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RESUMO

FILOMENO, Carlos Eduardo da Silva. O intestino como sitio de estudo da interacao entre
esquistossomose mansoni, sindrome metabdlica e microbiota intestinal. 2023. 90 f. Tese
(Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A esquistossomose é uma doenca negligenciada que afeta milhdes de pessoas em todo o
mundo. Sabe-se que a esquistossomose mansoénica e a sindrome metabolica (SM) concomitantes
intensificam as lesdes no tecido hepéatico, mas a interacdo dessas duas doencas no intestino e o
papel da microbiota em conjunto permanece indefinida. Portanto, utilizando um modelo de
obesidade induzida por dieta, buscamos abordar essa lacuna. Camundongos machos C57BL/6
alimentados com uma dieta hiperlipidica (60% de lipideos) ou uma dieta padrdo (10% de
lipideos) por 13 semanas foram infectados com 100 cercarias de Schistosoma mansoni (cepa
BH). Os camundongos foram entdo alocados em quatro grupos: CDP (controle alimentado com
dieta padrdo), CDH (controle alimentado com dieta hiperlipidica, IDP (infectado alimentado com
dieta padrdo) e IDH (infectado alimentado com dieta hiperlipidica). Uma semana antes da
eutandsia, as fezes de cada animal foram coletadas para a coprocultura e analise de microbiota
por MALDI-TOF. Posteriormente os animais foram submetidos ao teste oral de toleréncia a
glicose. A eutanasia ocorreu 21 semanas apdés o inicio da administracdo da dieta e com 9
semanas de infeccdo. Amostras de sangue foram coletadas para analise bioquimica lipidica.
Avaliamos a atividade das citocinas dos macréfagos residentes do periténio (IL-6, 1L-10, MCP-
1, IFN-y e TNF). Os dep6sitos de gordura foram retirados para o calculo do indice de
adiposidade. Secdes do intestino foram usadas para oograma de digestio em KOH e
esmagamento, os helmintos adultos recuperados foram fixados e corados para anéalise
morfométrica. Secdes histoldgicas do jejuno foram retirados e submetidos a processamento
histoldgico de rotina, analises morfométricas do segmento jejuno foram realizadas, pontos de
inflamacdo, frequéncia de células caliciformes e hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH).
Nossos resultados mostraram que IDH apresentou reducdo do perfil lipidico e melhor tolerancia
oral a glicose, bem como reducdo da massa corporal. IDP apresentou ligeiramente mais casais de
vermes que IDH, consequentemente, eliminou mais ovos, contudo, sem diferenca estatistica
entre os grupos. Os helmintos machos alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram maior
area dos lobos testiculares e as fémeas com area e perimetro dos ovarios maiores que seu
controle. A infeccdo foi o fator mais determinante para a expressao de citocinas dos macrofagos
residentes que a SM. Bactérias Firmicutes e Proteobactérias foram os filos identificados. A
especie Klebsiella variicola foi identificada apenas em IDH. O FISH revelou uma distribuicéo de
bactérias nas camadas mucosa, sobretudo nas criptas de Lieberkiihn, na submucosa e muscular,
sugerindo uma possivel translocacdo de bactérias em IDH que também apresentou hiperplasia de
vilosidades, hipertrofia de células de Paneth, perda de mucosa epitelial, alteracbes da submucosa
e integridade muscular externa. A esquistossomose também induz profundos efeitos sobre a
homeostase intestinal durante a transmigracdo de ovos através da parede gastrointestinal,
resultando em tecido intestinal inflamado e permeavel. Em conjunto, nossos dados sugerem que
a SM concomitante e a esquistossomose aguda tém um impacto significativo na arquitetura do
jejuno em camundongos C57BL/6.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; camundongo; dieta hiperlipidica; bactérias; intestino.



ABSTRACT

FILOMENO, Carlos Eduardo da Silva. The gut as a site to study the interaction between
schistosomiasis mansoni, metabolic syndrome and microbiota. 2023. 90 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2023.

Schistosomiasis is a neglected disease that affects millions of people worldwide. It is
known that concomitant schistosomiasis mansoni and metabolic syndrome (MS) intensify
lesions in liver tissue, but the interaction of these two diseases in the gut and the role of the
microbiota together remains undefined. Therefore, using a model of diet-induced obesity, we
sought to address this gap. Male C57BL/6 mice fed a high-fat diet (60% lipids) or a standard diet
(10% lipids) for 13 weeks were infected with 100 Schistosoma mansoni cercariae (strain BH).
The mice were then allocated into four groups: CDP (control fed a standard diet), CDH (control
fed a high-fat diet), IDP (infected fed a standard diet) and IDH (infected fed a high-fat diet). One
week before euthanasia, the feces of each animal was collected for co-culture and microbiota
analysis by MALDI-TOF. The animals then underwent an oral glucose tolerance test. Euthanasia
took place 21 weeks after the start of the diet and at 9 weeks of infection. Blood samples were
collected for biochemical lipid analysis. We assessed the activity of the cytokines of the resident
macrophages of the peritoneum (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y and TNF). Fat deposits were
removed to calculate the adiposity indices. Sections of the intestine were used for KOH digestion
and crushing, and the adult helminths recovered were fixed and stained for morphometric
analysis. Histological sections of the jejunum were removed and subjected to routine histological
processing, morphometric analyses of the jejunum segment were performed, inflammation
points, goblet cell frequency and fluorescence in situ hybridization (FISH). Our results showed
that IDH had a reduced lipid profile and better oral glucose tolerance, as well as a reduced body
mass. IDP had slightly more worm couples than IDH, and consequently eliminated more eggs,
although there was no statistical difference between the groups. The male helminths fed the high-
fat diet had larger testicular lobes and the females had larger ovarian areas and perimeters than
the control. Infection was a greater determinant of the expression of cytokines in resident
macrophages than MS. Firmicutes and Proteobacteria were the phyla identified. The Klebsiella
variicola species was identified only in IDH. FISH revealed a distribution of bacteria in the
mucosal layers, especially in the Lieberkihn crypts, in the submucosa and muscle, suggesting a
possible translocation of bacteria in IDH, which also showed villous hyperplasia, Paneth cell
hypertrophy, loss of epithelial mucosa, submucosal alterations and external muscle integrity.
Schistosomiasis also induces profound effects on intestinal homeostasis during egg
transmigration through the gastrointestinal wall, resulting in inflamed and permeable intestinal
tissue. Taken together, our data suggest that concomitant MS and acute schistosomiasis have a
significant impact on the architecture of the jejunum in C57BL/6 mice.

Keywords: Schistosoma mansoni; mice; high-fat diet; bacteria; intestine.
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INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada causada por helmintos classe
Trematoda, familia Schistossomatidae e género Schistosoma (Weinland, 1858) que se alojam
e residem nos vasos mesentéricos ou da bexiga dos seres humanos e de outros vertebrados,
dependendo da espécie de parasito (COLLEY et al., 2014).

Dentro do género Schistosoma, cinco espécies parasitam o homem: Schistosoma
japonicum, Katsurada, 1904, encontrado na China e no Sudeste Asiatico; Schistosoma
haematobium, Bilhartz, 1852, que ocorre na Africa e no Oriente Médio; Schistosoma mekongi,
Voge; Brickner; Bruce, 1978, encontrado apenas no Delta do Rio Mekongi; Schistosoma
intercalatum, Fisher, 1934, encontrado na Africa Ocidental e Central, Schistosoma mansoni,
Sambon, 1907, endémico na Africa, Antilhas e América do Sul. Dentre as espécies citadas, 0 S.
mansoni, S. japonicum e S. haematobium sdo as que apresentam significativa importancia
médica, sendo responsavel por grande morbidade. O S. haematobium é o causador da
esquistossomose urinaria e 0s S. mansoni e S. japonicum Ssdo responsaveis pela
esquistossomose intestinal e hepatoesplénica (REY, 2001; NEVES et al., 2005; GRYSEELS et
al., 2006; HOTEZ et al., 2008; GRYSEELS, 2012).

Os primeiros registros de esquistossomose humana foram feitos nas bacias dos rios
Nilo, na Africa, e Yangtze, na Asia (RUFFER, 1910; ARIADNA et al., 2001). Em m(mias
egipcias foram encontradas lesbes caracteristicas da esquistossomose urinaria, causadas por S.
haematobium. Estudos indicam que destes pontos de origem, a doenca se dispersou para outros
continentes, seguindo os fluxos migratérios (NEVES et al., 2005; ELBAZ; ESMAT, 2013).

