RS, Brasil) Lote 19.009.051. Dois frascos (5mL)
contendo 108 esporos/mL, os quais foram adicionados a 390 mL de caldo tripcase de
soja e incubado por 72 horas a 35°C + 2. Em seguida, esta cultura foi aquecida a 75°C
por 10 min e centrifugada a 4000g por 30 min, para concentrar os esporos. O
precipitado foi lavado duas vezes com solugdo salina e semeado em Mueller Agar
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Hinton para enumeragdo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) e os
esporos foram contados em hemocitémetro conforme metodologia descrita por Vidic
e colaboradores (2020). As suspensdes foram padronizadas em 10% esporos/mL,
pipetadas em frascos individuais e fechados hermeticamente e mantidos refrigerado
a 4°C até a administragcdo. A administracao foi de 0,3 mL /dia em dose unica por

gavagem.

4.3 AVALIAGAO PARASITOLOGICA

Contagem dos vermes recuperados

Apods o término do tratamento os animais foram eutanasiados e realizado uma
incisao inicial na parte inferior do abdémen estendendo-se até a caixa toracica. Em
seguida, com auxilio de pinga e tesoura cirurgicas foi feita a perfusdo injetando-se
solucéo salina (cloreto de sédio a 0,85% e citrato de sddio 1,5%) na veia cava inferior
(PELLEGRINO e SIQUEIRA, 1956). Solucdo salina também foi injetada na aorta
descendente, procedendo-se a perfusdo das veias mesentéricas (DUVALL e DEWITT,
1967). Ao final, foi realizada a contagem dos vermes recuperados e classificados
conforme o sexo.

A porcentagem de redugdo da carga parasitaria foi realizada conforme a

equacao:

. cC-V
%Reducao = x 100

Onde:

C = Numero médio de vermes recuperados a partir de animais infectados e nao
tratados.

V= Numero médio de vermes recuperados a partir de animais infectados e

tratados.
Oograma
Foram removidos trés fragmentos (1cm cada) da porgdo média do intestino

delgado e lavados com solugdo salina para remocédo das fezes. Em seguida, os

tecidos foram transferidos para uma lamina de microscopia e recobertos por laminula.
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Os ovos foram classificados em imaturos, maduros e mortos por meio da observacao

em microscopio optico (objetiva 10X) em 10 campos (PELLEGRINO et al.,1962).

Quantificagcdo de ovos no tecido hepatico

Para estimar o numero de ovos por grama do tecido hepatico, foi coletado
fragmentos do érgéo e processado individualmente, conforme a técnica de digestéao
hepatica em hidroxido de potassio 4% (KOH 4%). Os ovos foram contados em
triplicata por amostra. (CHEEVER, 1968).

4.4 DOSAGEM BIOQUIMICA DOS MARCADORES DE FUNGCAO HEPATICA

Para determinacdo das concentracdes séricas de Alanina Aminotransferase
(ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), Fosfatase Alcalina (FAL) and Gama-
Glutamil-Transferase (Gama-GT), o sangue foi coletado por puncgédo cardiaca
(Donavan e Brown, 2005) e transferidos para tubos de eppendorfs, os quais foram
centrifugados para separacéo do soro conforme Mazzaccara e colaboradores (2008).
Camundongos ndo infectados foram introduzidos como controles sadios e os valores
obtidos serviram como referéncia.

As dosagens da AST (Lote 0103), ALT (lote 0101), Gama-GT (Lote 0060) e FAL
(Lote 0006) foram realizadas utilizando reagentes da Bioclin (Brasil). Os protocolos
para processamento e leitura das amostras foram realizados conforme recomendado

pelo fabricante.

4.5 DOSAGEM DE CITOCINAS EM CULTURA DE CELULAS ESPLENICAS

A cultura de esplendcitos foi realizada em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) com
soro fetal bovino e a viabilidade celular observada apés coloragao pelo Trypan Blue
(10%). As culturas foram mantidas em meio RPMI caracterizando auséncia de
qualquer mitdbgenos e sob estimulos da Concanavalina A (5 pg/mL) e esporos do B.
cereus (1 x 108 UFC). Os niveis de TNFa, IFN- vy, IL-6, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17A da
cultura das células esplénicas foram mensurados com Cytometric Bead Array (CBA)
utilizando o kit CBA mouse Th1/Th2/Th17 de acordo com as instrugcdes do fabricante.

Os dados foram adquiridos no Becton Dickinson FACScalibur citbmetro de fluxo e
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analisado pelo software FCAP 3.0 (BD Bioscience). Os resultados foram expressos
com a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e a média dos niveis das citocinas

foram expressos em pg/mL.

4.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA DOS
GRANULOMAS HEPATICOS E INTESTINAL

Fragmentos do figado e intestino removidos da parte central do I6bulo esquerdo
e da porgdo meédia do intestino delgado foram fixados em formaldeido a 10%
tamponado em PBS, incluidos em parafina para obtengéo de cortes histolégicos com
5um de espessura para posterior coloragdo com Tricrobmio de Masson (TM).

