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RESUMO

UBIRAJARA, Thaina de Melo. Remodelamento do tecido hepético e do tecido adiposo em
camundongos Swiss Webster na esquistossomose aguda e submetidos a dieta
hiperlipidica. 2020. 104f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Médica Humana) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2020.

A dislipidemia e a esquistossomose sdo consideradas um sério problema de salde
publica da atualidade, afetando cerca de 2,5 milhdes de pessoas no Brasil e mais de 240
milhdes no mundo. Dessa forma, com o objetivo de entender melhor o processo patologico da
esquistossomose, foi avaliado o remodelamento do tecido hepatico e adiposo na
esquistossomose aguda experimental em camundongos Swiss Webster fémeas submetidos a
dieta hiperlipidica e seus respectivos controles. Camundongos fémeas receberam uma dieta
hiperlipidica (29% de lipidios) ou dieta padréo (12% de lipidios) e depois de 5 meses foram
infectadas por via subcutanea com 100 cercarias de Schistosoma mansoni (cepa BH). Apos 9
semanas de infeccdo, os animais foram eutanasiados e as amostras de sangue foram coletadas
para analise bioguimica. O conteudo do lavado peritoneal foi removido para verificar qual o
padrdo de resposta imune presente nos macréfagos, para isso foram dosadas as citocinas com
acles pro-inflamatorias, anti-inflamatérias e a quimiocina MCP-1. O figado e o tecido
adiposo visceral foram removidos, pesados e submetidos ao processamento histologico de
rotina. Utilizamos as coloragdes de Hematoxilina & Eosina, Lennert’s Giemsa, Reticulina de
Gomori e Picrosirius Red para realizar as analises histopatoldgicas; estereoldgicas,
morfométricas; verificacdo da composicdo celular e da quantificacdo de colageno dos
granulomas. Os dados foram analisados pelo teste Mann-Whitney ou pela analise de variancia
Anova com poés-teste de Tukey-Kramer. A analise bioquimica confirmou o quadro de
dislipidemia nos animais alimentados com dieta hiperlipidica, entretanto as concentracdes
lipidicas e de glicose foram significativamente menores nos animais infectados. A infecgdo
esquistossomotica estimulou diferentes linhagens hematopoiéticas e induziu uma resposta
imunologica direcionada para o perfil pro-inflamatorio. Além disso, tanto o tecido hepatico
guanto o adiposo apresentaram modificacdes na arquitetura morfoldgica, devido a um intenso
processo inflamatério. As analises morfométricas das veias centrolobulares e hepaticas
revelaram que tanto a dieta hiperlipidica quanto a infeccdo esquistossomotica afetaram a
morfometria destes vasos. Concluimos que a dislipidemia induzida interfere em alguns
parametros da infeccdo aguda experimental, promovendo o remodelamento do perfil
imunolégico das citocinas produzidas pelos macréfagos, a desestruturacdo do tecido hepético
e adiposo e a modulagdo de parametros morfometricos das veias centrolobulares e hepéticas.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Dislipidemia. Comorbidade. Figado. Tecido adiposo.



ABSTRACT

UBIRAJARA, Thaina de Melo. Remodeling of liver tissue and adipose tissue in Swiss
Webster mice in acute schistosomiasis and submitted to a high-fat diet. 2020. 104f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Médica Humana) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Dyslipidemia and schistosomiasis are considered a serious public health problem
today, affecting about 2.5 million people in Brazil and more than 240 million worldwide.
Thus, in order to better understand the pathological process of schistosomiasis, the
remodeling of liver and adipose tissue in experimental acute schistosomiasis in female Swiss
Webster mice submitted to the high-fat diet and their respective controls was evaluated.
Female mice received a high-fat diet (29% lipids) or a standard diet (12% lipids) and after 5
months were infected subcutaneously with 100 cercariae of Schistosoma mansoni (BH strain).
After 9 weeks of infection, the animals were euthanized and blood samples were collected for
biochemical analysis. The content of the peritoneal lavage was removed to check the pattern
of immune response present in the macrophages, for this purpose the cytokines with pro-
inflammatory, anti-inflammatory and chemokine MCP-1 were dosed. The liver and visceral
adipose tissue were removed, weighed and subjected to routine histological processing. We
used Hematoxylin & Eosin, Lennert’s Giemsa, Gomori Reticulin and Picrosirius Red stains to
perform histopathological analyzes; stereological, morphometric; verification of cell
composition and quantification of granuloma collagen. The data were analyzed by the Mann-
Whitney test or by the ANOVA analysis of variance with Tukey-Kramer post-test.
Biochemical analysis confirmed the condition of dyslipidemia in animals fed a high-fat diet,
however, lipid and glucose concentrations were significantly lower in infected animals.
Schistosomal infection stimulated different hematopoietic lineage and induced an immune
response directed to the pro-inflammatory profile. The infected groups had greater liver mass
regardless of the diet introduced. In addition, E both liver and adipose tissue showed changes
in morphological architecture, due to an intense inflammatory process. The morphometric
analysis of the centrilobular and hepatic veins revealed that both the high-fat diet and
schistosomal infection affected the parameters and morphometry of these considered vessels.
We conclude that diet-induced dyslipidemia interferes with some parameters of experimental
acute infection, as it promotes the remodeling of the immune profile of cytokines produced by
macrophages, the disruption of liver and adipose tissue and the modulation of the
morphometric parameters of centrolobular and veins hepatic.

Keywords: Schistosoma mansoni. Dyslipidemia. Comorbidity. Liver. Adipose Tissue.
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INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria de extrema importancia para a saude
publica e afeta cerca de 240 milhdes de pessoas no mundo e mais de 700 milhdes vivem em
areas de risco de infeccio na Africa, na Asia e na América Latina (WHO, 2019). E
considerada uma doenca negligenciada relacionada com a pobreza, visto que a maior parte
das pessoas parasitadas reside em comunidades sem acesso a a&gua potével e saneamento
basico adequado (CALASANS et al. 2018; SAMPAIO et al. 2017; SILVA, RAMOS &
ANDRADE, 2018). Existem alguns fatores que sdo fundamentais para o avanco da doenca em
escala mundial, como: a escassez de investimentos em pesquisas que trabalham na
erradicacdo da doenca; a auséncia de interesse das industrias farmacéuticas em investir nos
avancos terapéuticos; condi¢fes favoraveis do meio ambiente; moluscos suscetiveis; e a falta
de educacdo em saude como principal préatica profilatica da esquistossomose (COSTA et al.
2017a).

As espécies Schistosoma mansoni, S. haematobium e S. japonicum afetam 54 paises
distribuidos nos continentes africano, asiatico e americano (KATZ, 2018). Estas espécies sdo
responsaveis por altas taxas de morbidade, contribuindo para que a esquistossomose seja um
grande problema de saide pablica mundial (OLVEDA et al. 2014; SILVA et al. 2016). Esta é
uma das doencas de maior prevaléncia entre aquelas veiculadas pela &gua, pois afeta um
grande nimero de pessoas que necessitam da utilizagdo deste recurso natural para a realizacao
de suas atividades agricolas, domésticas e/ou de lazer (BRASIL, 2014).

No Brasil a espécie associada a esquistossomose € S. mansoni, como as demais sua
distribuicdo geografica esta intimamente relacionada com as condigdes socioecondmicas da
regido. Em nosso pais, existem cerca de 1,5 milhGes de pessoas habitando areas de risco e que
estdo distribuidas principalmente nos Estados do Nordeste e Sudeste, que vdo desde o Rio
Grande do Norte até Minas Gerais. Ha focos isolados no Pard, Maranhdo, Piaui, Ceara, Goiés,
Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Santa Catarina (Figura 1) (COSTA et al. 2017a; COSTA
etal. 2017b; KATZ, 2018; WHO, 2019).
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Figura 1 — Distribuicdo da esquistossomose no Brasil (1998-2008) baseada no Inquérito
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Fonte: KATZ, 2018.

Agente etioldgico

O parasito causador da esquistossomose (Quadro 1) apresenta o corpo achatado
dorsoventralmente e pertence ao filo Platyhelminthes (MACHADO-SILVA, NEVES &
GOMES, 2008). Esses parasitos sao incluidos na classe Trematoda e subclasse Digenea. Suas
caracteristicas morfoldgicas sdo peculiares, ja& que a familia Schistosomatidae apresenta
dimorfismo sexual e dois hospedeiros no ciclo (moluscos e vertebrados). A etimologia do
género Schistosoma, refere-se ao corpo em forma de fenda (Schisto= fenda / soma= corpo) e
atualmente existem cinco espécies do género Schistosoma de importancia médica humana:
Schistosoma haematobium Bilharz, 1852 — responsavel pela esquistossomose vesical;
Schistosoma japonicum Katsurada, 1904, Schistosoma mansoni Sambon, 1907, Schistosoma
intercalatum Fischer, 1934 e Schistosoma mekongi Voge, Brickner & Bruce, 1978 séo os

agentes causadores da esquistossomose intestinal (TERRA et al. 2018).
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Quadro 1 — Classificacgdo taxondmica do Schistosoma sp.

FILO CLASSE SUBCLASSE FAMILIA GENERO ESPECIES

Platyhelminthes Trematoda Digenea Schistosomatidae  Schistosoma Schistosoma
haematobium

Schistosoma
mekongi

Schistosoma
intercalatum

Schistosoma
japonicum

Schistosoma
mansoni

Fonte: MACHADO-SILVA, NEVES & GOMES, 2008 (adaptado).

Ciclo bioldgico

A esquistossomose apresenta um ciclo complexo, do tipo heteroxénico. O hospedeiro
definitivo quando parasitado por S. mansoni libera ovos (comprimento/largura: 150pm x
65um) de formato oval com um espiculo lateral, contendo uma larva no interior (miracidio)
juntamente com as fezes (Figura 2) (MACHADO-SILVA, NEVES & GOMES, 2008;
TERRA et al. 2018). Em contato com a agua doce, 0 miracidio (comprimento/largura: 160um
X 60pum) eclode induzido por estimulos luminosos e térmicos. Com o auxilio de cilios buscam
os moluscos do género Biomphalaria, o miracidio se fixa pelo terebratorium que adquire
forma de ventosa e descarrega o conteido das glandulas de adesdo que contém secrecdes com
acdo proteolitica associada aos movimentos vibratérios e rotatérios o que possibilita a
penetracdo ativa no hospedeiro intermediario (MACHADO-SILVA, NEVES & GOMES,
2008; COELHO et al. 2008).
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Figura 2 — Ovos de Schistosoma mansoni.

Fonte: MACHADO-SILVA, NEVES & GOMES, 2008.

Os miracidios ao penetrarem nas partes moles do caramujo, sofrem uma reorganizacao
celular devido a uma intensa multiplicacdo assexuada que posteriormente ira contribuir para a
formagédo dos esporocistos de primeira geracdo, em seguida aos esporocistos de segunda
geragdo, e por fim, as cercarias (Figura 3). E importante ressaltar que um Gnico miracidio
pode gerar até 300 mil cercarias e cada miracidio ja leva definido o sexo das cercarias que
serdo produzidas (NEVES, 2005).

Figura 3 — Corte histoldgico das partes moles de moluscos do género Biomphalaria sp.

contendo esporocisto primario (ES1) e esporocisto secundario (ES2) de

Schistosoma mansoni

Cerca de 30 dias apds a penetragdo dos miracidios e em condi¢cbes favordveis de
temperatura, luminosidade e oxigenacdo da agua, as cercarias comegam a deixar os moluscos
(comprimento/largura: 230um x 70um) caem na agua e nadam em busca do hospedeiro
definitivo vertebrado (LENZI et al. 2008a). As cercarias (Figura 4) conseguem sobreviver na
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agua por 2 a 3 dias, entretanto, grande parte delas acaba morrendo apds ha primeira hora apos

a sua liberacéo do hospedeiro intermediario (SOUZA et al. 2011).

Figura 4 — Microscopia de luz mostrando a morfologia geral de uma cercaria de Schistosoma

mansoni.

Legenda: (1) Regido anterior especializada (corpo); (2) Regido posterior (cauda bifurcada).
Fonte: MACHADO-SILVA, NEVES, GOMES, 2008.

As cercarias sdo atraidas por produtos quimicos da pele que estimulam a fixacdo no
hospedeiro vertebrado pela ventosa oral e a invasdo na pele do hospedeiro pela acdo de
enzimas proteoliticas que védo abrir um caminho no tecido epitelial (Figura 5) (LENZI et al.
2008a; SOUZA et al. 2011).

Figura 5 — Microscopia eletronica de varredura mostrando 0 momento da penetragéo (in vitro)
da cercaria de Schistosoma mansoni em tecido humano ap6s 5 minutos de

exposicao.

Fonte: KHAMMO, BAR'i'LETT, CLOTHIER et al. 2002.

A principal modificacdo morfolégica no momento da penetracdo é a perda da cauda
bifurcada, se transformando em esquistossomulos. Os esquistossomulos migram pelas
camadas da pele até penetrar nos vasos sanguineos do hospedeiro definitivo e, aqueles que

ndo forem eliminados pelo sistema imunolégico do vertebrado migram para o coracao e
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pulmdes até atingirem o figado, onde alcancardo a maturidade sexual e realizardo o
acasalamento (LENZI et al. 2008a; TERRA et al. 2018). Depois de acasalados, 0s vermes
adultos macho e fémea migram para as veias mesentéricas inferiores para realizarem a
oviposicdo (Figura 6) (NEVES, 2005).

Figura 6 — Desenho esquematico das veias mesentéricas, figado e intestino grosso destacando
o0 local de acasalamento (1) e oviposicdo (2) dos vermes adultos de Schistosoma

mansoni.

Figado
Veia Porta
Bago

V.E.

Veia
mesentérica
inferior

V.s.

Sigmdide
Reto

Legenda: Veia esplénica (V.E.); Veia sigmoide (V.S.); Maturidade sexual e acasalamento (1); Local de
oviposigéo (2).
Fonte: NEVES, 2005 (adaptado).
Por fim, os ovos atravessam a parede do intestino, alcancam a luz intestinal e séo
liberados juntamente com as fezes para 0 ambiente externo, reiniciando o ciclo bioldgico

(Figura 7).
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Figura 7 — Ciclo bioldgico de Schistosoma mansoni.
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Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/schistosomiasis/index.html. Acesso em: 20/07/2019 — CDC - Center for
Disease Control and Prevention (Adaptado).

Patologia e imunopatologia da esquistossomose

A evolucédo da doenga no hospedeiro definitivo vai depender do processo de equilibrio
na relacdo parasito-hospedeiro, que é intimamente relacionada com a cepa do parasito, carga
parasitaria, estado nutricional e resposta imune dos individuos infectados (NEVES, 2005). A
perda do equilibrio entre o parasito-hospedeiro ocorre justamente no desencadeamento de
uma resposta imunitaria exacerbada com objetivo de ocorrer a defesa efetiva do hospedeiro
vertebrado frente a um organismo estranho externo invasor (MACHADO et al. 2004).

Clinicamente a doenca se divide em duas fases: aguda (estagio inicial) e a cronica
(estagio tardio) (SOUZA et al. 2011). Na fase aguda ocorre o periodo pré-patente (fase antes
da oviposicao) e o pos-patente (fase apds a postura de ovos) (SILVA, SANTANA & JESUS,
2008). O periodo pré-patente desencadeia uma reagdo de hipersensibilidade chamada de
dermatite cercariana, desencadeado por segregacdo de células como mastdcitos e eosinofilos a
fim de realizarem uma contengdo do organismo externo invasor no hospedeiro definitivo
(NEVES, 2005; SILVA et al. 2016). O periodo p0s-patente inicia-se em torno de quatro a
cinco semanas apos a infecgdo quando as fémeas de S. mansoni iniciam a oviposi¢ao dos ovos
(SILVA, SANTANA & JESUS, 2008). Parte dos ovos sai junto as fezes e a outra é drenada


https://www.cdc.gov/dpdx/schistosomiasis/index.html
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pelo sistema sanguineo, via veias mesentéricas para o figado pela veia porta, se alojando nos
vasos de menor calibre e no parénquima hepatico, forma os granulomas hepaticos
(ANDRADE, 2008). A migracdo dos ovos na parede intestinal € mediada por citocinas (IFN-
y, TNF e IL-13) que influenciam na resisténcia epitelial intestinal, ou seja, os estimulos
Impostos por estas citocinas contribuem para o aumento da permeabilidade intestinal e
consequentemente para a passagem dos ovos (COSTAIN, MACDONALD & SMITS, 2018).