No Brasil, a esquistossomose foi introduzida por meio do trafico dos escravos,
oriundos da Africa, entre o século XVI e o XVIII. Parte das pessoas escravizadas trazidas do
continente africano para o Brasil estava infectada pelo S. mansoni e S. haematobium.
Entretanto, apenas a primeira espécie estabeleceu-se devido a presenca do hospedeiro
intermediario susceptivel, caramujos do género Biomphalaria, e condi¢cdes favoraveis para
manter seu ciclo bioldgico (KATZ, 2018).

A transmissdo da esquistossomose estd condicionada a fatores como a presencga de
hospedeiros intermediarios, isto é, moluscos gastropodes do género Biomphalaria,
Oncomelania e Bulinus de acordo com a espécie de Schistosoma, e com a presenca de
individuos portadores da doenga que eliminam ovos em colec¢des de agua doce (REY, 2001).
Sendo assim, a esquistossomose esta intimamente associada as condi¢Bes socioecondmicas

precarias das regides endémicas, principalmente em locais sem acesso a agua potavel e a
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saneamento basico deficiente (RASO et al., 2007; WHO, 2014). Casos de infec¢bes por
Schistosoma sp. também sdo relatados associados a turismo de aventura (ROSER et al.,
2018), a imigracdo, aos viajantes e refugiados que se infectaram em regides endémicas
(MARCHESE et al., 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), estima-se que 251,4 milhGes de
pessoas estdo infectadas em uma escala global, distribuida em 78 paises, e mais de 700
milhGes de pessoas residem em regiGes endémicas com alto risco de desenvolver esta
parasitose (WHO, 2016) (Figura 1).

Figura 1 — Distribuicdo mundial das esquistossomoses

TOMIMCAN SEPUELIC
PUERTO HICO

GUDELOIFE
MATTINUE
SAINT LCUA

VEREURA

Schistosomiasis-Endemic Areas

I Hepatic-Intestinal ‘ Low Risk for Urinary

- Both Hepatic-Intestinal and Urinary | Low Risk for Hepatic-Intestinal

| Not Endemic [ | LowRisk for both Hepatic-Intestinal and Urinary

Fonte: CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016.

Epidemiologia da esquistossomose mansoni

Das espécies de Schistosoma sp. que parasitam o homem, apenas a Schistosoma
mansoni existe nas Américas do Sul e Central (BRASIL, 2014). Outras espécies ndo sao
encontradas nas Américas devido a inexisténcia de hospedeiros intermediarios suscetiveis a

infeccdo, o caramujo de dgua doce do género Biomphalaria (Figura 2). O S. mansoni esta bem
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adaptado para infectar cronicamente seres humanos como resultado de aproximadamente
200.000 anos de coevolugdo com seres humanos modernos (SCHWARTZ; FALLON, 2018).
Sdo trés as espécies de Biomphalaria encontrada naturalmente nas Americas, a saber: B.
glabrata (Say, 1818), B. straminea (Dunker, 1848) e B. tenagophila (Orbigny, 1835).

Figura 2 — Caramujo do género Biomphalaria sp.

Fonte: DUVAL et al., 2015

No Brasil, a esquistossomose mansoni ainda € considerada uma doenca negligenciada
de elevada prevaléncia, apresentando areas endémicas e focais com complica¢des, gravidades
e promocdo de pobreza (STEINMANN et al., 2006; RASO et al., 2007; VITORINO et al.,
2012). Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2019) a doenca é endémica nos estados de
Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Maranhdo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande
do Norte e Sergipe com relatos de focos de transmissdo no Para, Ceard, Piaui, Rio de Janeiro,
Sédo Paulo, Parand, Santa Catarina, Goias e Rio Grande do Sul (Figura 3).

Estima-se que no Brasil 1,5 milhdo de pessoas estejam infectadas pelo Schistosoma
mansoni. A doenca possui baixa letalidade e as principais causas de obito estdo relacionadas
as formas clinicas graves. Entre 2006 e 2015, registraram-se, em média, cerca de 508 dbitos
anuais pela doenca no Brasil. A morbidade da esquistossomose mansoni representa um grande
problema a saude publica, a qualidade de vida e ao desenvolvimento econdmico da populacao
(BRASIL, 2019).
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Figura 3 - Mapa de distribuicdo da esquistossomose no Brasil —2010/2015
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Fonte: KATZ, 2018.

O agente etioldgico e o ciclo bioldgico do Schistosoma mansoni

O Schistosoma mansoni (Sambon 1907), agente causador da esquistossomose
mansoni, € um Platelminto, da classe dos Trematoda, familia Schistosomatidae, que apresenta
como caracteristica a existéncia de sexos separados, com nitido dimorfismo sexual. A
etimologia do género Schistosoma refere-se a fenda (schisto) no corpo (soma) do macho,
chamada de canal ginecéforo.

O ciclo de vida do S. mansoni € complexo, envolvendo mamiferos (hospedeiros
definitivos) e moluscos (hospedeiros intermediarios) (REY, 2001). O hospedeiro vertebrado
infectado defeca proximo a cole¢des de agua doce e, juntamente, com as fezes sao liberados
ovos do parasito, contendo uma larva ciliada denominada miracidio. Por conta de estimulos
luminosos e térmicos, o miracidio eclode na dgua e se desloca com o auxilio de seus cilios até

encontrar 0 molusco suscetivel, Biomphalaria spp. O miracidio penetra no tegumento do
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caramujo, perde os cilios, e por um processo de multiplicacdo assexuada sdo formadas
geragdes de esporocistos inicialmente primarios (Figura 4A), depois esporocistos secundarios,
que ddo origem a milhares de cercarias bifurcadas, formas infectantes para o hospedeiro

definitivo (Figura 4B). Em geral, o ciclo completa-se em torno de 30 dias (Figura 4C, D e E).

0]

Legenda: A- Esporocisto de Schistosoma mansoni no caramujo Biomphalaria sp.(seta). Coloragdo HE, 200x. B-
Cercaria de Schistosoma mansoni. Helminto. C - casal em copula. D - macho; E - fémea. Vo, ventosa oral; Vv,
ventosa ventral; C, ceco ramificado; Pg, poro genital; T, testiculo; Cg, canal ginecéforo; V, vulva; U, Gtero; O,
ovo; Oot, 00tipo; O, ovério; Gv, glandulas vitelinas.

Fonte: O autor, 2023.

Fatores ambientais como temperatura e luminosidade estimulam a liberacdo das
cercarias, que no meio aquatico permanecem infectantes por cerca de 24 horas. O ciclo no
hospedeiro definitivo se estabelece quando as cercarias penetram de forma ativa a pele, por
meio de secrecdes proteoliticas (Figura 5). No local de penetracdo, as cercarias perdem a
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cauda bifurcada, sofrem reorganizacdo no tegumento, para adaptacdo ao novo ambiente, e
passam para a forma evolutiva denominada esquistossdmulo. Os esquistossdmulos migram na
derme, passam para a corrente sanguinea e sdo levados ao coragdo e pulmdes (REY, 2001;
GRYSEELS et al., 2006).

Figura 5 — Ciclo biolégico de Schistosoma mansoni.
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Fonte: McMANUS et al., 2018.

Em torno do 15° dia de infeccéo, os esquistossomulos (com sexo determinado desde a
fase de miracidio) deixam os pulmdes e sdo carregados para a circulacdo porta hepatica. Em
torno de 30 dias de infeccdo, as formas imaturas desenvolvem o sistema reprodutor e se
tornam helmintos adultos. Apds o acasalamento nos vasos intra-hepaticos os espécimes
adultos migram acasalados para as veias mesentéricas onde ocorre a oviposicdo e eliminacéo

de ovos nas fezes (Figura 6).
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Figura 6 - Localizagdo dos helmintos adultos (setas) de Schistosoma mansoni no interior dos
vasos mesentéricos de camundongo.

[ A i
Fonte: ACERVO DO LABORATORIO DE HELMINTOLOGIA ROMERO LASCASAS PORTO DA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO.

Manifestacdes clinicas da esquistossomose mansoni

As manifestaces clinicas correspondem ao estagio de desenvolvimento do parasito no
hospedeiro. A maioria das pessoas infectadas pode permanecer assintomatica, dependendo da
intensidade da infeccdo. Clinicamente, a esquistossomose pode ser classificada em fase aguda
(inicial) e fase cronica (tardia).

As manifestacfes clinicas iniciais, agudas, sdo decorrentes da penetracdo da cercaria
na pelo do hospedeiro definitivo com quadro de alergia e alteracbes dermatoldgicas,
conhecida como dermatite cercariana, mais comum em pessoas hipersensiveis e em
reinfecces (REY, 2001; NEVES, 2005). Entre 3 e 7 semanas ap0ds a infeccdo pode ocorrer
febre Katayama, que se caracteriza por febre, cefaleia, anorexia, linfodenopatia, dor
abdominal e, com menor frequéncia, o paciente pode referir diarreia, nduseas, vomitos e tosse
seca (LAMBERTUCCI, 1993; ROCHA et al., 1995; COURA; AMARAL, 2004; BOTTIEAU
et al., 2006). Estes sintomas geralmente sdo apresentados na fase aguda da doenca, porém ha
muitos casos assintomaticos.