Seis campos aleatérios por amostra foram utilizados para avaliagao
histopatoldgica e determinagdo do volume médio dos granulomas. Inicialmente, em
granulomas contendo ovos ou vestigios de ovo central foram medidos dois didmetros
perpendiculares ao nivel médio transmiracidial de todos os granulomas para
determinar o didametro médio (PHILLIPS et al., 1977).

Considerando a forma esférica dos granulomas, os raios obtidos a partir de
seus diametros foram utilizados para calcular o volume da esfera, obtendo assim, o
volume dos granulomas, usando a seguinte férmula: V = 4/31R3, onde R = raio; T =
3,14 (FEMOE et al., 2022). As imagens foram capturadas usando um microscopio
otico (Leica®) conectado a uma camera digital (Nikon®) e a um computador contendo

software de analise (Motic Images Plus 2.0 MLTM).
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5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo demostrados no artigo publicado, o qual se

encontra no apéndice A.
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6 CONCLUSAO

O probidtico Bacillus cereus GM foi capaz de modular a resposta infecciosa
causada por Schistosoma mansoni (BH) frente as diferentes fases evolutivas
evidenciadas pela reducdo da carga parasitaria. Além disso, a redugdo da carga
parasitaria esta associada a imunomodulagado promovida pelo probiético por meio da
polarizacéo do perfil Th1. Esta modulagao repercutiu, significativamente, na redugao
do volume médio dos granulomas hepatico e intestinal e melhorou as concentragdes
dos marcadores de funcéo hepatica.

Diante do exposto, conclui-se que o probidtico Bacillus cereus GM pode ser
considerado uma ferramenta terapéutica para o tratamento da esquistossomose
mansoni, o qual ainda podera ser explorado para potencializar o seu efeito protetor e

esquistossomicida.
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Abstract

Probiotics contribute to the integrity of the intestinal mucosa and preventing dysbiosis caused by opportunistic pathogens,
such as intestinal helminths. Bacillus cereus GM obtained from Biovicerin® was cultured to obtain spores for in vivo
evaluation on experimental schistosomiasis. The assay was performed for 90 days, where all animals were infected with 50
cercariae of Schistosoma mansoni on the 15th day. Three experimental groups were formed, as follows: Gl1—saline solution
from the 1st until the 90th day; G2—B. cereus GM (10° spores in 300 pL of sterile saline) from the 1st until the 90th day;
and G3—B. cereus GM 35th day (onset of oviposition) until the 90th day. G2 showed a significant reduction of 43.4% of
total worms, 48.8% of female worms and 42.5% of eggs in the liver tissue. In G3, the reduction was 25.2%, 29.1%, and 44%
of the total number of worms, female worms, and eggs in the liver tissue, respectively. G2 and G3 showed a25% (p < 0.001)
and 22% (p <0.001) reduction in AST levels, respectively, but ALT levels did not change. ALP levels were reduced by 23%
(p <0.001) in the G2 group, but not in the G3. The average volume of granulomas reduced (p < 0.0001) 65.2% and 46.3%
in the liver tissue and 83.0% and 53.2% in the intestine, respectively, in groups G2 and G3. Thl profile cytokine (IFN-y,
TNF-«, and IL-6) and IL-17 were significantly increased (p < 0.001) stimulated with B. cereus GM in groups G2 and G3.
IL-4 showed significant values when the stimulus was mediated by ConA. By modulating the immune response, B. cereus
GM reduced the burden of worms, improved some markers of liver function, and reduced the granulomatous inflammatory
reaction in mice infected with S. mansoni, especially when administered before infection.

Keywords Probiotic - Bacillus cereus - Schistosomiasis - Schistosoma mansoni - Immunomodulation
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Introduction

Schistosomiasis is a parasitic disease endemic to tropical
and subtropical countries with acute and chronic reper-
cussions caused by fluke worms of the genus Schistosoma
(Shams et al. 2022). Currently, 78 countries have records
of the discase, and it is estimated that 251.4 million people
will need preventive chemotherapy in 2021 (World Health
Organization 2023).

Schistosoma mansoni, S. japonicum, S. mekongi, and
S. intercalatum are the most prevalent species of medical
interest that cause intestinal schistosomiasis, while S. /iae-
matobium is responsible for urogenital schistosomiasis, S.
mansoni is the most prevalent species on the African conti-
nent and the only one present in Central and South America
(Dejon-Agobé et al, 2022; World Health Organization 2023).

With Schistosoma mansoni, the inflammatory and gran-
ulomatous response to egg antigens results in fibrosis and
functional impairment of the hepatosplenic and gastro-
intestinal systems, the severity of which is related to the
parasite load over time of infection and the host’s immune
response (Colley and Secor 2014; LoVerde 2019). The
disease is largely triggered by cellular immune responses
and generation of cytokine patterns, during different stages
of the parasite life cycle in the course of infection (Pearce
and MacDonald 2002).