A fase cronica € determinada devido a evolucdo da infec¢do ocasionada pela
deposicdo de inimeros ovos e consequentemente de reacdes granulomatosas nos tecidos do
hospedeiro vertebrado (PORDEUS et al. 2008). A intensa formagéo dos granulomas promove
ao sistema imunoldgico um recrutamento de citocinas fibrinogénicas que sdo responsaveis por
induzir areas extensas de fibrose periportal no figado de Symmers (CALDAS et al. 2008).
Com a fibrose, ocorre uma diminuicdo da elasticidade dos vasos intra-hepaticos e
consequentemente ocorre um aumento da pressdao vascular (CARVALHO, FILHO &
OLIVEIRA, 2008; REY, 2010). A hipertensdo portal € uma das causas que proporciona o
surgimento de esplenomegalia e de varizes esofagianas que podem se romper e ocasionar
hemorragias, ou seja, o desenvolvimento sequencial da congestdo vascular compromete e
agrava o quadro clinico do individuo (CALDAS et al. 2008).

O figado é um dos principais 6rgaos acometidos por S. mansoni devido a chegada dos
ovos que acabam promovendo uma resposta inflamatoria e consequentemente alteracdes
morfolégicas e funcionais no tecido (COUTO et al. 2007). Dentre as principais alteracdes
estdo: a presenca de infiltrado leucocitéario e colageno distribuido em camadas concéntricas;
hiperplasia das células de Kupffer; formacdo de granulomas com agregacdo de fagdcitos
mononucleares, neutrofilos, linfocitos, células plasmaticas e fibroblastos (CARVALHO,
ALVARENGA & MELO, 1986; COUTO et al. 2007; WU & HALIM, 2000).

A reacdo granulomatosa ou granuloma pode ser descrito como uma hipersensibilidade
celular que funciona no organismo do individuo como uma barreira frente a dispersdo dos
antigenos soltveis (SEA — Soluble Egg Antigens) liberados pelo miracidio que se encontra no
interior do ovo e que consequentemente seria toxico ao hospedeiro definitivo (ARAUJO,
2015; LENZI et al. 2008b). O granuloma esquistossométicos apresenta fases evolutivas bem
definidas (Figura 9) que sofrerd influéncia direta do estado de reatividade do organismo
hospedeiro (LENZI et al. 2008b; MINISTERIO DA SAUDE, 2017; RASO et al. 1978).

As primeiras células recrutadas pelos antigenos soltveis dos ovos sdo os macréfagos,
que logo formam as células epitelioides e os gigantdcitos (HAMS, AVIELLO & FALLON,

2013). Logo apos, chegam uma infiltragéo acentuada de eosindfilos, linfocitos, neutrofilos e
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plasmécitos que sdo mediados pelo fator de necrose tumoral (TNF), pelos linfocitos T CD4",
CD8 e pelas células produtoras de citocinas Thl e Th2 (LENZI et al. 2008b; SOUZA et al.
2011). Grande parte da constituicdo celular presente no granuloma hepatico é constituida por
eosindfilos que apresentam a importante funcdo de neutralizar as hepatotoxinas liberadas
pelos antigenos sollveis dos ovos do parasito (AMARAL et al. 2017). As células
inflamatdrias comecam a se organizar de acordo com a sua afinidade molecular ao redor do
0vo, isto € os macréfagos passam a migrar para o centro (proximo ao ovo central), enquanto
que as outras células (eosinofilos e fibroblastos) se posicionam nas regifes mais externas
(LENZI et al. 1998). A medida que a infeccdo esquistossomotica progride, as células
inflamatdrias vao sendo substituidas por células semelhantes a fibroblastos que fabricam uma
faixa espessa de fibras de coladgeno ao redor do ovo e assim, facilitando a sua calcificacdo
(Figura 8) (AMARAL et al. 2017; SCHWARTZ & FALLON, 2018).

Figura 8 - Diferencas na composicéo celular dos granulomas hepatico e intestinal
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Fonte: SCHWARTZ & FALLON, 2018. Adaptado.

Obesidade e dislipidemia

A obesidade é caracterizada como uma doenga cronica ndo transmissivel (DCNT)

definida pelo Ministério da Saide como um distirbio metabdlico ocasionado pelo excesso de
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gordura corporal, que causa prejuizos a saude de um individuo (PINHEIRO, FREITAS &
CORSO, 2004; RECINE & RADAELLI, 2003). Esse disturbio é extremamente complexo,
apresenta multiplos fatores que podem ser responsaveis pela sua tendéncia de crescimento em
uma determinada regido. A inadequada préatica alimentar € o principal fator que contribui para
que esta doenca seja considerada uma pandemia afetando a populacdo em mudltiplas faixas
etarias, racas e géneros distribuidos em diferentes condi¢bes socioeconémicas (DIAS et al.
2017; FRANCISCHI et al. 2000).

Estudos de Francischi e colaboradores (2000), ja retratavam que a obesidade é
provavelmente o distdrbio metabdlico mais antigo conhecido pela ciéncia no mundo que afeta
tanto paises em desenvolvimento quanto desenvolvidos. Atualmente, as informacdes sugerem
que os indices de obesidade mundial quase triplicaram entre 1975 e 2016, ou seja, mais de 1,9
milhdes de adultos acima de 18 anos e cerca de 41 milhdes de criangas com idade inferior a 5
anos estavam acima do peso ou obesas (WHO, 2018). Essas informagdes confirmam uma
tendéncia para a mudanca no perfil das causas de oObitos no Brasil, pois, anteriormente o
grande problema era a desnutricdo e recentemente observa-se uma diminui¢do progressiva
desta causa, para um aumento gradual de doencas crbnicas associadas a obesidade
(FRANCISCHI et al. 2000). Essa transicdo nutricional reflete um dos maiores desafios de
salde publica, pois a desnutricdo e a obesidade ndo sdo antagonicas, ou seja, atualmente ha
um reconhecimento crescente da coexisténcia de desnutri¢do, juntamente com sobrepeso e
obesidade (WHO, 2020). Isso é refletido pela baixa qualidade da dieta nos primeiros anos de
vida, seguido pelo consumo excessivo de energia que pode ser atribuido principalmente ao
rapido desenvolvimento econémico, a urbanizacdo e as mudancas demograficas que levam a
baixos niveis de atividades fisicas e um alto consumo de alimentos industrializados ricos em
acucar e sodio e pobres em cereais, leguminosas, frutas, verduras e legumes (COUTINHO,
GENTIL & TORAL, 2008; GRIJALVA-ETERBOD et al. 2012; WHO, 2020).

Diversos estudos em modelos experimentais tém elucidado os mecanismos e
disfuncbes fisioldgicas ocasionadas pelo excesso de gordura corporal. (BALLESTRERI,
MARCON & TAVARES, 2015; BORTOLIN et al. 2017; PEREIRA-LANCHA, CAMPOS-
FERRAZ & JUNIOR, 2012; ROSINI, SILVA & MORAES, 2012).

Sabe-se que os principais responsaveis pela regulacdo do armazenamento de gordura
corporal no individuo ndo estdo apenas associado a relacdo da ingestdo e o gasto energético.
Pereira-Lancha, Campos-Ferraz & Junior (2012) e Negrdo & Licinio (2000) mostraram que
existe uma relacdo das atividades lipoliticas do tecido adiposo com a secre¢do do hormonio da

leptina que é extremamente importante para o controle da homeostase energética.
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O acumulo de gordura corporal e a dislipidemia estdo associados & obesidade
(GARCEZ et al. 2014; MARTINS, 2018). A dislipidemia é caracterizada pela alteracdo nas
concentracdes de lipidios no sangue, ou seja, equivale ao aumento de colesterol total, LDL e
triglicerideos, consequentemente a diminuicdo da fracdo de HDL no sangue (XAVIER et al.
2013).

Em consequéncia destes desequilibrios, o figado € o principal 6rgdo afetado quando
ocorrem estas alteracdes, pois € responsavel pela sintese de lipoproteinas: Very Low Density
Lipoprotein (VLDL), Low Density Lipoprotein (LDL) e High Density Lipoprotein (HDL)
(VAZ et al. 2006). Os VLDL sdo lipoproteinas responsaveis por transportar os acidos graxos
na forma de triglicerideos que sdo sintetizados pelo figado com objetivo de serem utilizados
como fonte de energia, principalmente pelo tecido adiposo e pelo tecido muscular. As LDL
sdo particulas ricas em colesterol que sdo responsaveis pela distribuicdo do colesterol no
sangue, assim, o acumulo dessa lipoproteina no compartimento plasmatico resulta em
hipercolesterolemia. As HDL sdo lipoproteinas que apresentam a funcdo de transporte
reverso, ou seja, removem o colesterol livre dos tecidos periféricos e transportam para o
figado para serem metabolizados e degradados na forma de acidos e sais biliares (LUDKE &
LOPEZ, 1999; VAZ et al. 2006; XAVIER et al. 2013). Por esta razdo, quando ha uma
concentracdo anormal de lipidios circulantes, ocorre um acimulo de metabdlitos toxicos no
meio intracelular e o figado sofre dano celular devido a lipotoxicidade e a lipoapotose
(LACERDA, BOCK & FUNCHAL, 2015).

A hipercolesterolemia € caracterizada como o aumento das concentracdes plasmaticas
de colesterol em virtude da elevada ingestdo de alimentos com alto teor de gordura. Estas
moléculas sdo absorvidas no intestino, carreadas para o figado e, posteriormente, as
lipoproteinas de LDL transportaram o colesterol do figado para a corrente sanguinea
(XAVIER et al. 2013). Esta alteracdo promove o aumento do risco para a aterosclerose e
doencas cardiovasculares e de acordo com estudos realizados no Brasil, cerca de um terco da
populacéo de adultos apresentam alteracGes no perfil de colesterol (LACERDA, BOCK &
FUNCHAL, 2015; MALTA et al. 2019)
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Tecido adiposo

O tecido adiposo é um tipo de tecido conjuntivo especializado em reservar as energias
do organismo (FONSECA-ALANIZ et al. 2006). Estudos retratam a grande importancia
enddcrina que este tecido tem no organismo, devido a sua capacidade de sintetizar e secretar
inimeros peptideos e proteinas bioativas que mediam a comunicacdo intracelular, sendo
capazes de transmitirem a informagdo para as células-alvo (LACERDA, MALHEIROS &
ABREU, 2016; PRADO et al. 2009). Composto por células denominadas de adipdcitos que
desempenha uma importante funcdo da sintese da adipocina, proteina cuja finalidade esta
intimamente relacionada com o sistema imunoldgico, cardiovascular e homeostase energética
(COSTA & DUARTE, 2006). E importante ressaltar que o tecido adiposo também sintetiza e
excreta quase que exclusivamente o hormdnio Leptina, cuja principal funcdo é estabelecer
uma comunicacao do tecido adiposo com o sistema nervoso central, regulando o controle a
ingestdo alimentar e 0 gasto energético. A leptina também contribui em vias intracelulares,
aumentando a capacidade das mitocéndrias de oxidarem lipidios no processo de respiracdo
celular, gerando energia com base nestas fontes lipidicas (COSTA & DUARTE, 2006;
LACERDA, MALHEIROS & ABREU, 2016; PINTO, 2014; WAJCHENBERG, 2000).

Existem dois tipos de tecido adiposo, marrom e branco, estes estdo organizados em
varios sitios anatdmicos de um organismo (depdsitos subcutaneos e viscerais) e que Sdo
classificados de acordo com as funcBes desenvolvidas pelas suas células, gerando diferencgas
na coloracdo e vascularizacdo tecidual (PINTO, 2014; PRADO et al. 2009).

O tecido adiposo marrom (TAM) (Figura 9) encontra-se praticamente ausente em
individuos adultos. A sua principal funcdo é induzir os mecanismos de termorregulacdo em
neonatos de mamiferos. Mais comum encontrar este tipo de tecido adiposo em adultos de
roedores e em espécies que desenvolvem comportamento de hibernacdo. Sua principal funcéo
é o controle térmico, as mitocondrias exercem uma alta atividade metabdlica na oxidacdo de
lipidios para produzir ATP e assim, a energia pode ser dissipada em forma de calor em
ambientes mais frios para que haja a manutencdo e equilibrio da temperatura corporal
(BROETTO, 2012; PINTO, 2014).
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Figura 9 — Imagem de microscopia de luz (campo claro) destacando goticulas lipidicas

multiloculares em tecido adiposo marrom (BAT)

Legenda: Brown Adipose Tissue (BAT).
Fonte: CINTI & VETTOR, 2010.

O tecido adiposo branco (TAB) (Figura 10) é o mais abundante nos tecidos de
individuos adultos e esta intimamente relacionado com o armazenamento de lipidios em
periodos de balanco energético positivo (BROETTO, 2012). Dentre as suas fun¢des, fornece
protecdo aos Orgdos viscerais contra choque mecanico, desempenha uma alta capacidade de
isolante térmico, além de ser fonte para a producdo de vitaminas, lipoproteinas e hormdnios
(BONFANTE et al. 2015; FONSECA-ALANIZ et al. 2006; PINTO, 2014).

Figura 10 — Imagem de microscopia de luz (campo claro) evidenciando goticulas uniloculares

em tecido adiposo branco (WAT)

Legenda: White Adipose Tissue (WAT).
Fonte: CINTI & VETTOR, 2010.
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Associacao da esquistossomose com as desordens metabolicas

As desordens metabolicas podem ser descritas como um conjunto de anormalidades
metabolicas e hemodindmicas que se manifestam num individuo e podem desencadear
diversas doencas cronicas, como a: obesidade, dislipidemia, diabetes e as doencas
cardiovasculares (FILHO et al. 2006; WHO, 2018).

Ao analisar o conjunto parasito, hospedeiro e ambiente, como um sistema Unico é
possivel compreender como as desordens metabdlicas podem ser mais um agente que
modificam o equilibrio desta inter-relagdo. Estudos anteriores de Ferreira (1973) ja retratavam
a existéncia de uma evolugdo conjunta tanto do hospedeiro quanto do parasito em relacdo as
influéncias externas impostas. Assim sendo, pesquisas utilizando modelos experimentais
observaram alteragdes importantes que o padrdo alimentar pode desencadear sobre a biologia
de S. mansoni (COUTINHO, 2008; FRANCO et al. 2009; MARQUES et al. 2018). Os
vermes adultos de S. mansoni vivem no sistema porta-hepatico e se nutrem na corrente
sanguinea do hospedeiro definitivo. Desta forma, qualquer alteracdo no microambiente pode
contribuir para alteracbes morfoldgicas e/ou bioldgicas do parasito (LENZI et al. 2008a).