Cada par de verme adulto produz ~300 ovos por dia, que saem dos vasos
mesentéricos, atravessam a parede intestinal e entram no limen (REY, 2001). Em virtude do
sentido da circulagdo sanguinea em direcdo ao figado, uma grande parte dos ovos produzidos

retorna a esse 6rgdo e fica retida nos vasos pré-sinusoidais ou sdo disseminados para outros
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6rgdos ou translocados pelo epitélio intestinal para a luz do intestino (SCHWARTZ;
FALLON, 2018).

Nos casos sintomaticos, as manifestacdes clinicas irdo depender de mdultiplos fatores,
como carga parasitaria, numero de infeccGes e caracteristicas do hospedeiro tais como, 0
estado nutricional, a constituicdo genética, a idade e, principalmente o perfil imunitéario (REY,
2001; COURA; AMARAL, 2004).

Em modelo murino a fase aguda é considerada aguda até a 63-9? semana de infec¢éo
(ANDRADE, 1987; WYNN et al., 1993; COSTA- SILVA et al., 2002), intermediaria 10? a
112 e cronica a partir da 122 (FALLON, 2000; PEARCE; MACDONALD, 2002).

A fase cronica pode ser dividida em trés formas clinicas: intestinal, hepatointestinal e
hepatoesplénica sendo esta Gltima subdividida em compensada e descompensada (REY, 2001;
BRASIL, 2014). A forma intestinal € muito comum em areas endémicas e caracteriza-se por
lesbes hepaticas moderadas com sintomatologia como astenia, desconforto abdominal, perda
de apetite, disenteria e cdlicas intestinais. Estes sintomas dificultam o diagnostico visto que
sdo similares a outros tipos de doencas (DOMINGUES; DOMINGUES, 1994; COURA,;
AMARAL, 2004).

Na forma hepatointestinal, a sintomatologia é semelhante & intestinal, entretanto as
lesBes hepaticas sdo mais intensas principalmente no baco e no figado (REY, 2001). Na
forma hepatoesplénica as manifestacGes clinicas sdo mais severas tais como: circulagdo
colateral, ascite e formacdo de varizes gastroesofagicas em decorréncia da hipertensdo portal
causada pela fibrose de Symmers (DOMINGUES; DOMINGUES, 1994).

Patologia geral e patogénese da esquistossomose mansoni

Os ovos do parasito que ndo conseguiram atravessar as camadas do intestino para
eliminacdo pelas fezes ficam retidos nos tecidos intestinais ou sdo embolizados para o figado,
em virtude do sentido da circulacdo sanguinea, ficando presos nos capilares pré-sinusoidais. A
principal patologia associada a infec¢do por S. mansoni € o desenvolvimento de inflamagéo

granulomatosa em torno dos ovos retidos nos tecidos (Figura 7).
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Figura 7 — Visdo macroscdpica de granulomas hepaticos em modelo murino.

A

Legenda: A - Imagem de figado de animal ndo infectado. B - Figado de animal infectado com
Schistosoma mansoni com a presenca de granulomas periovulares. Representa¢es de modelos experimentais
murinos.

Fonte: HAMS et al., 2013. Adaptado.

As secrecOes provenientes do miracidio, denominadas Antigeno Ovular Sollvel
(SEA), tém como composicdo enzimas e complexas fracdes de glicoproteinas que geram uma
resposta inflamatdria capaz de ativar o sistema imune celular do hospedeiro (STADECKER et
al., 2004; ANDRADE, 2009). Sendo a reacdo inflamat6ria granulomatosa gerada em torno
dos ovos depositados pelos parasitos nos tecidos a alteracdo mais importante na
imunopatologia da esquistossomose no figado, intestino e baco (HAMS et al.,, 2013;
PEARCE; MACDONALD, 2002).

Os ovos de S. mansoni sdo metabolicamente ativos e altamente antigénicos, evocando
uma inflamacdo que leva a formacdo de granuloma em torno do ovo nos sitios, com perfis
diferentes (HANS, et al., 2013; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Os ovos do parasito
liberados nos vasos mesentéricos sdo eliminados nas fezes para continuidade do ciclo.
Segundo Schwartz e Fallon (2018), o processo de liberacdo dos ovos de S. mansoni pode ser
dividido em quatro estagios: (i) liberacdo do ovo na corrente sanguinea e ligacdo ao endotélio;
(i) formacédo de granuloma imune-dependente; (iii) transicdo entre endotélio e epitélio e (iv)

liberacdo no Iumen intestinal (Figura 8).
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Figura 8 - Processo proposto de quatro estagios de excre¢do intestinal de ovos de S. mansoni.
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Legenda: | - Os vermes adultos depositam seus ovos nos vasos proximos a lamina propria. Plaquetas e
fibrinogénio aderem aos ovos e ativam o endotélio. As células endoteliais crescem ativamente sobre o ovo,
suportando seu extravasamento. Os ovos que ndo cruzam a borda endotelial sdo disseminados pelo fluxo
sanguineo e ficam presos principalmente no sistema porta do figado. 11 + 111 - células imunes, como macréfagos,
células T e eosinofilos, comecam a encapsular o ovo. A formagdo de granuloma ocorre ao redor do ovo e,
juntamente com outros processos, como fibrinolise e necrose, leva a passagem do ovo em direcdo ao limen
intestinal. IV - Os ovos presos ficam fibréticos e calcificados. A interagdo com o microbioma intestinal, a morte
e a remodelacdo das células epiteliais podem levar a liberacdo ativa de ovos, que sdo entdo liberados no ambiente
pelas fezes do hospedeiro. lustragdes modificadas da Servier Medical Art.

Fonte: SCHWARTZ; FALLON, 2018.

Os esquistossomos desenvolveram ao longo da evolugdo estratégias que favorecem a
passagem dos ovos atraves dos seus sitios até a liberagdo no lumen intestinal (Figura 9). Os
vermes adultos sexualmente maduros produzem ovos na veia porta (~ 5-6 semanas apds a
infecgdo). A producdo de ovos € um evento marcante no ciclo de vida do S. mansoni e €
caracterizada pela inducdo de uma resposta Th2 e angiogénese marcados pela promocao e
recrutamento de células imunes e nutrientes para o desenvolvimento de granulomas
(COSTAIN et al., 2018).
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Figura 9 — A migracdo de ovos de Schistosoma mansoni.
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Legenda: A — A producdo, maturacéo e liberacdo de ovos de S. mansoni na veia porta sdo marcados por diversos
eventos imunoldgicos. O processo que envolve a passagem do ovo pelo endotélio pode envolver interagdes com
E-selectinas, Lewis-x, plaquetas, ICAM-1 e VCAM-1. B - Apds a passagem dos ovos pelo endotélio do
hospedeiro, eles precisam atravessar as camadas da parede intestinal. O sistema imunoldgico do hospedeiro
responde a transi¢do dos ovos através da resposta inflamatdria granulomatosa, na qual 0s ovos sdo encapsulados
por células imunoldgicas como macréfagos ativados alternativamente (AA), células Th2, eosinéfilos e
componentes de matriz extracelular (ECM), que protege os tecidos hospedeiros dos antigenos solGveis do ovo,
mas ao final leva & formacdo de lesBes fibréticas. Com o rompimento das jungdes de oclusdo entre os
enterdcitos, a funcdo da barreira intestinal é prejudicada, permitindo a maior permeabilidade de substancias no
limen como bactérias, antigenos, toxinas e metabdlitos, bem como nos tecidos da mucosa e na circulagdo
sistémica.

Fonte: COSTAIN et al., 2018

A formacdo do granuloma estd associada principalmente a protecdo do hospedeiro
contra substancias agressoras como 0s antigenos sollveis liberados pelo ovo. Dessa forma,
impedindo sua difuséo para o meio vascular (WILLIAMS; WILLIAMS, 1983; LENZI et al.,
1991; ANDRADE, 2009).

O granuloma esquistossomatico é uma colecdo compacta, dindmica e organizada de
células migrantes, em sua maior parte componentes do sistema fagocitario mononuclear, que
juntamente com as células do tecido afetado, dispdem-se em meio a componentes de matriz

extracelular, formando uma estrutura com semelhanca esférica que circunda o ovo (LENZI et
al., 1991).
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Adicionalmente, estudos in vitro revelaram que SEA induzem a proliferacdo de células
endoteliais e regulam o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e a angiogénese
(FATTAH; AHMED, 2011). A proliferacdo de células endoteliais também estd associada a
ativacdo de pericitos, células que apresentam actina e alta plasticidade e capacidade de se
transformar em miofibroblastos, estas ultimas sdo importantes células de matriz envolvida no
remodelamento vascular (FREEDMAN; OTTESEN, 1988; LOEFFLER et al., 2002;
BAPTISTA; ANDRADE, 2005).