Treatment for schistosomiasis is performed by adminis-
tering praziquantel (PZQ), the drug of choice for over 40
years (Siqueiract al. 2017). Although safe in terms of toxic-
ity and effective against adult worms, itis ineflective against
young worms, does not protect patients from re-infections,
and there are reports of worm resistance and does not mani-
fest antifibrotic and anti-inflammatory activities at antipar-
asitic concentrations (Couto et al, 2011; Thetiot-Laurent
2013; Vimieiro etal, 2013; Vale etal. 2017).

Given the limitations of PZQ, our group works to
evaluate new therapeutic alternatives for schistosomiasis
(Soares etal. 2023, Aratjo et al. 2020, Aradjo etal. 2019a,
Silva et al. 2018). One of them is the administration of
probiotics (Cruz et al. 2022),

Probiotics are defined as “live microorganisms that, when
administered in adequate amounts, confer some benefit to
the host™ (Hill et al. 2014). Probiotics exert their effects
through mechanisms such as maintaining intestinal integ-
rity through short-chain fatty acid metabolism (Wang ct al.
2012: Bhat et al. 2019), anti-inflammatory action (Liu ct al.
2014), increased mucin production, inhibition of adhesion
of gastrointestinal pathogens (Servin 2004; Bermudez-Brito
etal, 2012), and immunomodulation through Toll-like recep-
tors (Vinderola et al, 2005; Thomas and Versalovic 2010).

Lactic acid-producing bacteria (Lactobacillus and
Bifdobacteriumy), spore-forming bacteria (Bacillus), and

&) Springer

Yeasts (Saccharomyces) are part of the main groups of
probiotic microorganisms (Azad et al. 2018).

Probiotics obtained from the genus Bacillus are respon-
sible for numerous beneficial effects in humans (Meroni
et al. 1983; Hoa et al. 2000; Cutting 2011; Plaza-Diaz et al.
2014; Kadaikunnan et al. 2015; Elshaghabee ct al. 2017;
Piewngam ct al. 2018). Because they are sporulated, these
bacteria resist stomach pH and bile, and because of their
rapid germination, they casily colonize the intestine (Jeze-
wska-Frackowiak et al. 2018).

B. cereus is known to cause food poisoning and to be
responsible to produce enterotoxins causing emetic and
diarrheal conditions (Sankararaman and Velayuthan 2013),
However, it is known that certain strains of Bacillus cereus
do not carry the gene (PanC I11) involved in the production
of the cereulide toxin (Ehling-Schulz et al. 2005; Guine-
breti¢re et al. 2010; Heini et al. 2018).

Strains of B. cereus with probiotic characteristics have
been described and are marketed for human consumption in
the prophy laxis of intestinal dysbiosis, treatment of bacterial
diarrhea of various etiologies and as an adjuvant to antibiotic
therapy (Hong et al. 2005).

In pioneering works carried out by Guida and Guida
(1978) antiparasitic activity of strains of B. cereus, B. mega-
terium, and B. intermedius was observed. The schistosomi-
cidal activity of B. amyloliquefaciens was also observed by
these authors after treatment with the spore suspension for
4to 10 months.

Currently, other probiotics have demonstrated activity
against protozoa and helminths. Studics point to activitics
against Giardia lamblia (Perrucci et al. 2019), Crypto-
sporidium (Foster et al. 2003; Glass et al. 2004), Entamoeba
histolytica (Rigothier et al. 1994; Mohamed et al. 2015),
Toxocara canis (De Avila et al. 2016), Strongyloides ven-
ezuelensis (Oliveira-Sequeira et al, 2014), Trichinella spira-
Iis (Bautista-Garfias et al. 2001), and S. mansoni (Teixeira
et al. 1996; Santos et al. 2004; Mohamed et al. 2016; Cruz
et al. 2022).

In view of the antiparasitic properties attributed to pro-
biotics, the aim of the present study was to determine, for
the first time, the activity of B. cereus strain GM marketed
in Brazil as Biovicerin® on experimental schistosomiasis
mansoni, analyzing parasitological, histopathological, and
immunological parameters.

Materials and methods

B. cereus GM culture and standardization of spore
suspension

The spores of B. cerens GM strain were obtained from Biov-
icerin® (Geyer Medicamentos SA, Porto Alegre, RS, Brazil)
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Lot 19,009,051. Two vials (5 mL) containing 100 spores
were added to 390 mL of trypcase soy broth, incubated for
72 h at 35 °C. Then, this culture was heated at 75 °C for 10
min and centrifuged at 4000g for 30 min, to concentrate the
spores. The precipitate was washed twice with saline and
seeded on Mueller Hinton agar for enumeration of Colony
Forming Units (CFU/mL), and the spores were counted in
hemocytometer according to methodology described by
Vidic et al. (2020). The suspensions were standardized in 10°
spores/mL, pipetted into individual vials, and hermetically
closed and kept refrigerated at 4 °C until administration,

Ethical considerations, animal infection,
and formation of experimental groups

Female Swiss Webster mice (Mus musculus), 30 days old
and weighing 28 + 2 g, were obtained, and maintained in the
vivarium of the Keizo Asami Institute (iLIKA) of the Fed-
eral University of Pernambuco (UFPE, Brazil), according
to standard conditions breeding season 23 + 2 °C, humidity
40-50% and light/dark photoperiod of 12 h with water and
food (Labina®) ad libitum.