Ja foram caracterizadas diversas classes lipidicas que compde o tegumento dos
helmintos adultos de S. mansoni e que apresentam grande importancia para a adaptacdo deste
parasito em seu respectivo hospedeiro definitivo (SMITH & BROOKS, 1969). Meyer, Meyer
e Bueding (1970) examinaram posteriormente o metabolismo lipidico de S. mansoni e
constataram que durante o desenvolvimento, os vermes adultos perdem a capacidade de
sintetizar lipidios, possivelmente em decorréncia ao processo de simplificacdo metabdlica
gerada a partir da adaptacdo a vida parasitaria. Dessa forma, adultos de S. mansoni
apresentam diversos receptores localizados no tegumento que sdo fundamentais para a
aquisicdo do colesterol e de outros lipidios diretamente do hospedeiro (VAN HELLEMOND
et al. 2006). As LDL sdo as lipoproteinas responsaveis por transportarem colesterol para o
sangue, entretanto na infeccdo esquistossomdtica, elas se ligam tanto a superficie dos
esquistossomulos quanto dos vermes adultos, auxiliando na manutencdo da integridade do
tegumento, na producdo de ovos e principalmente na evasdo do sistema imune do hospedeiro,
pois a LDL adsorvida no tegumento do parasito diminui a sua antigenicidade (FAN et al.
2003; GIERA et al. 2018). Animais esquistossomoticos submetidos a dieta hiperlipidica
apresentaram diferencas no curso da doenca e que o alto teor de lipidios promove alteracdes

hepaticas e intestinais importantes, como: modificagdes na morfologia e morfometria do
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intestino delgado (ALENCAR et al. 2012); aumento na producdo de ovos nas fezes na fase
aguda (NEVES et al. 2007) e cronica (ALENCAR et al. 2009); além de uma intensa mudanca
guantitativa no numero de células hepaticas (hepatdcitos binucleados) que promovem o
aumento da regeneracdo do figado (NEVES et al. 2006a);

Adultos de S. mansoni apresentam transportadores de glicose distribuidos no
tegumento que sdo extremamente importantes na formacdo da bicamada lipidica
(RUMJANEK, CALDAS & GAZZINELLI, 2008). Além disso, o helminto também utiliza a
glicose para a maturagdo sexual, produgdo de ovos e também, como mecanismo de escape do
sistema imunoldgico do hospedeiro (HULSTIIN et al. 2011; SAULE et al. 2005). Foi
observado que a glicose em animais com dieta hiperglicémica, aumenta a sobrevivéncia dos
esquistossomos e diminui o nimero de granulomas hepaticos (MAGALHAES et al. 1978).

Corréa (2009) evidenciou que a desnutricdo materna na lactacdo influéncia no
desenvolvimento de S. mansoni, ou seja, 0 microambiente ofertado pelo hospedeiro provocou
alteracdes no sistema reprodutor (diminuicdo de células no interior da vesicula seminal), na
estrutura do tegumento (distribuicdo irregular dos tubérculos) e consequentemente na
eliminacdo e viabilidade dos ovos (producdo reduzida de vitelo) implicando diretamente no
avanco dos mecanismos fisiopatolégicos da infeccéo.

A restricdo proteica provoca alteracbes no curso da infeccdo esquistossomotica,
promovendo a diminuicdo da carga parasitaria e consequentemente da inflamacéo
granulomatosa (MARQUES et al. 2018). Neves e colaboradores (2001) demonstraram que 0s
helmintos adultos ndo alcancavam completamente o desenvolvimento somatico e
consequentemente exibiam alteracbes no aparelho reprodutor (diminuicdo dos lobos
testiculares) e no tegumento (menor espessura e areas vacuolizadas) de machos. Nas fémeas
0s impactos foram observados na alteracdo da oviposi¢do, devido um comprometimento
morfolégico do ovério e dos ovos (OLIVEIRA et al. 2003).

Sabe-se que uma grande disponibilidade de lipidios no meio favorece ao parasito, seja
a sua fertilidade ou o mecanismo de escape contra o sistema imune do hospedeiro.
Consequentemente, a associacao da dislipidemia com a esquistossomose intensifica a doenca.
Devido a prevaléncia e a distribuicdo geogréafica da esquistossomose e da dislipidemia, néo se
pode excluir a possibilidade de que em areas endémicas haja concomitancia entre essas

comorbidades.
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1 JUSTIFICATIVA

A esquistossomose esta inserida no grupo das doencas tropicais negligenciadas que
afeta mundialmente 240 milhdes de pessoas. S6 no Brasil, a Organizacdo Mundial de Saude
estimou uma prevaléncia de 2,5 milhdes de pessoas infectadas distribuidas nos 19 Estados
brasileiros localizados principalmente nas regides nordeste e sudeste. Atualmente houve um
decréscimo na positividade da esquistossomose no territério nacional, entretanto, a doenca
ainda representa um sério problema de Salde Publica, pois esta intimamente relacionada com
a pobreza de uma regido.

A prevaléncia da dislipidemia é estimada em 46,6% da populacdo brasileira. O
Ministério da Salde gasta em média 1,3 bilhdo de reais anualmente com o tratamento
ambulatorial e hospitalar. A progressdo desta doenca resulta num grave problema a ser
enfrentado pela saude publica brasileira, pois pesquisas populacionais realizadas em varios
paises revelaram taxas relativamente baixas de diagnostico, conhecimento e controle dos
niveis elevados dos lipidios.

Nesse contexto, € de grande relevancia que sejam realizados estudos que evidenciam
as alteracOes na infeccdo esquistossomotica em um quadro de dislipidemia apresentado pelos
seus hospedeiro, em virtude do contingente de pacientes com este perfil metabdlico que séo
moradores de areas endémicas para esquistossomose, afim de ampliar a compreensdo do
processo fisiopatoldgico e provaveis complicacGes que podem ser decorrentes deste quadro de
comorbidade.

Hoje se sabe que existe uma relacdo entre a dislipidemia e a esquistossomose, porém
existem lacunas em relacdo ao processo patolégico. Dessa forma, estamos propondo estudar a
fase aguda da esquistossomose em nosso modelo experimental de camundongos

dislipidémicos.
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2 OBJETIVOS

2.1.

Geral

Avaliar o remodelamento do tecido hepéatico e adiposo na esquistossomose aguda

experimental em camundongos Swiss Webster fémeas submetidas a dieta hiperlipidica e seus

controles.
2.2.  Especificos

a) Comparar a massa corporal e mensurar os indices de adiposidade e obesidade dos
grupos experimentais estudados;

b) Verificar alteracbes no leucograma e no perfil bioguimico sanguineo dos
camundongos dos grupos experimentais;

c) Dosar as citocinas de macrofagos peritoneais ativos extraidos do lavado peritoneal;

d) Realizar o estudo histopatoldgico, estereol6gico e morfométrico no tecido hepético
para avaliar o impacto da infeccdo esquistossomética e da dieta hiperlipidica;

e) Realizar a analise morfométrica, estereoldgica e de quantificacdo das fibras de
colageno nos granulomas hepaticos dos camundongos submetidos ou nédo a dieta;

f) Qualificar no granuloma hepéatico as principais células (macréfagos, epitelidides,
gigantacitos, eosindfilos, neutrofilos, linfocitos e fibroblastos) envolvidas na resposta
inflamatoria;

g) Realizar a analise morfomeétrica, histopatoldgica e a quantificacdo dos adipdcitos no

tecido adiposo visceral dos diferentes grupos experimentais. .



3. MATERAL E METODOS

3.1. Delineamento experimental
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3.2. Modelo experimental murino

3.2.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos realizados nos animais foram aprovados pela Comissdo de
Etica para o Cuidado e Uso de Animais ExperimentaissCEUA, do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ),

registro no nimero 028/2018.

3.2.2. Ensaio in vivo

O estudo foi realizado no laboratério de Helmintologia Romero Lascasas Porto, da
Disciplina de Parasitologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UERJ, Rio de Janeiro, Brasil.

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados vinte camundongos Mus
musculus fémeas da linhagem Swiss Webster apdés o desmame (21 dias), pesando
aproximadamente entre 15 a 20 gramas (g), mantidos no biotério da disciplina de
Parasitologia (FCM — UERJ). Os animais receberam uma alimentacdo balanceada (Nuvilab
CR-I-NUVITAL - Nutrients Ltda., Colombo, Parand, Brasil) ou uma dieta hiperlipidica de
acordo com 0s grupos experimentais e agua ad libitum. Os animais foram mantidos em sala
com temperatura (22+2°C) e umidade controlada (60+10%), expostos a um ciclo claro e

escuro de 12 horas (luzes artificiais) e a um ciclo de exaustdo de ar.

3.2.3. Composicdo das racoes

Os animais receberam uma ragdo padrdo (normocalérica) constituida por 60% de
carboidratos, 28% de proteinas e 12% de lipidios da NUVILAB CR-1-NUVITAL (Nutrients
Ltda., Colombo, Parand, Brasil). Os animais dos grupos hiperlipidico receberam uma racéo
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especifica com alto teor de gordura da empresa (Prag Solugbes, Sdo Paulo, Brasil) e
constituida por 47% de carboidrato, 24% de proteina e 29% de lipidios (Quadro 2).

Quadro 2 — Composicao das dietas experimentais (g/kg)

Dieta Padréo Dieta Hiperlipidica
(DP) (DH)

CONTEUDOS QUANTIDADE CONTEUDOS QUANTIDADE

Proteina bruta 220 Caseina 305
Extrato etéreo (gorduras) 40 Amido de milho 150
Matéria mineral 90 Farinha de trigo 245
Fibra bruta 70 Gema de ovo 180
Célcio 10-14 Banha de porco 120
Fosforo 8000 (mg/kg)
Misturas de vitaminas * Misturas de vitaminas 50
(mg) . (mg) .
Misturas de minerais Misturas de minerais 30
(mg) (mg)
Colesterol 3
Colesterol *
Acidos graxos 354
saturados
Acidos graxos 500
monoinsaturados
Acidos graxos 146

poliinsaturados

*De acordo com as recomendagdes do American Institute of Nutrition Rodents Diets, AIN-93G (1993).

As dietas foram administradas aos animais durante cinco meses para a inducdo da
dislipidemia antes da infecgdo de modo “ad libitum” (Figura 11). Os animais permaneceram

com suas respectivas dietas desde o desmame até ao final do experimento.
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Figura 11 — Fotografia da racdo padrdo (normocalorica) e ragdo hiperlipidica utilizada nos

grupos experimentais

Dieta Hiperlipidica

Dieta Padrao

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

3.2.4. Infeccdo e eutanasia

Parte dos animais experimentais alimentados com dieta padrdo e dieta hiperlipidica
por cinco meses foram infectados com 100 cercarias de Schistosoma mansoni da cepa BH
(Belo Horizonte) recém eliminadas por Biomphalaria glabrata, fornecidas pelo Laboratdrio
de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ — Rio de Janeiro. Os animais foram
infectados por via subcutanea apos cinco meses (aproximadamente 150 dias) de iniciada a
administracdo das dietas. Apos a infeccdo, foram formados quatro grupos (n=5/grupo) com o0s
animais separados quanto ao tipo de dieta: 1- Grupo Controle de Dieta Padrdo (CDP); 2-
Grupo Infectado de Dieta Padrdo (IDP); 3- Grupo Controle da Dieta Hiperlipidica (CDH) e 4-
Grupo Infectado da Dieta Hiperlipidica (IDH) (Quadro 3). Os animais foram submetidos ao
exame parasitolégico de fezes (Kato-Katz) para comprovar a eficacia da infeccdo (ALBINO
et al. 2016).

Depois de sete meses e uma semana desde o inicio da dieta e dois meses e uma
semana apos a infeccdo, os animais foram eutanasiados em camara sobrecarregada com
Dioxido de Carbono (COz). Foram removidos o figado e o tecido adiposo branco (gordura
visceral e gordura periovariana) que logo apds foram pesados com auxilio de uma balanca
digital de precisdao (Bel Engineering LW303i), e em seguida, armazenados em formol

tamponado a 10% para realizacéo das analises histoldgicas.
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Quadro 3 — Divisdo dos grupos experimentais

DIETAS SIGLAS SIGNIFICADO
CDP Animais Controle Dieta Padréo
Padrao
IDP Animais Infectados Dieta Padréo
CDH Animais Controle Dieta Hiperlipidica
Hiperlipidica
IDH Animais Infectados Dieta Hiperlipidica

3.2.5. Pesagem dos animais

A massa corporal (MC) dos animais foi mensurada semanalmente utilizando uma
balanca de preciséo (Marte Cientifica AD 2000) ao longo de sete meses e uma semana de
experimento, sendo cinco meses de dieta e mais dois meses e uma semana de infecgdo. A
variacdo ponderal foi obtida a partir da diferenca entre os valores de massa corporal inicial e

final.

3.3. Caracteriza¢bes murinomeétricas

3.3.1. Indice de Lee

O comprimento naso-anal (CNA) (Figura 12) e o peso corporal de cada animal foi
verificado no dia da necropsia para calcular o indice de Lee (BERNARDIS & PATTERSON,

1968). Todos os grupos foram avaliados e comparados utilizando a férmula:

z/Peso (g)

CNA (cm)
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Figura 12 — Fotografia de camundongo Swiss Webster mostrando a medida do comprimento

naso-anal utilizada para o indice de Lee

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

3.3.2. indice de Adiposidade

Para calcular o indice de adiposidade foi necessario remover a gordura visceral e
periovariana (Figura 13) (BORGES et al. 2019). Ap6s a remogdo, a gordura foi lavada em
solugdo salina 0,9% e posteriormente pesada utilizando uma balanga de precisdo (Bel
Engineering). Consideramos a gordura visceral total como a soma das gorduras visceral mais
a ovariana. O indice de adiposidade (PEREIRA et al. 2018) foi calculado de acordo com a

seguinte formula:

Gordura Visceral total

Indice de Adiposidade =
faice ae Adtposicaae Peso Corporal final
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Figura 13 — Fotografia de camundongo Swiss Webster onde se observa a gordura visceral e

periovariana
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Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

3.4. Analises bioguimicas

Amostras de sangue foram obtidas atraves de puncdo cardiaca sem a realiza¢do de
toracotomia (Figura 14) e posteriormente o plasma foi separado por centrifugacdo a 3.500
rotacdes por minuto (rpm) durante 15 minutos, obtendo entdo o plasma livre de hemolise para
a realizacdo das dosagens das fracGes lipidicas: Colesterol Total (CT), Triglicerideos (TG),
High Density Lipoprotein (HDL). Os valores de Very Low Density Lipoprotein (VLDL) e de
Low density lipoprotein (LDL) foram determinados pela formula de Friedewald
(FRIEDEWALD, LEVY & FREDRICKSON, 1972; MARTIN et al. 2013; WARNICK et al.
1990).

VLDL = %
LDL = CT — (HDL + VLDL)

O colesterol ndo-HDL foi calculado subtraindo o valor de HDL do colesterol total
(FALUDI et al. 2017).
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Figura 14 — Demonstracdo da realizacdo da puncéo cardiaca sem a realizacdo de toracotomia

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

As dosagens foram realizadas com um equipamento semiautomatico de bioquimica
(BIOCLIN 100, Quibasa Quimica Basica, Belo Horizonte, MG, Brasil), utilizando os kits

(Quadro 4) seguindo as instrucdes do fabricante.

Quadro 4 — Métodos bioquimicos

METODOS ANALITOS REFERENCIA
, HDL K071-23
COLORIMETRICOS Colesterol total K083-2
Triglicerideos K117-2

No dia da eutanasia, a glicose de todos os animais em jejum de 12 horas foi mensurada
com auxilio de um glicosimetro (Accu-Chek Performa).

3.5.  Analises hematoldgicas

3.5.1. Leucograma

Amostras de sangue dos animais foram obtidas na oitava semana de infecgdo. Um
pequeno corte na cauda do animal foi feito para a retirada de uma gota de sangue que foi

colocada sobre uma lamina de vidro devidamente identificada e posteriormente realizada a
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distensdo sanguinea que foi corada com auxilio da técnica de Romanowsky pela coloracao de
Panotico Rapido LB.