Com base na classificacdo de Li-Hsu et al. (1972), Lenzi et al (1998) classificou a
reacdo granulomatosa em dois estagios: pré-granulomatoso, (fase reativa inicial e fase
exsudativa) e exsudativo (fase exsudativa-produtiva, fase produtiva e fase involutiva). A
reacdao granulomatosa inicial caracteriza-se pelo acumulo de células do sistema mononuclear
fagocitario como macrofagos, leucdcitos, neutrofilos e eosindfilos. Estes Gltimos, juntamente
com linfdcitos, se organizam ao redor do ovo levando a formacdo de um infiltrado celular,
assim caracterizando a fase exsudativa. Nesta fase pode ocorrer presencga de células gigantes
ao redor do ovo, degeneracdo e necrose de leucocitos remanescentes.

Na fase exsudativa-produtiva, observa-se células migrantes, fibroblastos e
miofibroblastos que comecam a sintetizar componentes de matriz extracelular como:
colagenos intersticiais | e 111, fibronectina, laminina, tenascina, vitronectina e proteoglicanos.
Nesta fase é possivel verificar no granuloma trés zonas diferentes: uma zona central com
células de Kupffer, histiocitos, e células gigantes em alguns casos; uma zona medial ou
paracentral, com fibroblastos e fibrocitos e uma zona periférica com plasmacitos, histiocitos e
linfocitos com frequente eosinopoese, neutropoese e monocitopoese (COSTA-SILVA et al.,
2002; LENZI et al., 2006) (Figura 10).
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Figura 10 - Granuloma esquistossomatico hepético e suas diferentes regides.

w

Fonte: LENZI et al., 2006.

No figado, células estreladas (HSCs), também chamadas de células de Ito, rica em
gordura e vitamina A tém papel importante no estimulo de citocinas fibrogénicas. Elas sdo
responsaveis pela producdo de colageno e pela fibrogénese no sitio granulomatoso
(ANTHONY; RAMM; McMANUS, 2012). Acredita-se que as HSCs sejam a principal fonte
de deposicdo de colageno no figado, com um papel importante no remodelamento da matriz
extracelular na esquistossomose (BOOTH et al., 2004) e na fibrose induzida pelos antigenos
do ovo. Ao final desta fase, com a morte do miracidio no interior do ovo, a quimiotaxia
comeca a cessar. As fibras de colageno se aproximam uma das outras conferindo um grau de
compactacao, assim se caracterizando a fase produtiva. Essa fase é seguida da diminuicdo
significativa da camada interna e desintegracao total do ovo, segundo Lenzi et al. (1998), essa
fase é denominada fase involutiva.

Em lesbes agudas as alteracBes sdo passageiras, pois, as células lesionadas séo
substituidas por células regeneradas. A pouca matriz fibrosa produzida é degradada e o figado
restaura sua composicdo normal (HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011).

No intestino os granulomas apresentam menos eosinofilos, células T e células B do
gue os granulomas hepaticos, entretanto ha mais macrofagos. Apenas alguns neutréfilos e
basofilos podem ser observados nos dois tecidos (Figura 11). Os ovos depositados no
intestino podem ser liberados para o lumen intestinal através de mecanismos que envolvem
moléculas que rompem as juncdes de oclusdo e a integracdo célula-célula. No entanto, os
ovos, também podem ficar presos e se assemelhar a granulomas hepéticos de fase crénica com

colageno. As mucinas desempenham um papel funcional na migracdo dos ovos no intestino e
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na modulacdo imunoldgica local, porém esse mecanismo precisa ser mais detalhado e
explorado (SCHWARTZ; FALLON, 2018).

A resposta imune protetora do tipo 2 é caracterizada pela proliferacdo das células Th2,
eosinofilos e basoéfilos, aumento da producao de IL-4, IL-5 e 1L-13, IgG1 e IgE, bem como
polarizacdo de macrdéfagos em direcdo ao fenétipo M2 (PEARCE et al., 2002; SCHWARTZ
et al., 2014; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Durante a fase cronica da infecgéo (> 3 meses),
a magnitude da resposta Th2 diminui, coincidindo com uma reducdo da inflamacdo
granulomatosa ao redor dos ovos, e as células reguladoras T e B emergem, levando a um

estado de hiporresponsividade imune.

Figura 11 - Composicdo do granuloma hepatico e intestinal.
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Fonte: SCHWARTZ; FALLON, 2018.

O uso de modelos experimentais animais tem facilitado o avanco no entendimento da
imunopatologia da esquistossomose mansoni. Sabe-se que nas primeiras semanas de infecgdo
(3-5), o sistema imune induz a ativacdo de uma resposta imune tipo 1, com o aumento de
celulas Thi, liberagdo de interleucina 12 (IL-12) e interferon gama (IFN-y) (PEARCE;
MACDONALD, 2002). A resposta imunologica do tipo 1 tem seus componentes diminuidos,

enquanto concomitantemente emerge uma potente resposta imune tipo 2 apds 5-6 semanas da
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producdo dos ovos (VELLA et al., 1992; ANDRADE, 2009). Os antigenos sollveis
secretados pelo ovo estimulam uma resposta tipo 2 desencadeando uma expansao de células
Th2, producdo de IL-4, IL-5 e IL-13, acompanhada por uma regulacdo nos niveis de IgE e
eosinofilos circulantes (HAMS et al., 2013; SCHWARTZ; FALLON, 2018).

A resposta granulomatosa aos ovos é primeiramente orquestrada por linfocitos T
CD4". Contudo, linfécitos TCD8", linfdcitos B e macro6fagos M2 também tém demonstrado
importante papel na regulacéo e formacéo do granuloma (FALLON et al., 1998; RUTITZKY,
MIRKIN; STADECKER, 2003; HERBERT et al., 2004).

Muitos fatores podem influenciar na formacdo e modulacdo granulomatosa. Através
de andlises morfométricas, estudos confirmam que o processo de desenvolvimento do
granuloma esquistossomotico hepatico € influenciado pela cepa do parasito (COELHO et al.,
1989), pela fase da doenca (aguda ou cronica) (RASO et al., 1978, CHEEVER et al., 2002),
pelo hospedeiro (COSTA-SILVA et al., 2002) e seu tipo de dieta (NEVES et al., 2007b, da
SILVA FILOMENO et al., 2020). Alencar e colaboradores (2012) observaram alteragcdes no
granuloma intestinal e na morfologia do intestino delgado de camundongos alimentados com

dieta hiperlipidica e esquistossométicos.

O estado nutricional na esquistossomose mansoni

O estado nutricional do hospedeiro definitivo na esquistossomose mansoni tem sido
relatados em muitas publicacbes (PARRAGA et al., 1996; CHEEVER et al., 2002,
COUTINHO et al., 2003; COUTINHO, 2004; NEVES et al., 2007 a, b; 2009; da SILVA
FILOMENO et al., 2020; da SILVA FILOMENO et al., 2022) e permite relaciona-lo ao
desenvolvimento da patologia e suas complicagodes.

E visto experimentalmente que o estado nutricional pode contribuir para alterar o
quadro da fibrose hepatica periportal na esquistossomose (COUTINHO et al., 2003; 2007).
Acredita-se que o fator desnutrigdo comprometa 0s mecanismos imunoldgicos do hospedeiro
causando reagdes imunologicas deficientes, assim inibindo o desenvolvimento de fibrose em
camundongos desnutridos (CHANDRA, 1991; MEIRA, 1995; COUTINHO et al., 2003;
BARROS et al., 2009).

O metabolismo lipidico e as doencas causadas por helmintos tem sido teméticos de
muitos estudos com modelos experimentais (BANSAL et al., 2005; GUIGAS; MOLOFSKY,
2015; da SILVA FILOMENO et al., 2020). Sabe-se que parasitos que habitam vasos

sanguineos, como S. mansoni incorporam lipidios, entre eles o colesterol, como nutriente do
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hospedeiro porque ndo sdo capazes de sintetizar &cidos graxos de cadeia longa ou colesterol
‘de novo’ (MEYER; MEYER; BUEDING, 1970).

Estudos em modelos experimentais (NEVES et al., 2007a, b) e em humanos
portadores de esquistossomose mansoni na forma hepatoesplénica demonstram a ocorréncia
de alteracbes no metabolismo lipidico associadas a patologia, na qual ha diminui¢do nas
concentragfes plasmaticas de colesterol total, bem como nos niveis de fosfolipidios e
triglicerideos (DIMENSTEIN et al., 1992).