The animals were infected percutancously (Olivier and
Stirewalt 1952) with 50 cercariac of S. mansoni (strain BH
- Belo Horizonte, Brazil). Three experimental groups were
formed, with 10 animals cach, as observed in Fig. 1.

B. cerenus GM was administered daily by gavage dose
of 10° spores in 300 pL of sterile saline solution/mice/day
based on the study by Guida and Guida (1978). All mice
were euthanized by cervical dislocation 90 days after the
beginning of the experiment,

The experimental protocols were approved by the Eth-
ics Committee for the Use of Animals of the Biosciences

Center of the Federal University of Pernambuco (CEUA/
UFPE) through process no. 23076.015035/2018-01.

Evaluation of parasitological parameters
Counting of recovered worms

Worms were recovered from the hepatic portal system and
mesenteric vessels by perfusion with sterile saline solu-
tion (0.9% NaCl w/v), counted, and classified (couples or
females) using the technique described by Smithers and
Terry (1965). The percentage reduction in the number of
worms after treatment was calculated according to the equa-
tion: % reduction = C = V/C X 100, where C = mean num-
ber of worms recovered from untreated infected animals and
V = mcan number of worms recovered from treated animals
(Tendler et al. 1968).

Qogram pattern

Three fragments of the small intestine, measuring 3 ¢m,
were cut longitudinally, and used to evaluate the develop-
ment of eggs according to the classification described by
Pellegrino et al. (1962) as immature, mature, and dead.

Quantification of eggs in liver tissue

To estimate the number of eggs per gram of liver tissue,
liver fragments were collected and processed according to
the liver digestion technique in potassium hydroxide (KOH
4%) as described by Cheever (1968).

Treatment Start of the Infection by Couples of S. mansoni Euthanasia
experiment S mansoni adult worms of all groups

NaC109% p— s 0
[:] Beallus corens Way () 1508y "350“!" Wody

)&
o @ I

Fig. 1 Experimental drawing, The infected animals in G1 (control)
received saline solution (NaCl 0.9% wiv) 1S days before infection and
continuad to receive it until the Yth day of experimentation; G2—
animals received B cerenus GM 1S days before infection and contin-

ued to receive it until the 90th day of experimentation; G3—animals
reccived B. cerens GM from the 35th day of infection (beginning of
oviposition by S. mansoni) until the %th day of experimentation (40
daysol therapeutic intervention)
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Biochemical dosage of liver markers

For the determination of serum concentrations of alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST),
alkaline phosphatase (ALP), and gamma-glutamyl trans-
ferase (y-GT), blood was collected by cardiac puncture
(Aratjo ct al. 2019b) and transferred into eppendorfs tubes,
which were centrifuged to separate the serum (Mazzaccara
ct al. 2008). Non-infected mice were introduced as healthy
controls, and the values obtained served as a reference. The
dosages of AST (Batch 0103), ALT (Batch 0101), y-GT
(Batch 0060), and ALP (Batch 0006) were performed using
reagents from Bioclin (Brazil). The protocols for processing
and reading the samples were performed as recommended
by the manufacturer,

Histopathology and morphometry of hepatic
and intestinal granuloma

Liver and intestine fragments, removed from the central part
of the left lobe and the middle portion of the small intestine,
respectively, were fixed in 10% buffered formaldehyde in
PBS, ecmbedded in paraffin to obtain histological scctions
with 5-pm thickness for subsequent staining with Masson's
trichrome (TM). Six random ficlds per sample were used
for histopathological evaluation and determination of mean
granuloma volume. Initially, in granulomas containing cggs
or traces of a central egg, two diameters perpendicular to the
mean transmiracidial level of all granulomas were measured
to determine the mean diameter (Phillips et al. 1977). Con-
sidering the spherical shape of the granulomas, the radii
obtained from their diameters were used to calculate the
volume of the sphere, thus obtaining the volume of the gran-
ulomas, using the following formula: V = 4/3aR3, where R
= radius; &= 3.14 (Femoe et al. 2022; Aires et al., 2023).
Images were captured using an optical microscope (Leica®)
connected to adigital camera (Nikon®) and a computer run-
ning analysis software (Motic Images Plus 2.0 MLTM).

Cytokine levels in spleen culture

Splenocyte cultures were performed in RPMI 1640 medium
(Sigma-Aldrich®) with fetal bovine serum and cell viability
was observed after staining with Trypan Blue (10%). The
cultures were maintained in RPMI medium characterizing
the absence of any mitogens and under stimuli of Conca-
navalin A (5 pg/mL) and spores of B. cereus (10°/mL). The
TNF-«, IFN-y, IL-6, IL-2, IL-4, and IL-17A levels from
spleen cells culture were measured with cytometric bead
array (CBA) using the CBA mouse Th1/Th2/Th17 Kit,
according to manufacturer’s instructions, Data were acquired
in a Becton Dickinson FACScalibur flow cytometer and
analyses performed using FCAP array software v 3.0 (BD

@ Springer

Bioscience). The results were expressed as mean fluores-
cence intensity (MFI), and cytokine levels are represented
as mean (+ standard deviation) pg/mL.