Para a realizacdo da analise celular foi realizada a leitura da distensdo delgada
sanguinea em aumento de 100 vezes no microscopio de campo claro (Nikon Eclipse E200)
em O6leo de imersdo (ampliacdo de 1000x) utilizando o padrdo de contagem de Ameia
Modificado que consiste em contar dois campos perto e paralelos a borda da distensdo e
depois, quatro campos em angulo reto e dois campos paralelos ao bordo, e assim por diante.
(Figura 15) até completar a contagem de 100 células por ld&mina por animal, considerando as
seguintes células sanguineas: linfocitos, bastdo, mondcitos, eosinéfilos, neutréfilos (BAIN,
2016).

Figura 15 — Método em Ameia modificado

(il il

Fonte: BAIN, 2016.

3.6. Perfil imunolégico dos macréfagos peritoneais

3.6.1. Caracterizacdo dos macrofagos

No dia da euténasia, as seringas contendo 5mL com meio RPMI foram armazenas em
isopor com gelo (4°C). Posteriormente, injetamos este volume no peritdnio de cada animal e
realizamos a homogeinizacdo por cerca de 30 segundos. Apds este processo o lavado
peritoneal foi aspirado com a mesma seringa e armazenado no gelo para ser processado na
cabine de fluxo laminar. No fluxo transferimos o material coletado para tubos falcons de 15
mL devidamente identificados e recolhemos cerca de 10uL das células para contagem dos
macrofagos na Camara de Neubauer. Realizamos o célculo para ajustar a diluicdo destas
células em 2x10%/mL no meio RPMI e acrescentamos Soro Fetal Bovino (SFB). Em seguida
incubamos as células em duplicadas de cada amostra de animal, utilizando as placas de
cultura de celulas de 24 pocos por cerca de 1 hora na estufa de CO2 de 5% a 37°C para

aderéncia. Retiramos e desprezamos 0 sobrenadante contendo as células ndo aderentes e
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acrescentamos uma solucdo de lipopolissacarideo (LPS) para estimular a ativacdo dos
macrofagos na estufa de 5% de CO. a 37°C por 48 horas. Ao final do procedimento, o
sobrenadante foi transferido para tubos de Eppendorf e congelado no freezer -80°C para
realizar as dosagens das citocinas inflamatorias 1L-6, IL-10, MCP-1, TNF e IL-12 através do
método de Citometric Bead Array (CBA) utilizando o kit Mouse Inflammation (BD
Biosciense, San Jose, CA, USA). A analise foi realizada utilizando o citémetro de fluxo
FACS Canto Il e os dados foram processados utilizando o programa FCAP Array (BD
Bioscience).

3.7. Analise histopatoldgica do figado

3.7.1. Qualitativa

Ap0s 24 horas no fixador formol tamponado a 10%, o maior lobo do figado foi clivado
longitudinalmente em trés fragmentos. Utilizamos o corte medial para ser processado

utilizando a técnica de processamento para a inclusdo em parafina (Figura 16).

Figura 16 — Esquema das etapas de processamento do figado

Lavagem em
Agua destilada

[ Alcool 80%
Alcool 95% (3x) 15 minutos
Alcool Absoluto (3x)

Alcool Absoluto
+ Xilol (1:1)

5 minutos

DESIDRATAGAO-

15 minutos

CLARIFICAGAO Xilol |
ou | ) 15 minutos
DIAFANIZACAO Xilol lI

Parafina (3x) 15 minutos

IMPREGNAGAO* {

*Estufaa 60°C

Inclusao

Fonte: CAPUTO et al. 2009. Adaptado.
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ApoGs o processamento, foram obtidos cortes em micrétomo (Leica RM2125 RTS) de
3um de espessura para a realizagdo das seguintes coloragdes: Hematoxilina e Eosina (H&E),

Lennert’s Giemsa, Reticulina de Gomori e Picrosirius Red (Quadro 5).

Quadro 5 — Técnicas de coloragdes histologicas utilizadas

COLORACOES OBJETIVOS

Hematoxilina e Eosina Estudar e caracterizar a morfologia e morfometria do
tecido

Estudar os diferentes tipos celulares (macrofagos, células
epitelioides, células gigantes, eosindfilos, neutrofilos,

Lennert’s Giemsa PP i .
linfécitos, fibroblastos) ao redor de granulomas hepéticos.

Reticulina de Gomori Avaliar as fibras reticulares ao redor das veias hepaticas e
das veias centrolobulares.

Picrosirius Red Avaliar as fibras de colagenos tipo | e Il presentes no
tecido hepético.

As andlises histopatolégicas foram realizadas com auxilio de um microscopio
(Olympus BX53) equipado com uma camera digital (Olympus SN 4M04717, U-TV0.35XC-
2, Tokyo, Japan) e as imagens foram capturadas através do software de analise de imagens
Olympus cellSens Entry (versdo 1.18).

Os cortes corados com HE foram utilizados para caracterizar a morfologia do tecido
hepético e adiposo e também para as analises morfométricas dos adipdcitos. Coloragdo de
Lennert’s Giemsa foi realizada para determinar o estagio de desenvolvimento do granuloma
(LENZI et al. 1998) e qualificar o percentual das principais células envolvidas na resposta
inflamatéria  (macréfagos/mondcitos, células epitelidides, gigantdcitos, eosindéfilos,
neutrofilos, linfocitos e fibroblastos) onde a avaliacdo se procedeu em microscopia de campo
claro utilizando a objetiva de imerséo (o aumento total varia do tamanho da sua projecao).

Analisamos 10 granulomas por animal (totalizando 50 granulomas por grupo
experimental), obedecendo aos critérios de: ndo ter confluéncia entre 0s processos
inflamatorios e a presenca de um ovo de S. mansoni no interior (Costa-Silva et al. 2002).
Além disso, determinamos as células presentes no granuloma através de um sistema de score
(cruzes), que significavam: (-) célula ndo observada e (+) célula observada. Caso o tipo
celular fosse identificado na estrutura do granuloma, ela era contada baseada em escala de
intensidade celular onde: (=0-10) raras células, (=11-20) poucas células, (=21-30) muitas

células e (=+30) abundancia celular.
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Para quantificar a disposicdo de colageno encontrada nos diferentes estagios do
granuloma nos grupos infectados submetidos a dieta padrdo e dieta hiperlipidica, alguns
cortes foram corados com Picrosirius Red conforme metodologia descrita por Junqueira,
Cossermelli & Brentani (1978) e avaliadas em microscopia de campo claro e sob luz
polarizada. A matriz conjuntiva presente nos granulomas foi quantificada automaticamente
por diferenca colorimétrica, ou seja, o analisador (Image-Pro Plus / versdo 6.0.0.260)
identifica a cor resultante da polarizacdo, preenche a area de interesse com marcacao
(coldgeno . apresenta cor amarela, laranja ou vermelha; colédgeno Il: cor varidvel de acordo
com o tecido; colageno Il1: apresenta a cor verde) e processa a medida identificando os pontos
relacionados com a tonalidade e posteriormente, transfere para 0 computador os resultados

obtidos nas analises de quantificacéo.

3.7.2. Estereologia pelo método de D36

O figado foi analisado utilizando um sistema de teste de 36 pontos denominado como
D36 (MANDARIN-DE-LACERDA, 2003). Avaliamos dez campos microscopicos aleatdrios
em objetiva de 20x (ampliacdo de 200x) para quantificar a densidade de volume dos
hepatdcitos, sinusoides, possiveis esteatoses, células de Kupffer e infiltrados leucocitarios

através da seguinte férmula:

1% i %
U—PT 0)

Onde, Vv representa a densidade do volume; PP retrata 0s pontos que atingem a

estrutura do 6rgdo; e PT descreve o sistema de 36 pontos testes.

3.7.3. Morfometria dos vasos hepaticos

As veias hepaticas (veia porta hepética e veia centrolobular) foram identificadas com
base na posicao e estrutura (Figuras 17 e 18).
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Figura 17 — Microscopia de luz de corte histolégico do figado de camundongos nao infectados
destacando o espacgo porta do animal, onde se destaca o critério utilizado para
identificar a veia porta

N molng e —
- "' N U TS

Espaco Porta

Legenda: Espaco porta constituido pelavela prta (V P); Arterla hepatlca (A H) e Ducto biliar (D.B). Cortes
em espessura de 3um corados com Reticulina de Gomori em 40x (ampliacéo de 400x). Barra=50um.
Fonte: Arquivo Pessoal 2019.

Figura 18 — Microscopia de luz de corte histoldgico do figado de camundongos néo infectados

mostrando no centro a veia centrolobular do animal

Legenda: Veia centrolobular (V. C) . Cortes em espessura de 3um corados com Retlculma de Gomori em 40x
(ampliacéo de 400x). Barra=50pm.
Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Apo6s a identificacdo, realizamos as analises morfométricas (Figura 27) levando em

consideracdo o perimetro, a area, a espessura da parede da veia, 0 comprimento da area
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luminal e a largura da area luminal. Foram verificadas 10 areas diferentes contendo as veias
hepaticas (veia porta e centrolobular) por animal nos quatros grupos de estudo
(CDP/IDP/CDH/IDH) (FIEL et al. 2014).

3.8. Analise histopatoldgica do tecido adiposo

3.8.1. Qualitativa

Apos a coleta, o tecido adiposo visceral permaneceu no fixador por 24 horas até a
realizacdo do processamento histoldgico de inclusdo em parafina (Figura 19). Em seguida,
foram realizados cortes de 5 um de espessura em microtomo. Os cortes foram corados com

Hematoxilina e Eosina para serem analisados.

Figura 19 — Etapas do processamento do tecido adiposo

' ™
Lavagem em L 20 minutos
Agua Corrente
. v
f '
Alcool 70% —— 20 minutos
“ S
. )
DESIDRATACAO* Alcool 80%
*Banho-maria 60°C AlCOOI 90% —— 40 minutos
Alcool 95%

Alcool Absoluto (5x)

J
. N
CLARIFICACAO Xilol |
ou Xilol | — 20 minutos
DIAFANIZACAO Xilol Il
Parafina |
(3%) 20 minutos

[ Inclusdo ]

Fonte: PARLEE et al. 2014. Adaptado.
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As anélises histopatolégicas foram realizadas com auxilio de um microscopio
(Olympus BX53) equipado com uma camera (Olympus SN 4M04717, U-TV0.35XC-2,
Tokyo, Japan) e as imagens foram capturadas através do software de analise de imagens

Olympus cellSens Entry (verséo 1.18).

3.8.2. Avaliacdo morfométrica do adipocito

As analises morfométricas do tecido adiposo foram realizadas no programa de analise
de imagens Nis-Elements (versdo 3.22.00) com auxilio de um microscépio de campo claro
(Nikon Eclipse 80i). No aumento de 20x (ampliagdo de 200x) no tamanho pré-estabelecido
pela autora (= 138726,14 um?) foram medidas a area, o perimetro e o didmetro de 10
adipdcitos em 10 campos aleatérios por animal (ALEXANDRE-SANTOS et al., 2018;
PARLEE et al.,2014).

3.8.3. Avaliacdo do nimero de adipdcitos por campo

Foram selecionados 10 campos aleatérios (Figura 20) no tecido adiposo por animal
para quantificar os adipdcitos que se encontravam completamente inserido dentro da area (=
138726,14 um?) pré-estabelecida pela autora em aumento de 20x (ampliacdo de 200x)
(ALEXANDRE-SANTOS et al., 2018; PARLEE et al.,2014).
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Figura 20 — Microscopia de luz de corte histologico dos adipécitos de camundongos nédo

infectados alimentados com dieta rica em lipidio

=

)
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Area = 138726,14 pm?
Legenda: (+) Adipdcitos validados de acordo com o critério estabelecido pela autora. Corte do tecido adiposo
corados com Hematoxilina e Eosina em 20x (amplia¢do de 200x). Barra=100pm.

Y

3.9. Andlise estatistica

Utilizamos o software Graph Pad Prism 5 para realizar as analises comparativas.
Aplicamos o teste Mann-Whitney (ndo-paramétrico) e as medidas com valores de p<0,05
foram consideradas significativamente diferentes. Os dados foram apresentados em média e

erro padrao.
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4. RESULTADOS

4.1. Ganho de Massa

Observamos no Grafico 1 que ao final de 5 meses com dieta hiperlipidica os animais
ndo infectados apresentaram um aumento de 109% (p<0,0001) da massa corporal em
comparacdo aos animais ndo infectados, alimentados com dieta padrdo (DP) e um aumento de
187% (p<0,0001) em relacdo a massa apresentada no inicio do experimento apds o desmame.
Destacando, que a dieta hiperlipidica promoveu um ganho de peso significativamente superior

nos animais em comparacao aos alimentados com dieta padrdo.

Gréafico 1 — Massa corporal (expressa em gramas) de camundongos Swiss Webster fémeas

apos o desmame e apds 5 meses de dieta padrdo ou hiperlipidica

I p<0,0001 I
60- p<0,0001 o
] E3 DP - Inicial
50- @ DP - Final
40- EZ3 DH - Inicial
@8 DH - Final

Massa corporal (g)
] Cad
T 9

Legenda: DP - Inicial: massa corporal inicial dos animais alimentados com dieta padrdo; DP — Final: massa
corporal final dos animais alimentados com dieta padrdo; DH - Inicial: massa corporal inicial dos
animais alimentados com dieta hiperlipidica; DH — Final: massa corporal final dos animais
alimentados com dieta hiperlipidica. Diferenca significativa (PRISM: p<0,05 — Mann-Whitney).

Valores representados em média e erro padréo.

Os animais CDH apresentaram um aumento de 99% na massa corporal (Gréafico 2 e

Figura 21) em relacdo ao grupo CDP (p<0,0001). J& os animais infectados alimentados com
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dieta rica em lipidios (IDH) exibiram uma diminuicdo de 8% na massa corporal em
comparacdo aos camundongos pertencentes no grupo CDH, embora este ndo apresente
diferenca significativa. Observou-se um aumento significativo (+90%; p<0,0001) na massa
corporal dos animais IDH em relagdo aos animais IDP. Dessa forma, a infec¢do quando
associada aos animais de dieta padrdo ndo tem impacto na massa corporal, porém nos animais
com dieta hiperlipidica, houve uma reducdo da massa corporal em 8% nos animais infetados,

podendo ser atribuida esta perda de massa a infecgéo.

Gréafico 2 — Massa corporal (expressa em gramas) de camundongos Swiss Webster fémeas
submetidos a dieta padrdo e hiperlipidica por sete meses e uma semana,
infectados ou ndo

70-

p<0,0001 p<0,0001 E3 CDP
B 801 E3 CDH
® 501 B DP
§4u- @ DH
S 30-
o
@ 204
o
= 10-

l] ] 1
& & & &

Legenda: CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — Mann-Whitney). Valores representados em médiaterro padrdo da
média.

Figura 21 - Fotografia comparando os animais alimentados com dieta padrdo e dieta
hiperlipidica

-

Legenda: Animais alimentados com dieta padrao (1) e Animais alimentados com dieta hiperlipidica (2).
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4.2.Indice de Lee e Indice de Adiposidade

Observamos um aumento de 13% (p<0,0079) no indice de Lee no grupo CDH em
relacdo aos animais CDP. N&o houve diferenga significativa (p>0,05) neste indice ao
comparar o CDH com IDH. Animais alimentados com dieta hiperlipidica e infectados
apresentaram um aumento de 8% (p<0,0317) no indice de Lee em relacao ao grupo
alimentado com dieta padrdo e infectado. Estes dados mostram que a dieta hiperlipidica
influénciou no excesso de gordura corporal, indicado pelo indice de Lee (Grafico 3).