Os lipidios sdo componentes fundamentais na manutencdo da infeccdo
esquistossomotica no hospedeiro vertebrado, pois atuam na defesa do parasito a resposta
imunolégica do hospedeiro, no estimulo & oviposicdo do parasito e consequentemente no
curso da infeccdo e nas alteracGes histopatoldgicas (MEYER; MEYER; BUEDING, 1970;
WUHRER et al., 2000; NEVES et al., 2007b; GUIGAS; MOLOFSKY, 2015). Sabe-se que 0
colesterol e os acidos graxos de cadeia longa sdo biomoléculas fundamentais para a
manutencdo da integridade do tegumento e da superficie da membrana que estabelece a
interface entre o parasito e seu hospedeiro definitivo (MACGREGOR et al., 1989; ROGERS,
1991).

Doencas associadas as mudancas no padrao nutricional

Sabe-se que a maior disponibilidade de alimentos de alta densidade energética bem
como habitos de vida sedentérios inseriu uma nova ameacga a sobrevivéncia do homem
moderno: a obesidade e suas comorbidades (GRUNDY, 2008).

A obesidade é definida como adiposidade corporal excessiva acima dos niveis ideais
para a saude. Ela estabelece-se a partir de um balanco energético positivo crénico sob a
influéncia de diversos fatores de origem social, comportamental e ambiental (SWINBURN et
al., 2011).

O excessivo armazenamento de gordura na regido abdominal encontra-se diretamente
relacionado ao acumulo ectépico de gordura em 6rgdos chave do metabolismo, tais como
figado e péancreas. A resisténcia a insulina age em sinergismo com o0 excesso de tecido
adiposo provocando a desregulacdo do eixo adipoinsular, predispondo ao desenvolvimento de
outros distarbios metabdlicos, como a sindrome metabolica (SM), cuja prevaléncia €
crescente em todo o mundo (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005; DESPRES; LEMIEUX,
2006; TAKAHASHI et al., 2012; RI1ZZO et al., 2013; GOLABI et al., 2016).
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A sindrome metabdlica (SM) é definida como um grupo de anormalidades metabdlicas
onde incluem a obesidade, com énfase no excesso de gordura abdominal, hipertenséo arterial,
dislipidemia, doenca hepatica gordurosa nao alcoodlica e resisténcia a insulina ou diabetes tipo
2 (ZIMMET et al., 2007; JOVICIC et al., 2015). Os critérios para o diagnostico da sindrome
metabdlica estdo resumidos com base em trabalhos da Organizacdo Mundial da Saude, da
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel I11, European Group for the
Study of Insulin Resistence e International Diabetes Foundation (HUANG, 2009)

A resisténcia a insulina parece ser a base fisiopatologica da SM e a hiperinsulinemia é
considerada um precursor. O ganho de peso é um preditor independente para o
desenvolvimento da SM, embora ndo seja observado em todos os individuos com obesidade
(ZIMMET et al., 2007; R1ZZO et al., 2013).

Outra doenca associada a alteracdo ao perfil nutricional, no que diz respeito ao alto
consumo de lipidios é a doenga hepética gordurosa ndo alcodlica (NAFLD). A doenca
hepética gordurosa ndo alcodlica é a condigdo em que a gordura excessiva se acumula no
paciente sem histérico de abuso de alcool (MARCHESINI et al., 2003; ABDELMALEK;
DIEHL, 2007). Ela vem sendo indicada como o componente hepatico da SM e de demais
disturbios lipidicos e é apontada como a principal causa de doencas hepéticas cronicas em
paises desenvolvidos.

Modelo experimental murino na esquistossomose e dislipidemias

A comunidade cientifica tem buscado modelos experimentais que mimetizem o
fendtipo humano e sejam adequados para o conhecimento de patologias, drogas e afins
(GADJA et al., 2007). Nesse sentido, uma variedade de modelos murinos tem sido usado em
estudos sobre obesidade e dislipidemias. No que diz respeito ao modelo experimental, o
C57BL/6 tem sido comumente apresentado como um dos que melhor desenvolve distlrbios
metabdlicos como dislipidemias (STEWART et al., 2002; JOVICIC et al., 2015).

A interacdo entre lipideos e esquistossomose mansoni em modelos experimentais ja
foram verificados por LIMA et al., 1998; RAMOS et al., 2004; NEVES et al., 2007a, b; 2006;
ALENCAR 2009; ALENCAR et al., 2012; da SILVA FILOMENO et al., 2020. Reduc6es nos
niveis sericos de colesterol em camundongos esquistossomoticos submetidos a dieta
hiperlipidica também foram observadas por ALENCAR et al., (2009), (ALENCAR et al.
2012) e NEVES et al. (2006; 2007h,).

Camundongos da linhagem C57BL/6 representam um bom modelo para dislipidemias

e sindrome metabolica, podendo desenvolver hiperglicemia de leve a moderada e
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hiperinsulinemia. Cada linhagem de camundongo desenvolve uma patologia de intensidade
especifica, por exemplo, no caso da esquistossomose, 0 C57BL/6 desenvolve pouca patologia,
enguanto modelos como CBA e C3H podem desenvolver uma patologia mais intensa para a
doenca (RUTITZKY, MIRKIN; STADECKER, 2003). Entretanto, estes ultimos ndo sdo
modelos de exceléncia quando objetiva estudar obesidade, dislipidemias e sindrome
metabolica.

Intestino e a microbiota

O intestino € um importante 6rgdo do sistema digestorio que permite a quebra e a
absorcdo de nutrientes fundamentais ao corpo, bem como a eliminacdo dos componentes
indesejaveis (COLLINS; BADIREDDY, 2019). Para Madi, Zalrman e Takiya (2001) “O
intestino ndo é simplesmente um tubo onde os alimentos entram e o que é soluto absorvido e
0 solido eliminado. Ele é a nossa mais profunda vinculagdo com o meio ambiente. Dessa
intimidade decorre nossa propria sobrevivéncia.” (MADI, ZALRMAN; TAKIYA, cap. 2, pag.
11). Sua mucosa estd adaptada a colonizacdo por bactérias comensais que desempenham
diversos papéis nos processos digestivos e influenciam de forma decisiva no desenvolvimento
e funcdo do sistema imunoldgico intestinal, na resposta a farmacos e na homeostase do
individuo (RESCIGNO, 2011; CARICILLI; CASTOLDI; CAMARA, 2014).

O intestino apresenta uma camada de células epiteliais voltada para o lUmen capaz de
proteger 0 corpo contra micro-organismos e antigenos provenientes da alimentacdao (Figura
12). Sua estrutura inclui vilosidades digitiformes, onde residem os enterdcitos absortivos,
células secretoras enteroenddcrinas e células caliciformes, e criptas, contendo células
proliferativas, que sdo as células-tronco intestinais e células de Paneth (ANTFOLK; JENSEN,
2020).

O intestino delgado comeca no piloro e termina na valvula ileocecal e compreende trés
partes: duodeno, jejuno e ileo que juntos apresentam comprimento médio de 690,1 + 93,7 cm,
formando o 6rgdo mais longo do corpo (TACCHINO, 2015).

Para facilitar a absorcdo de nutrientes, o intestino delgado evoluiu desenvolvendo
modificagOes arquitetonicas refinadas da camada mucosa e submucosa de modo a aumentar a
sua superficie de absorcdo de nutrientes através de suas dobras plicae circularis, em torno do
limen, vilosidades e microvilosidades, estes Gltimos vdo diminuindo em quantidade e
espessura em direcdo ao ileo (DELBAERE et al, 2023). Segundo Van Der Flier e Clevers
(2009), 80% do epitelio intestinal € formato por enterocitos que apresenta borda em escova
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contendo proteinas transportados e enzimas digestivas. Além disso, essas células participam
da formacdo de barreiras bioquimicas, de modo a evitar a difusdo de patgenos, alérgenos e
toxinas do lumen intestinal para a mucosa. A presenca de células caliciformes no intestino
confere a producdo de uma importante barreira quimica: 0 muco, constituido por mucinas,
fornece prote¢do, hidratacdo e lubrificacdo aos tecidos epiteliais. Somado a isso, Liévin-Le
Moal e Servin (2006) reforcam que as mucinas oferecem também suporte nutricional para as
bactérias aderentes a superficie, de modo a promover sua colonizacdo na parte externa da
camada mucosa.