Statistical analysis

Quantitative variables were expressed as mean and stand-
ard deviation, qualitative variables as absolute and relative
frequencies. To compare the results obtained between the
different groups, the data were analyzed by analysis of vari-
ance—ANOVA, with the aid of the GraphPad Prism 5.0
software, considering the significance level (p < 0.05) for
all cases.

Results
Effect of B. cereus GM on parasitological parameters

In mice treated with B. cerens GM 15 days before infection
(G2) or after 35 days of infection (G3), there was a signifi-
cant reduction in the worm burden and in the number of eggs
retained in the liver tissue compared to infected mice (G1).
When B. cereus GM was administered to animals in the G2
group, there was a reduction of 43.% (p < 0.001) and 48.8%
(p <0.05) of total and female worms, respectively (Fig. 2A)
and reduction in the number of eggs in the liver tissue of
42.5% (p < 0.01) (Fig. 2B). In the animals of the G3 group,
the reduction in the total loads of worms and females was
25.2% (p < 0.05) and 29.1%, respectively (Fig. 2A), and
a reduction in the number of eggs in the hepatic tissue of
44% (p < 0.01) (Fig. 2B). The oogram pattern has not been
changed by the B. cereus GM. All egg stages (immature,
mature, and dead) were visualized on the intestinal wall and
showed no significant difference when compared to the con-
trol (Fig. 2C).

Effect of B. cereus GM on some parameters
of the liver function

To determine the impact of B. cereus GM on the change in
liver function induced by S. mansoni infection, transaminase
(ALT, AST), ALP, and y-GT activities were measured in
serum. Results are expressed in Table 1. ALT, AST, ALP,
and y-GT levels were significantly increased (p < 0.001)
in the infected control group (G1) compared to the healthy
group. The treated groups G2 and G3 showed a reduction
in AST levels of 25% (p < 0.001) and 22% (p < 0.001),
respectively, compared to the G1 group. However, ALT lev-
els showed no reduction. Alkaline phosphatase levels were
reduced by 23% (p < 0.001) in the G2 group, but not reduced
in the G3 group. The levels of the y-GT enzyme showed a
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Fig.2 ENectol B. cerens GM A
(10% spores in 300 pL.) in mice
infected with S. mansoni in two
therapeutic regimens, start-

ing 15 days before infection
until the end of the experiment
(G2) and starting 35 days after
infection until the end of the
experiment (G3) compared

to the control group (G1). A
Parasite burden, where the
letters A in groups G1-G3 cor-
respond to total worms and B
to female worms, B number of
eggs trapped in liver tissue and
C oogram pattem
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Table 1 Measurements of biochemical markers of liver lunction
Grup AST(U/L) ALT (U/L) ALP(U/L) GT (U/L)
Healthy noninfected control 354468 208+ 54 444 49 5.1 206
G l—infected control T4.9 4+ 5.1 ¢ee 402 4 4.2 ¢o« ST8 £ 20 %+ 834124
G2—treated before infection 5624 6.7 ¥¢+° B8 & 7.5 ¢¢¢ 44.6 £2.9"° 6.6+ 1.5
G3—treated 35 days after infection S8.7 £4.7 ¢¢e2 3905 4 6.4 +++ 573443 ¢4+ TA 224 ¢

Data are expressed as means + standard deviations. ANOVA lollowed by Tukey multiple comparison test was also used for statistical analysis

**p <001 and ***p <0.001: values are significantly different from thase of uninfected mice (healthy noninfected control grup)

“p <0001 values are significantly different from those of infected mice (G1)

®p < 0.001: values are significantly dilferent [rom those of infected mice treated 35 days alter infection (G3)

reduction when compared to the G1 group, but it was not
statistically significant.

Effect of the B. cereus GM on schistosomal
granuloma

Through morphometric analysis, it was possible to verify
significant differences in the mean volumes of periovular
granulomas, present in the liver and intestine of animals
treated with B. cereus GM before infection (G2) and from
the 35th day of infection (G3), when compared to untreated
animals (G1) (Fig. 3).

Periovular granulomas present in the liver of animals in
group G1 had a mean volume of 2.3 + 0.7 mm?, while in