Gréfico 3 — Indice de Lee* (g/cm) dos camundongos Swiss Webster fémeas com ou sem

infeccdo esquistossomotica e alimentados com dieta padréo ou hiperlipidica

0.360+
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Legenda: CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — Mann-Whitney).*indice de Lee: raiz clbica do peso corporal (g) /
comprimento naso-anal. Valor acima de 0.300 g/cm ¢ indicativo de obesidade. Valores representados
em média e erro padrdo

O grafico 4 mostra que a dieta hiperlipidica causou um aumento significativo
(p<0,0079) nos indices de adiposidade dos animais CDH e IDH em comparagdo aos grupos
alimentados com dieta padrdo (CDP com CDH: +519% / IDP com IDH: +2221%), mas ndo

houve influéncia da infecgéo.
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Gréfico 4 — Indice de Adiposidade (g) de camundongos Swiss Webster fémeas alimentados

com dieta padrdo ou hiperlipidica submetidos ou néo a infecgdo esquistossomaotica
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Legenda: CDP: Camundongos nédo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos nédo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney). Valores representados em média e erro padréo.
*[ndice de Adiposidade: gordura visceral total (g) / peso corporal final (g).

4.3. Analises bioquimicas

4.3.1. Dosagens

Os niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos, HDL, VLDL, LDL e
colesterol ndo-HDL estdo descritos nos Gréficos 5 e 6.

Os animais controles alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram alteragdes nas
dosagens de colesterol total (+80%, p<0,0079) e de triglicerideos (+59%; p<0,0159) ao serem
comparados com os animais controles alimentados com dieta padrdo. Como o esperado, foi
observado que o IDH apresentou niveis reduzidos (-25%, p<0,0317) de colesterol total em
relagcdo ao grupo CDH, porém a infeccdo quando associada a dieta hiperlipidica proporcionou
um aumento de 56% (p<0,0159) nas dosagens de colesterol total e de 34% (p<0,0159) nas
dosagens de triglicerideos em relacdo aos animais infectados e alimentados com dieta padrdo
(Gréfico 5).
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Gréfico 5 — Concentragdo de colesterol total (mg/dL) e triglicerideos (mg/dL) plasmatico de

camundongos fémeas Swiss Webster esquistossomaticos ou ndo e alimentados

com dietas padédo ou hiperlipidica
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Legenda: CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica; mg/dL: Miligramas
por decilitro. Diferenga significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney). Valores representados
em média e erro padrao.

Animais controles alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram um aumento nas
dosagens de HDL (+84%, p<0,0476), VLDL (+59%, p<0,0159), LDL (+84%, p<0,0079) e de

colesterol ndo-HDL (+80%, p<0,0079) ao serem comparados com 0s animais controles e

alimentados com dieta padrdo. A infeccdo esquistossomotica associada a dieta hiperlipidica

promoveu uma reducdo nao significativa nas fragdes de HDL (-36%), VLDL (-6%), LDL (-
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26%) e de colesterol ndo-HDL (-23%) ao serem comparados aos animais controles
submetidos a mesma dieta.

Além disso, animais infectados e alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram
um aumento nas frages de VLDL (+34%; p<0,0159), LDL (+63%; p<0,0159), colesterol
ndo-HDL e de HDL (+44%), embora este ultimo ndo tenha diferenca estatisticas em relacéo
ao grupo IDP. Baseado nestes dados, observamos que a dieta hiperlipidica induziu a
dislipidemia nos animais, visto que houve um aumento das fracdes lipidicas. Entretanto, a
infeccdo esquistossomdtica se mostrou determinante na reducdo dos niveis lipidicos

plasmaéticos (Grafico 6).

Grafico 6 - Perfil lipidico (mg/dL) de camundongos fémeas Swiss Webster

esquistossomoticos ou ndo e alimentados com dietas paddo ou hiperlipidica
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Legenda: CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica; HDL: High
Density Lipoprotein; VLDL: Very Low Density Lipoprotein; LDL: Low Density Lipoprotein; mg/dL:
Miligramas por decilitro. Diferenga significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney). Valores
representados em média e erro padréo
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4.3.2. Glicemia

Na avaliacdo deste pardmetro, identificamos alteragdo significativa apenas entre 0s
animais alimentados com dieta hiperlipidica e infectado (IDH) em comparagéo ao grupo néo
infectado (CDH). A infeccéo influénciou e estes animais apresentaram uma reducéo de 55%

(p<0,0079) na glicemia quando comparado com o grupo ndo infectado (Grafico 7).

Gréfico 7 — Glicemia de jejum (em mg/dL) de camundongos alimentados com dieta padrdo e

hiperlipidica submetidos ou ndo a infecgdo esquistossomotica
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Legenda: CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney). Valores representados em média e erro padrao.

4.4.Analise hematoldgica

4.4.1. Leucograma

Os eosinofilos sdo células que marcam o hemograma de infecces provocadas por
helmintos, na esquistossomose isso ndo é diferente. O grupo IDP apresentou 5% e 0 grupo
IDH 6% dessas celulas. Os animais do grupo IDH apresentaram uma diminuig&o significativa
no namero de linfocitos (-33%, p<0,05) e de bastdes (-73%, p<0,05) e simultaneamente um
aumento no nimero de mondcitos (+114, p<0,0079) e neutréfilos (+55%), embora este Gltimo

néo seja considerado significativo (p>0,05) ao serem comparados com o grupo IDP.
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A infeccdo esquistossomética porporcionou uma diminuicdo no numero de linfocitos
(-51%, p<0,0079) e um aumento na contagem de mondcitos (+271%, p<0,0079), bastbes
(+180%), neutrofilos (+44%), e de eosinofilos ao comparar com 0s animais controles e
submetidos a mesma dieta hiperlipidica (CDH com IDH) (Grafico 8).

Assim, de acordo com os dados apresentados a dieta hiperlipidica ndo influénciou nas
concentracdes destas células no leucograma. Entretanto, no que se refere as células de
linfécitos e bastBes circulantes, a dieta pode impactar na resposta imune e influenciar na

deplecdo dessas células importantes no mecanismo de regulacéo.

Gréafico 8 — Leucograma de camundongos esquistossomoticos ou ndo alimentados com dieta

padrdo e hiperlipidica
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Legenda: CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica.

4.5. Perfil imunolégico dos macréfagos peritoneais

4.5.1. Citocinas dos macrofagos

Para fazer uma avaliacdo do perfil inflamatorio da infeccdo esquistossomoética em

associacdo com a dieta hiperlipidica, dosamos nos macréfagos peritoneais as citocinas IL-6,
IL-12 e TNF (Fator de Necrose Tumoral) com ac¢des pré-inflamatérias (Grafico 9); a citocina
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IL-10 com paddo anti-inflamatério (Grafico 10) e a quimiocina MCP-1 (Proteina
Quimiotatica de Mondcitos), que também esta associada a um perfil inflamatorio, presentes
no lavado peritoneal de camundongos Swiss Webster fémeas (Grafico 11).

Os animais controles alimentados com dieta hiperlipidica (CDH) apresentaram uma
diminuigdo nas concentragdes da citocina 1L-12 (-64%, p<0,0159), entretanto ndo
identificamos diferencas significativas (p>0,05) na producéo das citocinas IL-6, TNF, IL-10 e
MCP-1 ao serem comparados ao grupo CDP. Mostrando que a dieta parece ndo ter tido um
impacto direto na alteragdo dos perfis anti ou pro-inflamatérios das citocinas dosadas dos
macrofagos peritoneais.

Quando analisamos a relacdo com a infeccdo esquistossomdtica nos animais
submetidos a dieta hiperlipidica (IDH), identificamos que houve um aumento nas
concentragOes das citocinas TNF (+436%, p<0,0079), IL-6 (+27%), IL-12 (+9%), IL-10
(+56%) e simultaneamente uma diminuicdo da e da MCP-1 (-32%; p<0,0278) em relacdo aos
animais néo infectados e submetidos a mesma dieta.

Os animais infectados alimentados com dieta hiperlipidica (IDH) apresentaram um
aumento nas concentracdes de 1L-6 (+34%), TNF (+98%), IL-10 (+346%; p<0,0040) e de
MCP-1 (+681%; p<0,0040) e uma diminuicdo nas concentracdes de IL-12 (-22%), porém
nem todas as dosagens apresentaram diferencas estatisticas em relacdo ao grupo IDP. As
variaces mencionadas ndo foram diretamente atrelada a infeccdo e nem somente a dieta
hiperlipidica, foi um pardmetro que teve impacto quando houve a associacdo das duas
condigdes experimentais avaliadas neste trabalho.
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Gréfico 9 — Citocinas pro-inflamatérias IL-6, IL-12 e TNF produzidas por macro6fagos

peritoneais de camundongos esquistossomaticos ou ndo e alimentados com
dieta padréo ou hiperlipidica
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Legenda: A — CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrédo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica; 1L-10: Interleucina
10; IL-12: Interleucina 12. Diferenca significativa (PRISM: p<0,05 — Mann-Whitney). Valores
representados em médiaterro padrdo. Unidade de medida: 10%? (pg/mL).
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Gréfico 10 — Citocinas anti-inflamatérias IL-10 produzidas por macréfagos peritoneais de

camundongos esquistossomoticos ou ndo e alimentados com dieta padrédo ou

hiperlipidica
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Legenda: A — CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padréo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica; IL: Interleucina 6;
TNF: Fator de Necrose Tumoral. Diferenca significativa (PRISM: p<0,05 — Mann-Whitney). Valores
representados em médiaterro padrdo. Unidade de medida: 10%? (pg/mL).

Gréafico 11 — Dosagem da Quimiocina MCP-1 produzidas por macréfagos peritoneais de
camundongos esquistossomaticos ou ndo e alimentados com dieta padrdo ou
hiperlipidica
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Legenda: A — CDP: Camundongos néo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica; MCP-1: Proteina
Quimiotatica de Mondcitos. Diferenca significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney). Valores
representados em médiaterro padrdo. Unidade de medida: 10%? (pg/mL).
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Para analisar o perfil inflamatério dos macrofagos presentes no lavado peritoneal dos
animais, realizamos a razao entre a citocina pré-inflamatoria de TNF pela anti-inflamatoria de
IL-10. A infeccdo esquistossomotica promoveu um perfil inflamatério expressos pelo
aumento da liberacdo de TNF pelos macrofagos peritoneais nos animais alimentados com
dieta hiperlipidica e infectados (+260%; p<0,0040) ao serem comparados com 0s animais
controles submetidos a mesma dieta. Portanto, esses dados mostraram que a infeccdo
esquistossomotica influénciou na resposta inflamatdria e a incorporacdo da dieta hiperlipidica
interferiu na expressdo das citocinas produzidas pelos macrofagos no peritoneo dos animais
(Gréfico 12).

Grafico 12 — Razdo entre as citocinas pro-inflamatoria e anti-inflamatéria (TNF e IL-10,
respectivamente) produzidas por macréfagos peritoneais de camundongos

esquistossomoticos ou ndo e alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica
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Legenda: A — CDP: Camundongos néo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica; TNF: Fator de
Necrose Tumoral; IL-10: Interleucina 10. Diferenga significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-
Whitney). Valores representados em médiazerro padrdo. Unidade de medida: 10%? (pg/mL).
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4.6. Analises do tecido hepético

Conforme mostrado no Grafico 13, a massa do figado dos animais infectados
alimentados com dieta padrdo (IDP) aumentou 97% (p<0,0079) quando comparado aos
animais nao infectados alimentados com a mesma dieta (CDP), demonstrando como o
esperado o impacto da infeccdo sob a massa do figado. Ja nos animais ndo infectados
submetidos a dieta hiperlipidica (CDH), houve um aumento de 101% na massa do figado (em
gramas) quando comparado ao grupo CDP. Ao comparar os animais infectados e submetidos
a dieta hiperlipidica, ndo foi observado uma variacdo significativa. Baseado nesses dados,
existe um equilibrio metabolico que controla a sobreposicdo da hepatomegalia observada nas

duas condicdes isoladas (infecgéo e dislipidemia).

Gréafico 13 — Massa (g) do figado de camundongos Swiss Webster fémeas infectados ou ndo

por Schistosoma mansoni e alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica
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Legenda: A — CDP: Camundongos néo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney). Valores representados em médiaterro padréo.

4.6.1. Histopatologia

Ao andlisar a histopatologia do figado de camundongos esquistossomaticos

alimentados com dieta padrdo (IDP) observamos células hepéticas parenquimaticas
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binucleadas e alguns debris celulares préximos & zona central do granuloma
esquistossomotico hepéatico. O grupo da infeccdo esquistossomotica apresentou intensas
confluéncias de granulomas, como esperado, caracterizado com alteracdo da arquitetura do
parénguima hepatico, presenca de hiperemia ativa patoldgica em consequéncia do aumento na
frequéncia das células de Kupffer nos sinusoides e a distribui¢do de infiltrados leucocitéarios
dispersos por todo tecido (Figura 22).

Figura 22 — Microscopia de luz de corte histolégico do figado de camundongos controles e
infectados por S. mansoni submetidos a dieta padrdo ou dieta hiperlipidica
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Legenda: CDP: Camundongos na om dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; Parénquima hepatico constituido de: veia centrolobular (VC); cord6es
interligados de hepatocitos (H); areas claras entre as os corddes de células classificam os sinuséides
(S); macrofagos hepaticos denominados como células de Kupffer (K); ducto biliar (DB); artéria
hepéatica (AH); veia porta (VP); e espago da veia porta (EVP); Marcadores de necrose: Hepatdcito
com aspecto normal (H), Caridlise (CL), Cariorrexe (CR), Cariopicnose (CP); Hepatécitos
Binucleados (HB); Aglomerados de células de Kupffer (K); Hiperemia ativa patoldgica (HAP);
Granuloma esquistossomdtico hepéatico (GEH). Cortes com espessura de 3 um corados com
Hematoxilina & Eosina em 40x e 20x (ampliacdo de 400x e 200x). Barra=50um e 100um.

Os animais ndo infectados e alimentados com dieta hiperlipidica (CDH) apresentaram
a zona 1 (regido periportal) uma organizacdo das goticulas de triglicerideos armazenados em
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macrovesiculas. A zona 2 exibiu justamente uma combinacdo mista de micro e macro
esteatose. Também observamos que na zona 3 (regido préximo a veia centrolobular), os
lipidios estavam armazenados principalmente em microvesiculas (Figura 23). Além disso, a
arquitetura tecidual apresentou essas modificagdes devido ao excesso de lipidio armazenado,
sendo estes representados pela presenca de hepatocitos binucleados, hiperemia passiva e
esteatose (vesiculas contendo triglicerideos) que podem ser macrovesicular e/ou
microvesicular (Figura 24).

Os animais esquistossométicos alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram
diminuicdo na esteatoses. As analises histopatolégicas mostrou a presenca de hiperemia ativa
patologica, devido ao aumento do fluxo sanguineo para promover a migragdo celular em
virtude a agresséo ocasionada pela infec¢do no tecido hepético. Grande parte dos granulomas
esquistossomoticos encontrados exibiu os marcadores de necrose (cariorrexe, cariélise e a
cariopicnose) bem distribuidos ao centro (Figura 24).

Figura 23 — Microscopia de luz de corte histoldgico do figado evidenciando as zonas de

oxigenacdo de camundongos ndo por S. mansoni e alimentados com dieta
hiperlipidica (Grupo CDH)

Legenda: Veia centrolobular (VC); Veia Porta (VP); Zona 1 (periportal), Zona 2 (intermediaria) e Zona 3
(centrolobular) — representagdes das areas de oxigenacao. Cortes com espessura de 3 pm corados com
Hematoxilina & Eosina em 20x (ampliacdo de 200x). Barra=100um.
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Figura 24 — Microscopia de luz de corte histologico do figado de camundongos controles e

infectados por S. mansoni submetidos a dieta hiperlipidica

Legenda CDH: Camundongos nédo mfectados allmentados com dleta hlperllpldlca IDH: Camundongos
infectados alimentados com dieta hiperlipidica; Hepat6citos em apoptose (A); tentativa de
regeneracdo hepatica — hepatécitos binucleados (HB); macroesteatose hepatica (MAC);
microesteatose hepatica (MIC); Sinusdides repletos de sangue (S); Esteatose (E); Infiltrado
leucocitario (IL); Hepatdcito com nlcleo normal (E); Hiperemia (HIP); Marcadores de necrose:
Cariorrexe (CR); Cariopicnose (CP); Caridlise (CL). Hematoxilina & Eosina em 20x e 100x
(ampliagéo de 200x e 1000x, respectivamente). Barras=100pm e 20pm.