A arquitetura do intestino delgado estd evolutivamente adaptada a dinamica e
atividade ambiental que ocorre neste tecido. Invaginacdes da base das vilosidades até a lamina
prépria sdo chamadas de criptas de Lieberkiihn atuam como glandulas que secretam agentes
antimicrobianos e horménios com o auxilio de células secretoras altamente especializadas, as
células de Paneth. Nelas h& presenca de granulos eosinofilicos composto por peptideos
antimicrobianos e proteinas imunomoduladoras capaz de regular a composicéo e abundancia

da microbiota intestinal e proteger contra patégenos (LUESCHOW; MCELROY, 2020).

Figura 12 - Estrutura do intestino delgado

L Enterocyte
/
> 6 ) Enteroendocrine
- cells
@fz ke AR
g St b, g
g |3 ‘ @
= K]
=3 : 0 &/ Goblet cell
S 7
£ @ ‘
£ - «
@ 3 = =
= ' : Paneth cell
/S )
A D &g % & - . )
- 6_ Ok | " |
o | : - £ 3 ntestina
| @ (5 7770
>| c o ke G . stem cell
c e A0
S|l 3 P X
m ‘:,: (’« =
= g A 0o A% Myobroblasts

- A ,DJ‘%’
5;%& Immune cell

Fonte: ANTFOLK; JENSEN, 2020. Adaptado.



34

O complexo ecossistema de microrganismos, como bactérias comensais residentes no
intestino, chamamos microbiota intestinal (MI). Em humanos, ela consiste em cerca de 10 —
100 trilnGes de microorganismos. Esse numero supera o total de células somaticas e
germinativas humanas significativamente (JILL; ARTIS, 2010). Segundo Rajili¢-Stojanovic e
De Vos (2014) ha um total de 1057 espécies de microorganismos intestinais descritas
pertencentes aos dominios Eukarya (92), Archaea (8) e Bacteria (957). Neste Gltimo dominio,
os filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria sdo 0s microrganismos
mais diversos e abundantes no trato gastrointestinal adulto (LEY et al., 2005; RAJILIC-
STOJANOVIC; DE VOS, 2014; YANG et al., 2017, LIM et al., 2020).

A organizacdo espacial e a localizagdo da microbiota intestinal ao longo do
tratogastrointestinal ndo sdo uniformes. A maior densidade de bactérias esta presente no
intestino grosso, com estimativas recentes de 1013 bactérias. As pressdes parciais de oxigénio
ao longo do trato gastrointestinal contribuem para formacao de nichos distintos (CLARKE et
al., 2019).

A distribuicdo de microrganismos varia ao longo do trato gastrointestinal e é
determinada pelo pH, disponibilidade de oxigénio e nutrientes, tipo de enzimas secretadas,
entre outras. A concentracdo de bactérias no estbmago é relativamente baixa, cerca de 10
UFC/g, enquanto na regido do ileo sio 10’ UFC/g e no colon 102 UFC/g (RINNINELLA et
al., 2019).
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Figura 13 — Microbioma intestinal, nichos de bactérias.
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Na regido proximal do tratogastrointestinal os grupos bacterianos dominantes séo
Lactobacillus (Firmicutes), Veillonella (Firmicutes) e Helicobacter (Proteobacteria). Na
porcdo do duodeno, jejuno e ileo, os grupos mais numerosos sao Bacilli (Firmicutes),
Streptococcaceae (Firmicutes) e Actinomycinaeae, e no célon, é observado um nimero maior
de Lachnospiraceae (Firmicutes) e Bacteroidetes (DIETERICH et al., 2018; MOSZAL et al.,
2020).

A microbiota intestinal coevoluiu com os humanos, provocando efeitos profundos em
varios processos fisioldgicos, como na producdo de vitaminas, no metabolismo de nutrientes e
na imunidade do hospedeiro (CRYAN; DINAN, 2012; RAJILIC-STOJANOVIC, 2013). Nohr
e colaboradores (2013) viram que em dietas ricas em fibras, cujo hospedeiro humano néo
consegue digerir, sdo metabolizadas pela microbiota intestinal em &cidos graxos de cadeia
curta (SCFAs), como butirato, acetato e propionato.

A MI também produz moléculas de sinalizacdo farmacologicamente ativas que
interagem com o metabolismo do hospedeiro (BIBBO et al., 2016; BOULANGE et al., 2016;
ISOLAURI, 2017). Acidos graxos de cadeia curta (SCFASs) sdo produzidos na fermentagio de

fibras alimentares por bactérias intestinais.
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A microbiota também esta envolvida na patogénese de diversas doencas, tais como
sindrome metabdlica, doencas cardiovasculares, doenca celiaca, doenca inflamatoria intestinal
e distarbios neuroldégicos. Sdo multiplos os fatores que podem compor a microbiota modula-
la, entretanto, um dos principais fatores pode auxiliar nessa modulacéo é a dieta (MOSZAL et
al., 2020).

A relacdo entre microbiota e a sindrome metabdlica

A microbiota intestinal (MI) tem tido papel relevante na obesidade e na sindrome
metabolica (SM). Sua interacdo com 0s receptores acoplados a proteina G (GPCR) afeta a
sensibilidade a insulina em adipdcitos e 6rgdos periféricos, regulando assim o metabolismo
energético (BACKHED et al., 2004; BOULANGE et al., 2016). Sabe-se que alteragdes na
microbiota intestinal, conhecidas como disbiose, exercem efeitos prejudiciais a saude do
hospedeiro, influenciando bastante as vias metabdlicas e a suscetibilidade a doencas crénicas
ndo transmissiveis (LIM et al., 2017, GILBERT et al., 2018; SANTOS-MARCOS et al.,
2019; FLOUDAS et al., 2019).

Estudos tem demonstrado que a alteragdo na microbiota intestinal pode estar
relacionada ao desenvolvimento de obesidade e diabetes. Em modelos murinos C57BL/6
germ-free alimentados com dieta rica em gordura observa-se protecdo contra a intolerancia a
glicose devido a expressdo reprimida do fator adiposo induzido pelo jejum (FIAF) no epitélio
intestinal. Este fator ativa a quebra do triacilglicerol contido em lipoproteinas em acidos
graxos livres para serem usados pelos tecidos musculares e adiposos. A inibicdo de FIAF
promove a deposicio de triglicerideos nos adipocitos (BACKHED et al., 2004; BACKHED et
al., 2007; SAMUEL et al.; 2008YANG et al., 2017). Resultados como este sugerem um papel
crucial da MI na homeostase de nutrientes e um possivel papel etioldgico no desenvolvimento
da sindrome metabolica.

Muitos fatores podem contribuir para a composicdo e alteragdo da microbiota
intestinal, de modo a promover o desenvolvimento de doencas metabdlicas. E visto que a Ml
também pode somar ao desenvolvimento da resisténcia a insulina, da inflamag&o de baixo
grau e do aumento da adiposidade através de uma série moléculas e, portanto, pode participar
indiretamente no aparecimento de obesidade e doencas metabélicas (BOULANGE et al.,
2016; MARCHESI et al., 2016) (Figura 14).
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Figura 14 — A inter-relacdo entre microbiota intestinal, inflamacéo, resisténcia a insulina,

adiposidade e doencas metabdlicas.
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Fonte: BOULANGE et al., 2016.

A influéncia da composicdo da microbiota intestinal em doencas metabolicas foi
evidenciada no estudo de Turnbaugh et al (2005) onde revelou que a microbiota intestinal de
camundongos e humanos com obesidade, quando comparados aos grupos eutroficos, esta
associada a maior abundancia de bactérias dos filos Bacteroidetes e 0s Firmicutes nos grupos
com obesidade e este microbioma tem maior capacidade de captar energia e aumentar o
depdsito de gordura no hospedeiro.

Em um estudo experimental, Caesar et al (2015) comparou a microbiota intestinal de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica a base de banha ou éleo de peixe por 11
semanas e verificou maior diversidade de Akkermansia muciniphila, Lactobacillus e
Bifidobacterium. Nos animais que consumiram 0leo de peixe e nos consumiram banha de
porco, observaram aumento da inflamacao no tecido adiposo branco decorrente da ativagdo do
receptor Toll-like 4 (TRL-4).

Um dos mecanismos realizados pelas bactérias intestinais na regulacdo do
metabolismo energético é a desregulacdo da expressdo intestinal do fator adiposo induzido
pelo jejum (FIAF), que inibindo a lipase da lipoproteina nos tecidos adiposos promove 0
depdsito de gorduras (BACKHED et al., 2004; BOULANGE et al., 2016).
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Em um estudo apresentado por Musso e colaboradores (2011) revelou que também
ocorre maior absor¢do de calorias em virtude de a microbiota intestinal ter um papel no
desenvolvimento do epitéelio intestinal, assim, aumentando a densidade dos capilares das
vilosidades do intestino delgado e influenciando a fisiologia e a motilidade intestinal.