treated animals, it was 0.8 + 0.4 mm?*and 1.2 + 0.7 mm?
in groups G2 and G3, respectively. These numbers reveal
a significant reduction in the average volume of granulo-
mas of 65.2% (p < 0.0001) in G2 and 46.3% in G3 when
compared to G1. The average volume of granulomas in the
intestine was 0.5 + 0.1 mm?, 0.1 + 0.03 mm’, and 0.2 +
0.1 mm® in groups G1, G2, and G3, respectively. With a
significant reduction (p < 0.0001) in the treated groups G2
(83.0%) and G3 (53.2%) when compared to the G1 group, a
significant difference was also observed between the treated
groups, with an average volume of granulomas 2.7 times
smaller in the G2 group. Evaluating the histopathological
profile of the hepatic tissue and intestinal mucosa, a typical
chronic inflammatory infiltrate is observed in both tissues,
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Fig. 3 Histological sections of
liver and intestinal tissve from
mice infected with S. mansoni
and treated with B. cerens GM
(10° spores in 300 L), showing
periovular granulomas stained
with Masson trichrome and
mean volume of granulomas
(graph). A, C,E, and G Liver
tissue and B, D, F, and H intes-
tinal tisswe, A, B Control saline
solution (G1); C, D treated 15
days belore infection until the
end of the experiment (G2); E,
F treated on the 35th day after
infection until the end of the
experiment (G3); G, H mean
volume of granulomas showing
significant difference between
treated groups (G2) and (G3)
and controls (G1). **p <001
and ***p <0001 between

Gl vs, G2and G3;™p <005
between G2 and G3

N
1

-—na

-
L

-]
1

Volume of the hepatic granuloma (mm?)

G1

predominating mononuclear cells (lymphocytes and plas-
mocytes), occasional macrophages, and cpithelioid cells
with Langhans-type granulomatous formation. When com-
paring the pattern of the inflammatory response between
the experimental and control groups, no significant altera-
tions are observed regarding the cell types present, but a
decrease in the pool of cells that form the granulomas is
evident, as evidenced in the morphometric analysis of the
volume, In the groups treated from the 35th day of infection
onwards (G3), a greater structuring of the cytoarchitecture
of the granuloma is observed, mainly in the intestine, when
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0.0

-~

Volume of the infestinal granuloma (um’)

G

compared to the G2 group, although it still presents a lower
inflammatory cellularity when compared to the untreated
group. Also, a greater deposition of collagen is visualized in
the granulomas of the G3 group in relation to the G2 group.

Dosage of cytokines IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-2, IL-4,
IL-10, and IL-17A obtained from splenic cell culture

Cytokine levels in culture of splenic cells stimulated by
Concanavalin A (ConA) and B. cereus GM spores and in
culture without mitogens (RPMI-1640 medium) are shown
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Fig.4 Cytokines IFN-y (A), TNF-a (B), IL-2 (C) IL-4 (D), IL-6
(E), and IL-17A (F) levels in the supematant of splenocytes culture,
under ConA mitogenic stimulus and B. cereus GM, from S mansoni
infected mice and treated with B. cerens GM (10* spores in 300 pl.)
15 days before infection until the end of the experiment (G2) and 35

in Fig. 4. Cytokines IFN-y, TNF-«, IL-6, IL-2, IL-4, and
IL-17A were produced in all experimental groups: (G1)
infected animals, (G2) animals treated with B. cereus
GM before infection, and (G3) animals treated from the
35th day of infection. Higher levels of IFN-« and TNF-«
were observed in cultures of spleen cells stimulated by B.
cereus GM spores, while levels of 1L-6 and IL-17 were
higher in cultures stimulated by ConA. IFN-y, TNF-«,
IL-6, and IL-17 increased significantly (p < 0.001) in the
G2- and G3-treated groups when stimulated by B. cereus
GM spores compared to the G1 group. Comparing G2 and
G3, the levels of IFN-y, IL-6, and IL-17 were 48%, 90%,

B
-
8
=
&
s
RPM ConA B cvens RIA ComA B corens RO ConA B covens
G1 G2 Gl
D 2504
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=
g 1504
B
T 10049
=
504
o-
RPMI ConA B. corens RPMI CoaA B. cveny RPMI CooA B. cevent
G1 G2 Gl
F
3
)
O
-
S

R ConA B covens

R Coad B, corens RPAQ ConA B coveus
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days after infection until the end ol the experiment (G3) compared
1o the control group (G1). *p < 0.05, **p <001, and ***p < 0,001,
when compared Gl vs. G2 and G3, while *® p <001 and ™ p < 0.001
when compared G2 vs. G3

and 34%, respectively, higher in the G3 group. While the
TNF-« level was higher by 17% in the G2 group. Fig-
urc 4C, D illustrates IL-2 and IL-4 concentrations obtained
from cultured splenocytes. These cytokines showed higher
levels through ConA. Regarding this stimulus, the 1L-4
levels showed a significant difference (p < 0.0001) in
the G2 and G3 groups when compared to the G1 group
and between the G2 and G3 groups, with levels 2.2 times
higher in the group G3. Within the sensitivity threshold
of the technique used, no concentrations of 1L-10 were
detected.
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Discussion

Itis worrying to have only praziquantel to treat schistoso-
miasis, mainly because it is not effective against schisto-
somula and young worms and may develop resistance in
endemic arcas of high prevalence.

When administered in therapeutic doses, PZQ presents
a significant reduction or elimination of the burden of
adult worms and consequent reduction in the number of
eggs in the hepatic tissue, as demonstrated by the work of
Pica-Mattoccia and Cioli (2004), Morsy (2009), Khalil
et al. (2022), and Bakery et al. (2022) and those of our
research group (Aires et al. 2012, 2014; Cruz et al. 2022;
Soares et al, 2023), but in mixed infections, with worms
in different evolutionary stages, it fails because it is not
effective on schistosomula and young worms.