4.6.2. Estereologia pelo método de D36

A analise estereologica D36 permite obter resultados quantitativos das alteracdes
morfolégicas de células e de tecidos que visam auxiliar na descricdo da estrutura de estudo
através de um arranjo tridimencional com base em analises bidimencionais (MANDARIM-
DE-LACERDA, 2003). Baseado nisso, observamos que 0s animais ndo infectados submetidos
a dieta hiperlipidica (CDH) apresentaram uma diminuicdo na densidade de volume dos
hepatécitos (Vv[h]: -27%, p<0,001) e simultaneamente um aumento na densidade de volume

dos sinusodides (VV[s]: +19%) e nas células de kupffer (Vv[k]: +43%) em relacdo ao grupo
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CDP. Dessa forma, a dieta hiperlipidica promoveu alteragdes no quantitativo das células que
compde a arquitetura tecidual do figado e também contribuiu para o aumento do fluxo
sanguineo e da migracao celular das células de Kupffer.

A infeccdo esquistossomotica promoveu um aumento na densidade de volume dos
infiltrados leucocitarios (VV[il]: +573%, p<0,0004) ao comparar com 0s animais controles
submetidos a mesma dieta hiperlipidica. Somente os animais alimentados com a dieta
hiperlipidica apresentaram esteatose no tecido hepatico. Como o esperado, 0s animais
infectados apresentaram uma diminuicdo na densidade de volume da esteatose (Vv[e]: -61%,
p<0,0177) e dos sinusoides (VV[s]: -42%, p<0,001) quando comparado aos animais controles
(CDH com IDH) e infectados (IDP com IDH), respectivamente.

Infeccdo provocada por S. mansoni promoveu um aumento no quantitativo de
infiltrados leucocitarios (CDH com IDH: +573% e IDP com IDH: +56%, p<0,0223) e uma
diminuicdo na densidade de volume das células de kupffer (IDP com IDH: VV[K]: -56%,
p<0,01) dispersos no tecido hepatico nos animais alimentados com dieta hiperlipidica (Tabela
6).

Tabela 6 — Andlise estereoldgica pelo sistema teste D36 do figado de camundongos Swiss
Webster fémeas submetidos ou ndo a infec¢do esquistossomatica e nutridos com

a dieta padrdo e dieta hiperlipidica

GRUPOS DE ESTUDO

Parametros CDP CDH IDP IDH p
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Hepatocitos 84,6+1,6 51,8+3,8*° 61,4423 54,8+1,7 0,0001

Sinusoides 9,4+0,9 11,2+14 17,6+£1,5 10,2+0,5° 0,0004

Células de Kupffer 6+1,1 8,6+1,4 11,4+0,7 5£0,3° 0,0012

Infiltrado - 3+1 9,442.,6 20+2,8¢ 00,0223
Leucocitéario

Esteatose - 25+4.9 - 10+1,8° 0,0177

Legenda: CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica; (-) Parametro ndo
observado. Diferenca significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney): CDP com CDH [a]; CDH
com IDH [b]; IDP com IDH [c]. Valores representados em médiaterro padréo.
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Observamos apenas 0s estagios exsudativos e exsudativo-produtivo nos granulomas
hepaticos. O grupo IDP e o IDH apresentaram respectivamente 68% e 60% de granulomas no
estagio exsudativo e 32% e 40% no estagio exsudativo produtivo, porém sem diferencas
significativas (p=0,4751) (Gréfico 14).

Gréafico 14 — Distribuicdo do percentual dos estagios de granulomas hepéticos encontrados e
analisados de camundongos Swiss Webster fémeas esquistossomaticos

alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica
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Legenda: IDP: Camundongos infectados alimentados com dieta padrdo; IDH: Camundongos infectados
alimentados com dieta hiperlipidica.

Realizamos as analises morfométricas dos granulomas hepético (&rea e perimetro), e
observamos o aumento de 8% no estidgio exsudativo e de 211% (p=0,0079) no estagio
exsudativo-produtivo da area do granuloma nos animais infectados alimentados com dieta
hiperlipidica. Também no grupo submetido a dieta hiperlipidica, observamos que o perimetro
apresentou uma diminuicdo de 8% no estagio exsudativo e um aumento de 60% no estagio

exsudativo-produtivo, porém sem diferencas estatisticas (Figura 25).
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Figura 25 — Microscopia de luz de corte histolégico do figado evidenciando o granuloma
hepatico de camundongos infectados com Schistosoma mansoni e alimentados

com dieta padrdo ou dieta hiperlipidica

Legenda: (A) Granuloma Exsudativo de camundongos infectados alimentados com dieta padrdo; (B)

Granuloma Exsudativo-Produtivo de camundongos infectados alimentados com dieta padrdo; (C)
Granuloma Exsudativo de camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica; (D)
Granuloma Exsudativo-Produtivo de camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica
(4). Cortes com espessura de 3 um corados com Hematoxilina & Eosina em 20x (ampliagdo de 200x).

Barra=100um.
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A coloragdo de Giemsa permitiu a qualificacdo celular presente no granuloma
exsudativo e exsudativo-produtivo (Tabela 7). O grupo IDP apresentou no estagio exsudativo
uma abundancia celular de macréfagos; eosindéfilos, neutréfilos, linfdcitos, e raras células
epitelidides, gigantocitos e fibroblatos. O grupo IDH apresentou a constituicdo celular
semelhante ao identificado no grupo IDP. Ao analisar as células no estagio de granuloma
exsudativo-produtivo mostraramos que 0s grupos submetidos as duas dietas apresentam
distribuidos na arquitetura do granuloma uma abundéncia de macrofagos, células epitelidides,
presenca de gingantocitos, muitos linfocitos, fibroblatos; poucos eosinoéfilos e neutrofilos.
N&o houve grande variacdo em relacdo as diferentes dietas ao avaliar este estagio do
granuloma.

A quantificacdo de colageno presente na matriz conjuntiva do granuloma
esquistossomotico foi realizada utilizando a coloragdo de Picrosirius (Figura 26). Baseado
nestes resultados, foi possivel observar que os animais esquistossomoticos alimentados com
dieta hiperlipidica apresentaram uma reducdo de 30% do colageno, em compara¢do com 0s

animais com dieta padrdo, porém sem diferencas significativas (p<0,2222) (Tabela 6).



71

Tabela 7 — Andlise morfométrica, quantificacdo celular e concentracdo do coldgeno dos

granulomas  hepaticos de camundongos  Swiss  Webster  fémeas
esquistossomoticos alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica
GRUPOS DE ESTUDO
Estagio do Variavel IDP IDH p
Granuloma (n=5) (n=5)
Area 143320+18580 154354453481  0,8413
Perimetro 1503+117 1383+296 0,9999
Composicéo celular
Exsudativo  Macrofagos ++++ +++ NA
(E) Células epiteliides + + NA
Gigantdcitos + + NA
Eosindfilos +++ +++ NA
Neutrofilos +++ +++ NA
Linfocitos +++ +++ NA
Fibroblastos + + NA
Area 14559948610  452411+107804*  0,0079
Perimetro 148534 2375+299 0,1508
Exsudati Composicéo celular
sz% at1_|vo Macréfagos ST ST NA
roEl;) VO Células epitelidides SN SN NA
(EP) Gigantdcitos + + NA
Eosinofilos ++ ++ NA
Neutrofilos ++ +++ NA
Linfdcitos +++ +++ NA
Fibroblastos +++ ++++ NA
E/EP Coléageno (%) 3+0,9 2+0,2 0,2222

Legenda: IDP: Camundongos infectados alimentados com dieta padrdo; IDH: Camundongos infectados
alimentados com dieta hiperlipidica; (NA) — N&o aplicavel. Pardmetros considerados no grau de
intensidade celular: (-) célula ndo observada; (+) raras células; (++) poucas células; (+++) muitas
células; e (++++) abundancia celular. *Diferen¢a significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-
Whitney). Valores representados em erro padréo.
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Figura 26 — Microscopia de luz de corte histologico do figado destacando a presencga de

colageno em granulomas esquistossomoticos hepaticos de camundongos Swiss

Webster fémeas submetidos a dieta padréo e hiperlipidica

A) IDP

100 pm

B) IDP

100 pm

C) IDH

100 ym

100 pm o2

Legenda: (A e B): IDP: Camundongos infectados

alimentados com dieta padrdo; (C e D): IDH: Camundongos

infectados alimentados com dieta hiperlipidica; Camundongos esquistossométicos alimentados com
dieta padrdo (A e B); Camundongos esquistossomoticos alimentados com dieta hiperlipidica (C e D);
Depositos de colageno em torno do granuloma esquistossomético evidenciado na coloragdo de
Picrosirius sem polarizacdo (imagens claras) ou com polarizac¢do (imagens com fundo preto). Cortes
com espessura de 5pum corados com Picrossirius em 20x (ampliacdo de 200x). Barras=100um.
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4.6.3. Morfometria dos vasos hepaticos

O tecido hepético foi analisado por microscopia de campo claro e apos realizarmos a
identificacdo das veias centrolobulares e hepéticas, estabelecemos os seguintes parametros
morfométricos de analises: comprimento e largura da area luminal, espessura da parede da

veia, area e perimetro (Figura 27).

Figura 27 — Esquema mostrando o local aonde realizamos a morfometria nas veias porta e

centrolobular dos camundongos submetidos as quatro condi¢des experimentais
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4.6.3.1. Veias Centrolobulares

Animais ndo infectados e alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram um
aumento significativo p<0,0079 no tamanho do comprimento (+63%) e largura (+48%) da
area luminal, na espessura da parede da veia (+85%), no perimetro (+52%) e na area (+111%)
das veias centrolobulares em relacéo ao seu grupo controle (CDP).

A infeccdo esquistossomodtica em animais submetidos a dieta promoveu uma

diminuicdo significativa p<0,0079 do comprimento (-21%), largura (-18%), espessura da
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parede da veia (-35%), perimetro (-20%) e area (-40%) das veias centrolobulares em
comparacdo aos nao infectados, mas submetidos a mesma dieta dieta hiperlipidica (CDH com
IDH).

N&o foram observados diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos infectados
(IDP com IDH), destacando que o metabolismo hepatico, de alguma forma, equilibra estas
alteracdes quando ha comorbidade.

A dieta hiperlipidica promoveu a vasodilatacdo do endotélio, entretanto a associacao
da infecgdo esquistossomotica e dieta, sugere que o parasito pode estar modulando estas
variacfes morfométricas das veias centrolobulares (Tabela 8).

Tabela 8 — Parametro morfométrico (em micrémetros) das veias centrolobulares de
camundongos Swiss Webster alimentados com diferentes dietas e submetidos

ou ndo a infecgéo pelo Schistosoma mansoni.

GRUPOS DE ESTUDO

Variavel CDP CDH IDP IDH
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Comprimento da 93+6,3 152+2 52 112+4,66 120+1,8°
area luminal
Largura da area 6315,5 94+4° 7313 7744
luminal
Espessura da 30,2 6+0,1° 420,2 420,3"
parede veia
Perimetro (um) 2974233 452477 326+12,2 3624115
A 2
Area (pm’) 6.644+1066  14.042+782%  6.761+536  8.425+492°

Legenda: CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padr@o; CDH: Camundongos n-8o infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney): CDP com CDH [a]; CDH com IDH [b]; IDP
com IDH [c]. Valores representados em médiaterro padrdo. Foram realizadas 50 medicOes para cada

grupo.

4.6.3.2.Veia hepatica

O grupo alimentado com dieta hiperlipidica, sem infec¢cdo, apresentou aumento no
comprimento (+66%; p<0,0079), largura (+38%; p>0,05), espessura da parede (+117%,
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p<0,0079), perimetro (+58%, p<0,0079) e &rea (+114, p<0,0317) da veia hepéatica em
comparagéo ao grupo CDP.

A infeccdo proporcionou uma diminuicdo significativa no comprimento (-22%,
p<0,0079) e perimetro (-15%, p<0,0159) da veia hepatica em camundongos alimentados com
dieta hiperlidica comparando com os animais ndo infectados (CDH).

Os animais alimentados com dieta hiperlipidica e infectados apresentaram uma
diminuicdo significativa no comprimento (-17%), largura (-18%), perimetro (-17%) e na area
(-18%) em relagdo aos animais alimentados com dieta padrdo e submetidos a infec¢do
esquistossomotica. Observamos que tanto a dieta hiperlipidica quanto a infeccdo
esquistossomotica, quando isoladas ou concomitantemente, modulam alguns parametros

morfomeétricos das veias hepaticas (Tabela 9).

Tabela 9 — Parametros morfométricos das veias hepéaticas (em micrdmetros) de camundongos
Swiss Webster alimentados com diferentes dietas e submetidos ou ndo a infecgédo

pelo Schistosoma mansoni

GRUPOS DE ESTUDO

Variavel CDP CDH IDP IDH
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Comprimento da 144+10 239+13% 2268 1863
area luminal
Largura da area 93+10 128+8 1465 119+1°
luminal
Espessura da parede 30,2 610,22 6+0,2 70,9
luminal
Perimetro (um) 420+36 66338 679+21 561+9b°
A 2
Area (um°) 14.35243.154  30.713+4.931% 27.416+1.045 22.435+274°

Legenda: CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney): CDP com CDH [a]; CDH com IDH [b]; IDP
com IDH [c]. Valores representados em médiaterro padrdo. Foram realizadas 50 medicGes para cada

grupo.
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4.7. Analise do tecido adiposo visceral

Como esperado os animais alimentados submetidos a dieta hiperlipidica, néo
infectados, apresentaram maior massa do tecido adiposo visceral (+1437%; p<0,0079) e de
gordura periovariana (+531%; p<0,0079) quando comparados com os animais alimentados
com dieta padrao ndo infectado (CDP com CDH).

A infecgdo proporcionou uma diminuicdo na massa de gordura periovariana
(p<0,0079; -68%) e visceral (-9%), embora este Ultimo ndo apresente diferenca significativa
nos animais alimentados com dieta hiperlipidica e infectados ao serem comparados aos
animais controles e submetidos a mesma dieta.

Os animais alimentados com dieta hiperlipidica e infectados apresentaram um
aumento na massa de gordura visceral (+5769%, p<0,0079) e periovariana (+1400%) ao
serem comparados com os animais alimentados com dieta padréo e infectados.

A dieta hiperlipidica induziu o aumento de tecido adiposo visceral e periovariana nos
animais, como esperado, entretanto, o parasitismo promoveu o grande consumo de lipidios

influenciando na diminuicdo do acumulo de tecido adiposo visceral (Gréafico 15).
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Gréfico 15 — Massa (em gramas) da gordura visceral e periovariana de camundongos fémeas
da linhagem Swiss Webster submetidos ou ndo a infeccdo esquistossomotica e

alimentados com dieta padréo e hiperlipidica
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Legenda: A — Gordura visceral; e B — Gordura Periovariana. CDP: Camundongos ndo infectados alimentados
com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados alimentados com dieta padrdo; CDH:
Camundongos ndo infectados alimentados com dieta hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados
alimentados com dieta hiperlipidica. Diferenga significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney).
Valores representados em médiaterro padréo.