O papel da microbiota é fundamental para o metabolismo lipidico no intestino visto
que uma fracdo de sais biliares é submetida a modificacbes quimicas pela microbiota
intestinal, gerando &cidos biliares secundarios. Os lipidios sofrem emulsdo pela bile para
facilitar a sua solubilizacdo e serem absorvidos pelo intestino. A microbiota é capaz de
desconjugar e destruir sais biliares por meio da hidrolase bacteriana, e regular o horménio
colecistocinina (CCK), crucial para a digestdo de lipideos (MARTINEZ-GURYN et
al., 2018).

Sabe-se que fatores externos como dieta, estresse, idade, genética, histérico de
doencas, ingestdo de drogas e ciclos circadianos afetam a composi¢do microbiana do intestino
e a eficdcia das funcBes microbianas em roedores e humanos por mecanismos complexos
(YATSUNENKO et al., 2012; BOULANGE et al., 2016). Nos Gltimos anos estudos tem se
atentado a investigar um outro fator: infeccBes parasitarias e suas implica¢fes na constituicao
da microbiota intestinal e na homeostase do hospedeiro (HOLZSCHEITER et al., 2014,
JENKINs et al., 2018).

A microbiota na infeccdo por Schistosoma mansoni

A capacidade dos parasitos alterar comunidades microbianas levando mudancas nos
processos inflamatorios e metabdlicos € relatada em muitos trabalhos, entretanto, como esses
processos ocorrem e 0s mecanismos envolvidos ainda séo pouco discutidos (GLENDINNING
etal., 2014; HOLZSCHEITER et al., 2014; CORTES et al., 2018; JENKINS et al., 2018).

Sabe-se que em infec¢bes esquistossomdticas a microbiota pode ser alterada
(JENKINS et al., 2018). Estudos recentes tém sustentado o papel da MI de mamiferos na
esquistossomose hepato-intestinal e abrem caminhos para compreender as complexas relagdes
entre helmintos, microbiota intestinal, imunidade do hospedeiro e a fisiopatologia da infeccao
nas fases aguda e cronica (HOLZSCHEITER et al., 2014; JENKINS et al., 2018).

Zaiss e Harris (2016) destacam que certas espécies de bactérias podem ser
determinantes na infeccdo por helmintos em humanos e camundongos. No caso da

esquistossomose mansoni, 0s ovos de S. mansoni sdo liberados por vermes fémeas e
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atravessam a parede intestinal desencadeando um processo inflamatorio, e potencialmente
alterando as respostas imunoldgicas (BHATTACHARJEE et al., 2017).

Apesar da constante translocacdo dos ovos da vasculatura para o limen intestinal, 0s
casos de sepse associada a S. mansoni sao raros, reforcando o processo altamente adaptado de
excrecdo de ovos (ONGURU et al., 2011).

Em camundongos infectados experimentalmente por S. mansoni, o uso de antibioticos
resultou significativamente na reducdo do tamanho do granuloma intestinal (WANG et al.,
2004; HOLZSCHEITER et al., 2014b). Varios metabdlitos associados ao trato urinario e a
microbiota sdo alterados no hospedeiro apds a infeccdo com S. mansoni. Analises de
metabdlitos excretados na urina foram associadas a mudancas na microbiota intestinal e no
metabolismo energético dos hospedeiros (BALOG et al., 2011).

Animais infectados por S. mansoni tém apresentado uma reducdo geral na diversidade
na alfa microbiana intestinal e aumento na diversidade beta com significativo aumento de
Akkermansia muciniphila (filo Verrucomicrobia) e lactobacilos quando comparados a animais
controle ndo infectados (JENKINS et al., 2018a). Desta forma, sugerindo e refor¢ando o papel
da microbiota intestinal de mamiferos na patogénese da esquistossomose hepato-intestinal
servindo como base para a compreensdo da complexa inter-relacdo helmintos microbiota
intestinal e fisiopatologia da esquistossomose.

O distarbio decorrente do desequilibrio entre a microbiota residente e patdgenos
nocivos, presentes no intestino, interfere nas funcbes de digestdo e de absorcdo intestinal dos
alimentos com manifestacdes clinicas variadas (ALMEIDA et al., 2009; FRANK et al., 2011).
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1 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o perfil nutricional da populagdo ocidental mudou nas Gltimas décadas.
Esta mudanca tem influéncia significativa na patogenia e nas manifestacGes clinicas de muitas
morbidades, como a esquistossomose mansoni. E visto na literatura que a microbiota
intestinal, entre componentes ambientais e comportamentais, tem um papel na ocorréncia de
obesidade e outros disturbios metabdlicos. Somado a isso, trabalhos mais recentes mostram
uma relacdo entre o grau inflamatorio das lesdes hepaticas, esplénicas e intestinais na infeccéo
por S. mansoni na fase cronica e como algumas bactérias podem influenciar na patogenia em
situacOes de coinfeccdes. Neste contexto, buscamos investigar a associacao parasitologica da
esquistossomose mansoni na fase aguda em camundongos com sindrome metabdlica e o papel
da microbiota intestinal de forma a assumir significativa relevancia e base para investigacoes

dessas comorbidades em populacdes humanas afetadas para estudos posteriores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar e detalhar a associa¢do entre a esquistossomose mansoni na fase aguda, a

sindrome metabdlica e a microbiota intestinal de camundongos C57BL/6.

2.2 Objetivos Especificos

a)

b)

f)

9)

h)

Verificar se 0s animais apresentam diferencas nos parametros bioquimicos sanguineos
(colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos);

Verificar se o tipo de dieta altera a massa corporal e a gordura visceral entre animais
infectados e controles;

Verificar se ha relacdo entre parametros bioquimicos e a composicdo da microbiota;
Caracterizar a formacéo do granuloma intestinal;

Verificar se o tipo de dieta (hiperlipidica e padrdo) interfere na composicdo da
microbiota intestinal;

Verificar se ha diferencas entre a composicdo da microbiota intestinal entre animais
infectados e controles;

Verificar se ha relacdo entre distribuicdo de ovos e a composi¢do da microbiota por
segmento intestinal;

Analisar se a infec¢do promove a invasdo bacteriana na submucosa intestinal.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.2 Modelo experimental

Com 3 semanas de idade, camundongos isogénicos machos Mus musculus da
linhagem C57BL/6, que representam bons modelos em estudos sobre disturbios metabdlicos,
foram mantidos em caixas de polipropileno (40cm x 33cm) no Biotério da Disciplina de
Parasitologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, sob condicgdes
controladas de temperatura (21 £ 2 °C), umidade (60 + 10%), exposi¢do a ciclos de luz
artificial e escuro (12h:12h), exaustor para circulacdo do ar e livre acesso a comida e agua. Os
animais foram obtidos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da
Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA - UERJ) sob a licenca n® CEUA/063/2018.

3.3 Dieta

Os camundongos foram desmamados com 3 semanas de idade e alimentados com
racdo padronizada para roedores (Dieta Padrdo - DP, 10% de gordura, 14% de proteina,
PragSoluces, Jau, SP, Brasil) ou hiperlipidica (Dieta Hiperlipidica - DH, 60% de gordura,
PragSoluc@es, Jau, SP, Brasil). Os animais foram mantidos nessas dietas durante todo o
periodo de experimento, isto é, até a 21% semana. O contetido energético da dieta controle foi
de 3, 81 kcal/g, e da dieta hiperlipidica de 5,0 kcal/g. A composicao da dieta esta resumida na
Tabela 1. O conteldo de vitaminas e minerais seguiu as recomendacfes do Instituto
Americano de Nutricdo, AIN 93M (REEVES et al., 1993).
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Tabela 1 — Composic¢éo da dieta experimental.

Grupos
Conteudo (g/kQg) DP DH
Caseina 140,0 190,0
L-cisteina 1,8 1,8
Amido de milho 620,7 250,69
Sacarose 100,0 100,0
Eibras 50,0 50,0
Oleo de soja 40,0 40,0
Banha de porco 320,0

Mix de vitaminas 10,0 10,0
Mix de minerais 35,0 35,0

Colina 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,008
Proteina (%) 14 14

Lipidios (%) Kcal 10 60

Legenda : DP — dieta padrdo, DH - dieta hiperlipidica.
Fonte : Adaptado de REEVES et al., 1993.