Another point to be considered with the use of PZQ is
the resolution of the granulomatous inflammatory process.
Farah et al. (2000) showed that in secondary exposure
after treatment of Schistosoma mansoni infection, there
was a reduction in the diameter of hepatic granulomas
and variations in cytokine levels with an increase in IFN-y
and a reduction in IL-10. However, to manifest effective
antifibrotic and anti-inflammatory activitics, PZQ nceds
higher concentrations than those used as an antiparasitic
(El-Lakkany ct al. 2012; Yepes ct al. 2015; El Gendy ct al.
2019).

In the present study, we demonstrated for the first time
the activity of B. cerens GM obtained from the probiotic
Biovicerin® in modulating the immune response of the
host infected by Schistosoma mansoni, as well as its effect
on the course of the infection, observed from the reduc-
tion of the parasite burden, number of eggs in the liver,
and on the histology and morphometry of schistosomal
granuloma.

Mice treated with B. cereus GM showed a significant
reduction in the total number of worms when compared
to untreated group, with a high percentage reduction in
those treated before infection. These results corroborate
to a few studies on the treatment of experimental schis-
tosomiasis with probiotics. Santos et al. (2004) used the
probiotic Zymomonas mobilis strain CP4 as a treatment in
mice infected with S. mansoni and was observed a reduc-
tion in the parasite burden (61%) after 7 days of treatment.
Two strains of Lactobacillus (Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 and Lactobacillus delbrueckii subsp. bul-
garicus DSM 20080) in association was able to reduce
67.8% of the total burden of worms in the group of animals
treated 7 days before infection by S. mansoni and a reduc-
tion 59.8% after the infection (EI-Khadragy et al. 2019). A
reduction in the total worm burden in41.4% was observed
by Cruz et al. (2022) in mice treated with Bacillus clausii

@ Springer

(Enterogermina®) before infection with S. mansoni. In
that same study, a reduction in 30.1% was determined
for the treated group after 38 days of infection. The total
worm burden was reduced by 53.1% when mice infected
with S. mansoni were administered Lactobacillus sporo-
genes strain UNI-SANKYO LTD for 8 wecks (Mohamed
ct al. 2016).

A significant decrease in the number of eggs per gram
of liver tissue was also registered in the groups treated
with B. cereus GM, mostly in the group treated before
infection. This reduction is directly bind to the reduction
in the total number of worms, especially female worms,
whose reduction was also significant. These results cor-
roborate by Santos et al. (2004), Mohamed et al. (2016),
El-Khadragy et al. (2019), and Cruz et al. (2022).

The oogram pattern is made from the visualization and
counting of different evolutionary stages of S. mansoni
eggs retained in the intestinal tissue. The absence of one
of the stages (immature, mature) presents changes when
oviposition is interrupted or the ovicidal (dead) action of
schistosomicidal compounds (Pellegrino et al. 1962). Dur-
ing the treatment period with B. cereus GM, the oogram
revealed an apparent increase in dead eggs in the groups
treated with B. cereus GM when compared to the control
group, but this increase was not statistically significant.
Thus, the pattern of the oogram regarding the oviposition
of the remaining worms did not change. A similar result
was observed in intestinal tissues by Lin ctal. (2021) with
the use of the probiotic B. subtilis in experimental infec-
tion by S. japonicum. Differently from what was observed
by Mohamed et al. (2016) and Cruz et al. (2022) when
they investigated the schistosomicidal action of the probi-
otics L. sporogenes and B. claussi respectively on S. man-
soni, The authors report a significant increase in immature,
mature, and dead eggs for the first probiotic, while for
the second probiotic, only an increase in dead eggs was
observed.

The formation of hepatic fibrosis is a characteristic of the
pathological evolution caused by the egg antigens of Schis-
tosoma mansoni, omega-1, characterized by highly hepa-
totoxic (Fitzsimmons et al. 2005; Steinfelder et al. 2009).
Damage to the membrane of hepatocytes releases liver
enzymes into the serum (Aly and Mantawy, 2013; Al-Sayed
ct al. 2014) and scems to be responsible for the increase in
the serum enzymes, AST, ALT, and ALP after schistosomal
infection (Naik et al. 2011).

In our experimental model, we evaluated if the treatment
with B. cerens GM attenuates the hepatotoxic effect medi-
ated by S. mansoni egg antigens, For the liver biomarkers
measured, AST transaminase was significantly reduced in
both treated groups, and ALP showed a significant reduc-
tion in the group treated before infection, leading to baseline
levels.



Parasitology Research (2024) 123:72

84

Page9of13 72

Although the hepatoprotective effects of probiotics are not
completely elucidated, it is known that Bacillus spp. strains,
including the B. cereus (Zheng et al. 2016), are capable in
producing exopolysaccharide, a constituent of the extracel-
lular matrix, as a potent antioxidant and anti-inflammatory
providing liver protection (Kodali and Sem 2008; Neag ct al.
2020). Furthermore, Duc ct al. (2005) demonstrated specics
of Bacillus spp. capable of synthesizing carotenoids as a
potent antioxidant, supporting to the neutralization of free
radicals in the hepatocytes.