4.7.1. Histopatologia

O tecido adiposo com aspecto normal estd amplamente constituido de adipécitos com
perfil esférico, bordas delgadas que contornam uma Unica goticula lipidica em forma de
triglicerideos que podem estar armazenadas em micro e macrovesiculas. Este perfil foi
observado nos animais ndo infectados e com dieta padrdo e a infec¢do esquistossomotica
alterou a arquitetura celular do tecido adiposo visceral nos camundongos alimentados com

dieta padrdo, pois neste grupo identificamos células polimorfonucleares (neutrdfilos,
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eosindfilos e macrofagos), sugerindo que houve infiltrado leucocitérios disperso em varias
areas do tecido. Tambem observamos a presenca de hiperemia ativa do tipo patologica em
decorréncia do processo inflamatério ocasionado pela infeccdo. A dieta hiperlipidica
proporcionou uma hipertrofia dos adipdcitos e consequentemente uma remodelagdo dos
capilares em consequencia da isquemia instalada neste tecido. A dificuldade do fluxo
sanguineo em percorrer 0 tecido, ocasionou uma degeneracdo por apoptose de alguns
adipdcitos e por isso, nota-se a presenca de aglomerados de macrdfagos dispersos no tecido.
Nos animais esquistossomaticos alimentados com dieta hiperlipidica observamos a hipertrofia
dos adipdcitos, caracteristica ja observada nos animais controle com esta dieta, porém a
arquitetura celular apresentou um perfil altamente inflamado e constituida por abundantes
infiltrados leucocitarios dispersos em todo tecido adiposo visceral. A avaliacdo
histopatolégica mostrou a presenca de plasmdcitos apresentando degeneracdo hialina
(Corpusculo de Russel), ou seja, as células exibem uma estrutra arredondada com aspecto

homogeneo rosaceo (Figura 28).
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Figura 28 — Microscopia de luz de corte histolégico do tecido adiposo visceral de

camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster submetidos a dieta padrao ou

dieta hiperlipicia e infectados pelo Schistosoma mansoni ou ndo

Legenda: CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica; Macrovesiculas
de triglicerideos (MIC); Microvesiculas de triglicerideos (MAC); Eosindfilos (E); Infiltrados
leucocitarios (IL); Neutréfilos (N); Diapedese celular (DC); Aglomerados de macréfagos (M);
Isquemia (ISQ); Adipocitos em apoptose (APOP); Corpusculo de Russel no citoplasma de
plasmécitos (CR).Cortes com espessura de 5um corados com Hematoxilina & Eosina em 20x, 40x e
100x (ampliagéo de 200x, 400x e 1000x). Barra=100 um, 50um e 20um.
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4.7.2. Avaliacdo guantitativa e qualitativa dos adipécitos

Animais controles alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram uma diminuigéo
da quantidade de adipdcitos presentes por campo (-58%; p<0,0079) devido a hipertrofia
promovida pelo excesso de lipidio, consequentemente os dados morfométricos mostram um
aumento no diametro (+12%), perimetro (+16%; p<0,0079) e na area (+31; p<0,05) dos
adipocitos ao comparar com 0s animais controles submetidos a dieta padréo

Os animais alimentados com dieta hiperlipidica e infectados apresentaram um
aumento (+16%) na gquantidade de adipdcitos por campo, embora este ndo seja significativo
em relacdo aos animais controles e submetidos a mesma dieta. Os dados morfométricos desta
comparacgdo (CDH com IDH) mostraram uma diminuigdo no didmetro (-6%), perimetro (-5%)
e na area (-12%; p<0,05) dos adipdcitos.

A infecgdo proporcionou uma diminuicdo (-82%; p<0,0079) na quantidade de
adipdcitos nos animais alimentados com dieta hiperlipidica ao serem comparados com 0s
alimentados com dieta padrdo (IDP com IDH). Consequentemente, os animais deste grupo
(IDH) apresentaram um aumento na morfometria dos adipdcitos em relacdo ao didmetro
(+46%; p<0,0079), perimetro (+52%; p<0,0079) e area (+133%; p<0,0079).

Dessa forma, os dados morfométricos do tecido adiposo indicam como a dieta e o
parasitismo podem promover o remodelamento do tecido, pois a quantidade dos adipécitos
refletem diretamente na proporc¢éo de hipertrofia e hiperplasia do tecido (Tabela 10 e Figura
29).
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Tabela 10 — Pardmetros morfométricos e da quantificacdo dos adipdcitos por campo de
camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster alimentados dieta padrdo e

dieta hiperlipidica e submetidos ou ndo a infeccdo pelo Schistosoma manson.

GRUPOS DE ESTUDO

Variével CDP CDH IDP IDH D
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Quantidade a c
do adipocitos 3915 16+0.5 108+3,4 19405 0,0079
por campo
Diametro 61+0,8 68+1,1 44+0,3 64+1° 0,0079
Perimetro 20643 239+42 149+1 227+4° 0,0079
(um)
Area 3.242468  4.258+129°  1.600+24  3.728+115°  0,0079
() 242+ 258+ 600+ 7284+ ,

Legenda: CDP: Camundongos nédo infectados alimentados com dieta padrdo; IDP: Camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo; CDH: Camundongos nédo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica; IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — teste Mann-Whitney): CDP com CDH [a]; CDH com IDH [b]; IDP

com IDH [c]. Valores representados em médiaterro padrdo. Foram realizadas 500 medigdes para
cada grupo (10 campos por animal).
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Figura 29 — Microscopia de luz de corte histologico do tecido adiposo visceral de animais
alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica submetidos ou ndo a infecgédo
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Legenda: (A) CDP: Camundongos ndo infectados alimentados com dieta padrdo; (B) IDP: Camundongos
infectados alimentados com dieta padrdo; (C) CDH: Camundongos ndo infectados alimentados com
dieta hiperlipidica; (D) IDH: Camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica. Cortes
com espessura de 5um corados com Hematoxilina & Eosina em 40x (400x). Barras= 50pm.
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5. DISCUSSAO

Em nossos resultados iniciamos destacando as alteragfes macroscépicas e, como 0
esperado, mostramos que a dieta hiperlipidica induziu o aumento na massa corporal dos
animais, no entanto, quando estes camundongos estavam infectados com S. mansoni houve
perda de massa a partir oitava semana ap0s a infeccdo. Hussaarts e colaboradores (2015) e
Neves e colaboradores (2007), mostraram resultados semelhantes, que animais
esquistossomoticos alimentados com dieta hiperlipidica tinham um ganho de peso menor
guando comparado com animais controles submetidos a mesma dieta. Estes resultados podem
estar associados com a utilizacdo dos lipidios (colesterol) capturados do hospedeiro para
reproducdo e elaborar moléculas associadas aos mecanismos de escape do sistema imune do
hospedeiro (FAN et al. 2003; GIERA et al. 2018).

Outro parametro avaliado e alterado com a dieta foi indice de Lee, que teve um
aumento nos animais submetidos a dieta hiperlipidica em consequéncia da inducdo da
dislipidemia. Estudos anteriores de Bernardis & Patterson (1968) determinaram que 0s
valores abaixo de 0,300g/cm sdo considerados normais. De acordo com 0s nossos resultados
os animais alimentados com dieta hiperlipidica independente de estarem infectados ou néo,
apresentaram valores acima de 0,300g/cm, sendo considerados obesos.

A dieta hiperlipidica independente da infeccdo esquistossomética promoveu o
aumento da adiposidade nos animais. White e colaboradores (2013) ao induzirem a dieta
hiperlipidica por 10 semanas também identificaram um aumento no indice de adiposidade
guando comparado com animais alimentados com dieta padrdo. O aumento da massa de
tecido adiposo pode estar associada com o tamanho (hipertrofia) das células, mas também
com a quantidade de adipdcitos (hiperplasia) presentes no tecido (QUEIROZ et al. 2009).
Com o objetivo de complementar estes dados, iniciamos investigacdes bioquimicas,
imunoldgcas, celulares e histopatldgicas.

Os modelos experimentais séo ferramentas que contribuem na descrigdo de alteracfes
promovidas pelos subprodutos metabdlicos que podem ocorrer com a presenca do S. mansoni
no hospedeiro definitivo (CHEEVER et al. 2002). Neste trabalho, os animais alimentados
com dieta hiperlipidica apresentaram niveis mais elevados nas concentracdes de colesterol
total, de triglicerideos e das lipoproteinas (LDL, VLDL e Colesterol ndo-HDL), confirmando
um quadro de dislipidemia. Os animais esquistossomoticos, independente da dieta imposta,

apresentaram reducdo dos niveis de colesterol e do colesterol-ndo HDL. Esses resultados
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corroboram com a literatura, visto que a esquistossomose altera a composicao lipidica do
hospedeiro, pois 0s vermes adultos captam estes lipidios da corrente sanguinea para realizar a
manutencdo do tegumento, a producdo de ovos e auxilia nos mecanismos de evasdo do
sistema imune, ou seja, as concentragcdes plasmaticas das lipoproteinas reduzem a medida que
a infeccdo e a carga parasitaria progride (DIMENSTEIN et al. 1991; NEVES et al. 2007,
TALLIMA, HAMADA & EL RIDI, 2007). Alencar e colaboradores (2009) ao estudarem a
associacdo da dieta hiperlipidica com a esquistossomose de fase cronica também encontraram
resultados similares ao do nosso experimento, e assim, constatamos que a dieta rica em
lipidios induz a dislipidemia e independente da fase da infec¢do esquistossomética ocorre a
reducdo dos niveis lipidicos.

E importante mencionar que o perfil conhecido das lipoproteinas na esquistossomose
sobre a reducédo do colesterol total e de LDL e o0 aumento na fracdo do colesterol HDL sdo
considerados como cardioprotetores, pois, diminuem o risco da progressdo da aterosclerose
(FONSECA et al. 2014). Estudos realizados em humanos demonstraram que 0s pacientes que
apresentavam esquistossomose mansonica atenuavam o desenvolvimento de aterosclerose
(OLIVEIRA et al. 2016). O efeito sobre os niveis plasmaticos de lipidios pode ser explicado
também devido aos fatores liberados pelos ovos do parasito, visto que 0s macrofagos expostos
aos ovos captam o colesterol LDL e consequentemente reduzirem 0 risco para 0
desenvolvimento da aterosclerose nos individuos esquistossomoticos (BRANDT et al. 2013).

Embora o aumento das fracdes de colesterol HDL seja conhecido no perfil lipidico da
esquistossomose, em nossos resultados mostramos valores mais reduzidos desta lipoproteina
no plasma de camundongos infectados com S. mansoni, em compara¢do com a literatura. Em
trabalhos com Callithrix jacchus (saguis) experimentalmente infectados com esquistossomose
mansonica, também foi mostrado resultados semelhantes aos nossos, destacando a diferenca
entre os hospedeiros (LIMA et al. 1998). Os autores sugeriram que a diminui¢do da
lipoproteina de HDL pode estar relacionada a reducdo da atividade da enzima lecitina-
colesterol aciltransferase (LCAT), pois esta enzima atua no transporte reverso do colesterol
dos tecidos para serem metabolizados no figado (SILVA et al. 2002).

A sobrevivéncia do parasito estd submetida as condi¢cdes oferecidas pelo hospedeiro,
nesta linha de reflexdo, em relagcdo ao metabolismo de carboidratos nossos resultados
mostraram que 0s animais esquistossomoticos independente da dieta imposta, apresentaram
reducdo dos niveis de glicose no sangue em decorréncia do uso dessas moléculas pelo verme
adulto da esquistossomose. Estudos demonstram que apesar dos helmintos adultos possuirem

um tubo digestivo simples, que auxilia na entrada de pequenas substancias, a absorcdo da
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glicose se da através de transportadores (Schistosome glicose transporter 4 — SGTP4) que
ficam localizados na membrana plasmatica das células que formam o tegumento do parasito.
Estes transportadores promovem a importacao da glicose do sangue do hospedeiro para dentro
dos tecidos do parasito, por meio da difuséo facilitada (RUMJANEK, CALDAS &
GAZZINELLLI, 2008).

Estes platelmintos captam a glicose do hospedeiro para auxiliar no seu crescimento,
desenvolvimento e reproducdo (MCKENZIE, KIRK & WALKER, 2018). You e
colaboradores (2014) demonstraram a importancia de alguns farmacos anti-
esquistossomoticos com propriedades direcionadas a captacdo de glicose, visto que a
interrupcdo do consumo desta importante molécula contribui para auséncia do suprimento
energético e mata o parasito.

A andlise do leucograma nos possibilitou fortalecer os dados de que a infec¢do
esquistossomotica estimula diferentes linhagens hematopoiéticas devido a diversas
substancias antigénicas liberados pelos ovos (LENZI et al. 1997). Além disso, 0s proprios
helmintos vivem em contato com as células sanguineas e vale lembrar que a superficie do
parasito é coberta por membranas que apresentam a capacidade de aderir neutrofilos,
eosindfilos, macréfagos e hemacias (RODRIGUES & GALLE, 1990). Borojevic e
colaboradores (1989), também mostraram um aumento na contagem de mondcitos circulantes
em modelo murino, estes dados corroboram com 0s nossos, e complementamos mostrando
que os eosindfilos s6 aparecem nos grupos infectados e ndo sofrem influéncia da dieta. Os
eosindfilos sdo estimulados pela acdo de diversas citocinas pro-inflamatérias e atuam na
destruicdo dos miracidios presente no interior dos ovos nos granulomas (LINS et al. 2008;
TWEYONGYERE et al. 2016). Estes resultados sdo importantes pois mostram que uma das
células mais ativas no processo de defesa contra os helmintos, permanece ativa e em
concentracdes semelhantes nos grupos estudados.

O perfil da resposta inflamat6ria na esquistossomose te sido bastante estudado por
diversos grupos no mundo, porém em condigdes de dieta padrdo (TANG et al. 2018). Em
nossos resultados apontamos que a dieta hiperlipidica (29% de lipidios) desencadea uma
inflamacéo identificada em nossas analises histopatologicas no tecido adiposo visceral,
entretanto este processo inflamatdrio ndo foi refletido no perfil das citocinas dosadas dos
macrofagos presentes no lavado peritoneal dos animais. Nesta analise nés identificamos um
moderado aumento na concentracdo de MCP-1, que € uma quimiocina encontrada em maior
concentracdo em individuos que se alimentam com dieta rica em lipidio, favorecendo a
infiltracdo de macrofagos e mondcitos no tecido adiposo (LEITE, ROCHA & BRANDAO-
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NETO, 2009). Isto é, o infiltrado celular de macréfagos no tecido adiposo promoveu uma
inflamacéo, de baixo grau, nos hospdeiros obesos, condi¢do induzida pela dieta (TENG et al.
2014).

Nos também avaliamos outros parametros inflamatorios secretados pelos macrofagos
peritoneais. Baseado nestas andlises, identificamos um perfil majoritariamente pro-
inflamatdrio. Anthony e colaboradores (2007), mostraram que a IL-10 é uma das principais
citocina que atua como moduladora na resposta inflamatoria, equilibrando a balanca no perfil
estabelecido pelas células T (Thl e Th2) na esquistossomose. A IL-10, e responsavel por
desenvolver funcdo de protecdo granulomatosa. Em nossos resultados mostramos que 0s
animais infectados e alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram um aumento de IL-6 e
TNF, sustentando este perfil majoritariamente pré-inflamatorio descrito. Castro (2016)
mostrou que ocorre um aumento de IL-6 no sangue periférico de individiduos infectados,
mesmo com carga parasitaria extremamente baixa de S. mansoni, mostrando que mesmo em
baixa concentra¢do, a antigenicidade promovida pelo parasito desencadeia um processo
inflamatdrio ativo. Fatores de Necrose Tumoral estdo intimamente envolvidos na formacéo do
granuloma e os individuos que expressam seus niveis elevados, tendem a ser protegidos da
esquistossomose hepatoesplénica grave, devido ao recrutamento e estimulacdo de fibroblastos
na formacéo de fibrose do granuloma (MUTENGO et al. 2018).

Os dados apresentados por Queiroz e colaboradores (2009) corroboram com 0S nOSSOS,
visto que a dieta hiperlipidica, por si sd, ja desencadeia um processo inflamatério no tecido
adiposo e isso, induz a infiltracdo de macrdfagos no tecido, em decorréncia do aumento na
producdo de MCP-1. Entretanto, a medida em que a infeccdo esquistossomotica se torna
concomitante ao ambiente rico em lipidios, observamos uma diminui¢do na concentracdo de
MCP-1 devido a utilizacdo do colesterol pelos vermes adultos, pois a reducdo do lipidio
circulante melhora o metabolismo do hospedeito e consequentemente reduz o dano celular
ocasionado pela lipotoxicidade e lipoapotose no tecido. Hussaarts e colaboradores (2015)
descreveram que a infec¢do cronica provocada pelo S. mansoni contribui para o equilibrio
metabolico em hospedeiros hiperlipidémicos, pois o efeito secundéario da infeccéo € a perda
de peso corporal, o sequestro de glicose e da sensibilidade a insulina. Portanto, a infeccéo
parasitaria e 0s produtos provenientes dos parasitos (antigeno soltvel do ovo) sdo importantes
para melhora das desordens inflamatdrias (TANG et al. 2018).

A remodelacdo do tecido hepético se deu de forma diretamente ligada a dieta em
associacdo com o parasito. Os camundongos apresentaram um aumento exacerbado na massa

do figado quando infectados e também quando submetidos a dieta hiperlipidica. Entretanto,
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quando associados (dieta + infec¢do), ndo houve variacdo na massa do figado, ou seja,
sugerimos que de alguma forma existe um equilibrio metabdlico que controla a sobreposicao
da hepatomegalia observada nas duas condicdes isoladas (infeccdo e dislipitemia).
Resultados similares j& foram publicados e o aumento do figado pode ser determinado tanto
pela grande absorcdo de lipidios adquiridos pela dieta quanto pela infeccdo esquistossomotica,
visto que essa infeccdo parasitaria é caracterizada na forma mais grave pelo endurecimento e
aumento do figado devido a deposicdo de ovos e a vigorosa resposta inflamatoria do
granuloma (ALENCAR et al. 2009; CHIEFFI et al. 2010; KATZ & ALMEIDA, 2003;
NEVES et al. 2006a).

Em nossos experimentos, a histopatologia do figado revelou que a infecgédo
esquistossomotica, independente da dieta, promoveu o desenvolvimento de hiperemia ativa
patologica e os camundongos ndo infectados, mas alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram congestdo do fluxo sanguineo resutando em hiperemia passiva. De acordo com
Mosier (2017), a hiperemia e a congestdo sdo caracterizados pelo aumento do fluxo sanguineo
na microvasculatura de um tecido ou érgdo. Isto é, o aumento do fluxo sanguineo no tecido
hepéatico apresenta como finalidade aumentar a migracdo celular em virtude da agressdo
ocasionada pela infeccdo parasitaria. Diferentemente da hiperemia ativa patoldgica, a
hiperemia passiva em camundongos ndo infectados, alimentados com dieta hiperlipidica, €
marcada pelo congestionamento do fluxo sanguineo devido ao intenso acumulo de
triglicerideos armazenados em vesiculas nos hepatdcitos, consequentemente contribuindo para
uma compressdo nos sinusoides. A alteracdo no fluxo vascular colabora para diminuigdo: da
troca de oxigénio entre o sangue e o tecido, impede a chegada de células sanguineas, como 0s
leucdcitos, além da glicose e metabdlitos. Vale ainda ressaltar, que estas alteracdes também
interferem na acgdo de reparo, impedindo o funcionamento regular dos mecanismos de
remocao de residuos celulares.

Estamos sugerindo que tanto a infeccdo esquistossomotica quanto a dieta hiperlipidica
contribuem para a reducdo da densidade volumétrica dos hepatocitos, visto que foi observado
no parénquima tecidual a presenca de hepatocitos sofrendo apoptose, possibilitando assim
maior fragilidade do 6rgéo. O excesso de lipidios no tecido hepatico contribui para ocorréncia
de um colapso na estrutura e na funcionalidade dos hepatdcitos. Estudos mostraram que com
objetivo de degradar o excesso de lipidios no tecido, as células induzem o processo de “morte
programada” (apoptose), aumentando o0s impactos teciduais e consequentemente o0
funcionamento normal do 6rgdo (PAROLIN & REASON, 2001).
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Em nossas andlises histopatoldgicas e estereolégicas mostraramos que 0s animais
alimentados com dieta hiperlipidica apresentam esteatose hepatica. Entretanto, houve uma
diminuicdo da esteatose nos camundongos infectados por S. mansoni e submetidos a mesma
dieta. Neves e colaboradores (2007) relataram que a infeccdo por S. mansoni promove uma
diminuicdo da esteatose hepatica em camundongos esquistossomoticos, devido a utilizagéo
dos lipidios por parte do parasito. Os hepatocitos desempenham um papel fundamental na
regulacdo dos lipidios, visto que sdo capazes de armazenarem o colesterol do sangue via
lipoproteinas e metaboliza-los em acidos biliares, estabelecendo o equilibrio lipidico no
organismo (CARON et al. 2019). A sobrecarga de lipidios no figado, em animais ndo
infectados, pode ser justificada devido a incapacidade do tecido adiposo em lidar com a
energia excessiva adquirida pela dieta, contribuindo assim, para o acumulo téxico de gordura
no organismo. Kakimoto & Kowaltowski (2016) demonstraram que a disfuncdo mitocondrial
em gerar energia levam a progressdo da esteatose, pois contribuem para o desequilibrio
oxidativo, isto é, ocorre um aumento de perdxido de hidrogénio mitocondrial (marcador de
danos oxidativos) e a diminuicdo das defesas antioxidantes, levando a inducdo de citocinas
pro-inflamatorias.

A infeccdo esquistossomotica contribui para o aumento das células fagocitérias nos
capilares dos sinuséides, e a dieta hiperlipidica potencializou os danos hepaticos, pois
dificultou a vascularizacdo do tecido e, consequentemente, a chegada de células fagocitarias.
Os macréfagos residentes no figado (células de Kupffer) compde a primeira linha de defesa
contra antigenos que sdo levados via circulacdo portal. A medida que a esquistossomose
progride, e 0s ovos sdo depositados neste 6rgdo, é esperado um aumento das células de
Kupffer, pois os antigenos solUveis dos ovos as estimula e sensibiliza este recrutamento
(ARAUJO, 2015; DIXON et al. 2013; LENZI et al. 2008b). Os granulomas s&o aglomerados
de células inflamatérias que protegem o tecido do hospedeiro definitivo contra toxinas
secretadas pelos miracidios presentes nos ovos do parasito (AMARAL et al. 2017). Seguindo
a classificagdo sugerida por Lenzi e colaboradores (1998), em nossas analises histopatoldgicas
do figado revelamos apenas a presenca de granulomas no estagio exsudativo e exsudativo-
produtivo, presente nos dois grupos de infectados. As células inflamatdrias envolvidas na
formacdo dos granulomas sdo os linfocitos, macréfagos, eosinofilos, neutrofilos e os
fibroblastos (HAMS, AVIELLO & FALLON, 2013). Nossos dados corroboram com o0s
trabalhos anteriores, onde a dieta hiperlipidica promove maior recrutamento de células
inflamatdrias para o granuloma provenientes da fase aguda da infecgdo esquistossomotica
(NEVES et al. 2007).
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As analises morfometricas das veias centrolobulares e hepéticas revelaram que tanto
na dieta hiperlipidica quanto na infeccdo esquistossomotica, ocorre alteracdo nestes
parametros morfométricos. A dieta hiperlipidica promoveu um aumento nos parametros
morfométricos das veias centrolobulares e hepéticas. A literatura aborda que a ingesta
exessiva de gordura promove uma inflamagdo e a remodelagdo vascular, comprometendo a
vasodilatacdo do endotélio (MUNDY et al. 2007). Observamos com as analises
histopatolégicas, que o intenso acimulo de lipidios no interior dos hepatocitos, contribuiu
para 0 aumento da congestdo sanguinea. Nossos resultados corroboram com Bosch,
Groszmann e Shah (2016), estes autores mostraram que o aumento do fluxo portal induz uma
dilatacdo passiva do vaso, e consequentemente contribui para uma diminuicdo na resisténcia
da veia porta. Por outro lado, Sachidanandam e colaboradores (2009), ao estudar a regulacdo
da funcdo vascular correlacionando a hiperglicemia com a dislipidemia induzida por dieta,
constataram apenas o remodelamento das propriedades mecanicas (aumento na deposicédo de
colageno) na hiperglicemia e ndo identificaram as alteracdes morfométricas das veias
hepaticas na dislipidemia, dado observado em nossos experimentos.

Nossos resultados mostraram que a infeccdo esquistossomética contribuiu para a
diminuicdo de alguns parametros morfométricos das veias centrolobulares e hepéaticas dos
animais submetidos a dieta hiperlipidica, isto €, a presenca do parasito modulou as variacdes
morfométricas encontradas nos grupos ndo infectados e alimentados com a mesma dieta. A
esquistossomose € caracterizada por parasitos intravasculares que liberam 0s ovos que
induzem um remodelamento vascular nos vasos sanguineos, especialmente no figado
(ANDRADE & SANTANA, 2010; SHARIATI et al. 2011). Os ovos sdo liberados e
transportados através da corrente sanguinea até aos ramos menores, ou seja, 0 endotélio é o
primeiro alvo das secre¢es miracidiais liticas e antigénicas que sdo liberados pelos ovos do
helminto (ANDRADE & SANTANA, 2010). A casca do ovo é formada por proteinas e
glicoproteinas que formam uma estrutura endurecida e devido a sua inflexibilidade as préprias
células endoteliais realizam uma ancoragem destes com o endotélio, facilitando entdo o
extravasamento e passagem (DEWALICK, TIELENS & VAN HELLEMOND, 2012). O
processo de angiogénese esta intimamente relacionada com a esquistossomose, Visto que as
substancias secretadas pelos ovos sdo os grandes responsaveis pela formacdo de novos vasos
sanguineo (COSTAIN, MACDONALD & SMITHS, 2018). Trabalhos de Shariati e
colaboradores (2011) demonstraram que 0s pacientes diagnosticados com a esquistossomose
apresentavam niveis elevados dos fatores de crescimento endotelial vascular. Quando a

infeccdo esquistossomotica foi associada a um inibidor especifico da angiogénese
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(endostatina), houve uma reducdo significativa do nimero de granulomas no tecido hepético.
Portanto, a alta concentracéo de ovos promove o0 aprimoramento da vascularizacdo e a medida
que a angiogénese € inibida, ha uma reducdo na carga parasitaria pois a neovascularizacdo
sustenta o ciclo biolégico do S. mansoni (LOEFFLER et al. 2002). Sendo assim, 0
remodelamento vascular pode facilitar o transporte dos ovos para novos locais e permitir o
recrutamento de células, como os leucdcitos e as endoteliais, para o desenvolvimento do
granuloma, garantindo o suprimento de oxigenacao e de nutrientes nesses locais (COSTAIN,
MACDONALD & SMITHS, 2018; LOEFFLER et al. 2002).

A remodelacdo do tecido adiposo visceral foi caracterizada com os experimentos de
histopatologia associado a morfometria. Em nossos dados mostramos que o tecido adiposo
visceral sofre de um processo inflamatorio induzido pela infeccdo do S. mansoni independente
da dieta. Especificamente em relagdo ao aumento do consumo de gordura, ocorreu uma
hipertrofia dos adipdcitos associada a diminuicdo da hiperplasia destas células. Quando
associamos a infeccdo com a dieta hiperlipidica, identificamos um processo inflamatério com
hipertrofia dos adipdcitos, que aumentaram em didmetro, perimetro e area. Ham e
colaboradores (2012) demonstraram que a dieta hiperlipidica diminui a hiperplasia dos
adipdcitos devido a reducdo da eficiéncia da adipogénese, ou seja, grande parte dos lipidios
sdo oxidados pelo figado e isso, contribui para a diminuicdo da disponibilidade de substrato
para a sintese de tecido adiposo. O tecido adiposo secreta diversas adipocinas que funcionam
como mediadoras da comunicac¢do intracelular das células imunes com as células ou proteinas
alvo. Este processo esta relacionado com a regulacdo energética do metabolismo lipidico
(PRADO et al. 2009). Desta forma, diante do excesso da ingesta de lipidios no organismo,
diversas adipocinas podem ser liberadas pelo tecido adiposo e estimular o infiltrado
leucocitario que tem alta concentragdo de macréfagos. Este processo também pode liberar
outras citocinas pro-inflamatérias como: TNF, IL-6, MCP-1, dentre outras, que sao
responsaveis por manterem a inflamacéo tecidual local (QUEIROZ et al. 2009).

Em nossos resultados mostramos que 0s animais esquistossométicos alimentados com
dieta padrdo (IDP) apresentam uma acentuada hiperplasia adipocitaria, que pode estar
associada com os niveis plasmaticos do hormonio leptina que é produzida pelo tecido adiposo
(PRADO et al. 2009). As concentracdes plasmaticas de leptina estdo relacionadas com o
tamanho da massa de tecido adiposo encontrado no organismo, e esta secrecdo também esté
associada ao aumento no numero de novos adipécitos, ou seja, um processo de feedback
positivo, pois a hiperleptinemia vai promover o aumento do ndmero de células adiposas

devido a uma maior quantidade de RNAm (Acido Ribonucleico mensageiro) encontrado nos
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adipocitos (ROMERO & ZANESCO, 2006). A esquistossomose provoca alteraces
metabolicas importantes no tecido adiposo, isto é, a resposta inflamatoria induzida pela
infeccdo parasitaria estimula a atuacdo do TNF no metabolismo dos lipidios, aumentando a
lipdlise, contribuindo para diminuigdo no nimero e volume dos adipdcitos (PRADO et al.
2009; TANG et al. 2018; VOLP et al. 2008). Como mencionado anteriormente, o S. mansoni
ndo sintetiza lipidios, por isso adquirem estas moléculas (colesterol e triglicerideos)
absorvendo de seus hospedeiros mamiferos (MEYER, MEYER & BUEDING, 1970; VAN
HELLEMOND et al. 2006). Usufruir dos lipidios de seus hospedeiros € fundamental para o
avanco da infeccdo esquistossomotica, uma vez que esse metab6lito promove o aumento da
capacidade reprodutiva, proporcionando maior quantidade de granulomas hepaticos e de ovos
liberados nas fezes (LIRA et al. 2019). Hussaarts e colaboradores (2015) relataram que a
infeccdo em fase crénica de S. mansoni pode promover um equilibrio metabdlico em
hospedeiros hiperlipidémicos, pois reduzem o tecido adiposo e atenuam a hipetrofia dos

adipdcitos.
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CONCLUSAO

Conclui-se neste trabalho que a associacdo da dieta hiperlipidica e a infecgdo
esquistossomotica promoveram:

a) O remodelamento do perfil imunoldgico das citocinas produzidas pelos
macradfagos peritoneais;

b) O equilibrio metabolico da sobreposi¢cdo da hepatomegalia observada nas duas
condicdes isoladas (infeccéo e dislipidemia);

c) Desestruturacdo organizacional do tecido hepatico e adiposo, tornando-os muito
mais inflamados; e

d) A modulacdo dos pardmetros morfométricos das veias centrolobulares e hepaticas,
visto que a dieta hiperlipidica promoveu a vasodilatacdo do endotélio e a infeccao

sugere que o parasito pode estar reduzindo as variacfes morfometricas.
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