In schistosomiasis, the immunological response from host
determines the clincal symptoms (Llanwarn and Helmby
2020). At the beginning of the infection, the migration of
the immature forms of the parasite leads the Thl response
with increase of IFN-y, TNF, and IL-6 (Pearce and Mac-
Donald 2002; Wilson et al. 2007). After the oviposition,
fifth or sixth week, there is a reduction in the Thl response
and a predominance of the Th2 response (Meevissen et al.
2012). In our studies, Th1 cytokines (IFN-y, TNF, and IL-6)
remained elevated in groups treated with B. cerens GM.
While the untreated animals produced higher levels of IL4
than the treated.

You ct al. (2018) proved in mice immunized with recom-
binant Schistosoma japonicum insulin receptor (rSjLD1) that
after infection, there was a significant increase in IFN-y in
splenic CD4+ T cells stimulated by rSjLD 1, suggesting a
response of the type Thl associated with protective efficacy
by cercarial challenge.

The predominance of Thl profile cytokines observed in
our study appears to be directly related to the probiotic. Duc
et al, (20044, b) verified the synthesis of IFN-y and TNF-«
in GALT and secondary lymphoid organs when spores of
B. subtilis or B. pumilus were administered to mice. Simi-
larly, to our experimental model, the culture of splenocytes
stimulated by B. cerens GM spores showed a significant
increase in the levels of IFN-y and TNF-« in the treated
groups. IFN-y is a potent key in cellular responses and may
have been produced by an innate immune response, prob-
ably including Natural Killer (NK) cells (Hong et al. 2005).

QOur result corroborates the findings by Roos et al. (2012),
when they used B. cereus var. toyoi as a vaccine adjuvant
against bovine herpesvirus 5 (BoHV-5), leading high levels
of IFN-y and better vaccine response in the supplemented
group. Wherefore, the Thl profile seems to have a signifi-
cant involvement in the protection and, consequently, in the
reduction of the parasitic burden of Schistosoma mansoni,
as showed in our work.

Th1 cytokines playing to the reduction of the parasitic
burden at the early phase infection and several studies have
also shown their influence in decrease the granulomatous
reactions caused for the egg antigen of Schistosoma spp.
(Kaplan et al. 1998; Hoffmann et al. 2000; Schwartz and
Fallon 2018; Molehin 2020). In our work, the volumes

of hepatic and intestinal granulomas were reduced in the
treated groups, which showed a reduction in the inflamma-
tory infiltrate compared to the control group. The reduction
was more significant in the group treated before infection
(G2), which suggests a higher modulating effect of B. cereus
GM in carly administration. About collagen deposition, we
cvidenced a higher deposition in the granulomas of the
G3 group compared to the G2 group, and this result was
expected duc to the fact the treatment did not alter the natu-
ral processes of stromal remodeling from the inflammatory
response. Although Thl profile contributes to reducing the
parasite burden, its exacerbation can be prejudicial to the
host (Ndlovu and Brombacher 2014; Llanwarne and Helmby
2020). Here, B. cerens GM contributed to the high levels
of cytokines in the Thl profile; however, the levels of 1L-4
modulated in the course of the infection reflect the balance
of Th1/Th2 responses, as shown by the treated group in the
reduction of the granulomatous reaction compared to the
group not treated.

Interleukin 2 is characterized by several actions, includ-
ing its lymphoproliferative activity and modulator of effec-
tor T cells involved in granulomatous reactions ( Yamashita
and Boros 1992; Liao ct al. 2013; Fernandes ct al., 2018).
Although the many facets in modulating the immune
response, in our experimental model, the IL-2 level did not
show a significant difference between the groups. Thus, itis
necessary to investigate other mechanisms that may involve
the IL-2.

In schistosomiasis, interleukin-17 has been associated
with pro-inflammatory, enlarging the granulomatous reac-
tion and leading liver damage in animals after 7 weeks of
infection (Rutitzky et al. 2005). Additionally, Rutitzky and
Stadecker (2011) also showed the regulatory role of IFN-y
on IL-17 and observed that IFN-y knockout animals had
high levels of 1L-17 and high damage caused by the intense
granulomatous reaction. In our experimental model, IL-17
levels remained low when stimulated by the probiotic. This
way, the results show that probiotic treatment is responsible
to a balanced response without exacerbation of the inflam-
matory condition.

Conclusion

B. cereus GM reduced the pathological process in mice
infected with S. mansoni cercariac by modulating the
immune response. Thus, it reduced the number of worms,
the number of eggs in the liver tissue, and the volume of
granulomas and improved the levels of some liver markers,
especially when administered before the infection. These
results lead to the possibility of using the probiotic B. cereus
GM in the therapeutic of schistosomiasis, mainly in endemic
areas whose population are at constant risk of infection,
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