3.4 Grupos experimentais e infeccdo

Com 12 semanas de administracdo da dieta foram formados os seguintes grupos
experimentais: Controle Dieta Padrdo (CDP, n=8), Controle Dieta Hiperlipidica (CDH, n=8),
Infectado Dieta Padrdo (IDP, n=8) e Infectado Dieta Hiperlipidica (IDH, n=8). Nesta semana,
os camundongos dos grupos IDP e IDH foram infectados com aproximadamente 100
cercarias de Schistosoma mansoni da cepa BH (Belo Horizonte), obtida no Laboratorio de
Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ- Rio de Janeiro) (NEVES et al., 2007a).
A infeccdo experimental foi realizada por via subcutanea. Ap6s 42 dias de infeccdo, fase
aguda, todos os animais foram submetidos a exame parasitologico (KATZ et al., 1972) para

comprovar a eficacia da infeccdo experimental.

3.5 Coprocultura - Isolamento da microbiota intestinal

Caracterizamos a microbiota intestinal a partir de amostras de fezes coletadas de
camundongos dos grupos CDP, CDH, IDP e IDH no inicio da nona semana de infecgdo por S.
mansoni. Os animais foram colocados individualmente em caixas de polipropileno

higienizadas com &lcool absoluto. Em poucos minutos foram coletadas as fezes, com auxilio
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de pincas esterilizadas individualmente para cada animal, e colocadas em microtubos
previamente identificados e pesados. Apos a coleta das fezes, os microtubos foram novamente
pesados para o ajuste do peso das fezes. Foi entdo estabelecido 150mg de fezes para cada
microtubo. As amostras foram encaminhadas para a capela de fluxo laminar onde foram
adicionados 1,5mL de PBS em cada microtubo. Posteriormente, o material foi
homogeneizado mecanicamente com um vortex (Fisher Vortex Genie 2™) e submetido a
repouso por 10 minutos para a sedimentacdo espontanea do material. Coletamos 300uL do
sobrenadante de cada microtubo e dividimos em trés amostra de 100 pL que foram
empregadas nas dilui¢des seriadas em cada um dos meios de cultura utilizados. As amostras
foram cultivadas em placas contendo os meios CLED (Cystine Lactose Electrolyte Deficient,
CLED, Kasvi, Brasil), usado para diferenciacdo de bactérias fermentadoras e nao
fermentadoras de lactose, sabe-se que a cistina favorece o crescimento de coliformes; Agar
MacConkey (Kasvi, Brasil), para o crescimento de bactérias Gram negativas, assim como
para indicar a fermentacdo de lactose; e Agar Eosina Azul Metileno (EMB, Kasvi, Brasil),
meio seletivo e diferencial empregado no isolamento de bactérias Gram negativas.

Placas de 96 pocos foram divididas em 3 areas de acordo com o meio de cultura. Foi
realizada diluicio de 102, sendo 80 pL de PBS e 20 pL da amostra, sendo assim, 100 pL da
diluicdo foram semeados nas placas no meio de cultura empregado através da técnica de
Spread Plate (SANDERS, 2012) e colocadas em estufa bacterioldgica (37+1°C) por um
periodo de 24 a 32 h até obter uma densidade celular superior a 10° unidades formadoras de
colénia (UFC).

As colbnias diferenciadas foram selecionadas coletadas com auxilio de alga
bacterioldgica e semeadas. As células bacterianas foram armazenadas a -80 °C em meio LB
(LB, Merck, S.A.) com 20% de glicerol antes de serem analisadas. Em seguida, as colénias
selecionadas foram coletadas com auxilio de alca bacterioldgica e semeadas em meio Agar
Nutriente (Kasvi, Brasil) e alocados em estufa bacterioldgica (37+1°C) por 24 horas para o
crescimento microbiano. No dia seguinte, os isolados do material foram identificados usando
espectrometria de massa Matrix Assisted Laser Desorption/lonization — Time of Flight Mass
Spectometry (MALDI-TOF MS, Bruker, Bremen, Germany) (PROD’HOM et al., 2010) no
Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes, Universidade Federal do Rio de Janeiro (IMMPPG,
UFRJ), Rio de Janeiro, Brasil. Para a interpretacdo dos resultados levamos em consideracéo
as recomendacdes da Bruker, o nivel de semelhanca entre uma amostra desconhecida testada
e uma amostra de referéncia é indicado por um log(score), na qual um score > 2,3 indica uma

"identificacdo altamente provavel da espécie”, score entre 2 e 2,299 indica uma "identificacéo
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segura do género, identificacdo provavel da espécie”, score entre 1,7 e 1,999 indica uma
"identificacdo provavel do género" e score < 1,7 indica uma "identificacdo ndo confiavel".

3.6 Analises bioquimicas e eutanasia

A glicemia e o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) dos animais foram medidos
apos jejum de 6h uma semana antes do sacrificio (DA SILVA FILOMENO et al., 2020). As
concentracdes de glicose no sangue foram medidas aos 0, 15, 30, 60 e 120 min apds gavagem
oral de glicose (1g/kg), usando um glicosimetro (Accu-Chek, Roche Diagnostic, Alemanha) e,
em seguida, a &rea sob a curva (AUC) foi determinada pela regra do trapézio para avaliar a
intolerdancia a glicose (GALLOU-KABANI et al, 2007). Os camundongos foram
eutanasiados por asfixia com CO na nona semana de infeccdo (fase aguda). As amostras de
sangue foram obtidas rapidamente por puncao cardiaca e centrifugadas (1200 g por 20 min) a
temperatura ambiente e armazenadas a -20 °C. O colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e
HDL-C foram avaliados por um ensaio cinético colorimétrico (Bioclin 100, Quibasa Quimica
Basica, Belo Horizonte, MG, Brasil). O LDL-C e o VLDL-C foram estimados com a férmula
de Friedewald (FRIEDEWALD et al., 1972).

3.7 Atividade dos macro6fagos peritoneais residentes

Cada camundongo foi injetado com 5 mL de meio RPMI (Sigma-Aldrich) na cavidade
peritoneal (MIRANDA et al.,, 2013). O liquido de lavagem peritoneal foi coletado.
Macréfagos peritoneais residentes foram semeados em meio RPMI a 2 x 10%/mL (0,4
mL/poco) em uma placa de 24 pogos e incubados a 37 °C em CO2 a 5% por 24h. O
sobrenadante foi transferido para tubos de micro centrifuga e congelado a -80 °C até o0 uso. As
analises de citocinas foram realizadas usando o Cytometric Bead Array (CBA), Mouse
Inflammation Kit para medir quantitativamente a Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL-
10), Proteina quimiotatica de mondcito-1 (MCP-1) e Fator de Necrose Tumoral (TNF) em
uma Unica amostra (BD BioScience, San Jose, CA, EUA). Realizamos a analise citométrica
de fluxo utilizando um citdbmetro de fluxo FACS Canto Il com os dados analisados no
programa FCAP Array (BD BioScience, San Jose, CA, EUA).
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3.8 Analises biométricas

A massa corporal (MC) de todos os grupos foi avaliada semanalmente em balanca de
precisdo (Ohaus Corporation, USA) durante todo o periodo de inducdo a dieta, no mesmo
horério (quarta-feira, 16h) pelo mesmo observador. O indice de adiposidade foi determinado
pela seguinte formula: indice de adiposidade = (gordura corporal/massa corporal x 100)
(BERNARDIS E PATTERSON; NOVELI et al., 2007), onde a gordura corporal foi calculada
através da soma do peso dos depositos de gordura epididimal, gordura retroperitoneal,
gordura visceral (BARBOSA-DA-SILVA et al., 2012).

3.9 Quantificagéo de ovos no tecido - Oograma

O intestino delgado foi retirado, medido e dividido em duas sec¢des iguais (proximal e
distal) (Figura 15). A regido proximal foi digerida em hidréxido de potéassio (KOH) a 4% a
56°C (CHEEVER, 1968) e centrifugada (2000g por 5min). Foram colocadas em lamina
histoldgica cinco aliquotas de 50 pl do tecido digerido, cobriu-se com laminula (24mm x
40mm) e os ovos visualizados por microscopia de luz (microscépio Olympus BX41, Melville,
NY, EUA, equipado com camera digital BEL Photonics, Piracicaba, SP, Brasil) foram
contados (MARTINEZ et al., 2003). O primeiro centimetro da regido distal, segmento do
jejuno, foi separado e fixado para histologia e o centimetro seguinte foi seccionado e
esmagado entre duas laminas de vidro e analisados por microscopia de luz convencional, a
fim de classificar o estdgio de desenvolvimento da maturacdo do ovo de S. mansoni
(MACHADO SILVA et al., 1991).

Figura 15 — Protocolo experimental dos intestinos.

INTESTINO DELGADO
PROXIMAL DISTAL
e

Oograma de digestao Histologia Oograma de
tecidual KOH Esmagamento

Fonte: O autor, 2023.
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3.10 Histologia e morfometria

O primeiro centimetro da regido distal do intestino delgado, jejuno, foi retirado, fixado
em formalina tamponada e processado para analise histopatoldgica, seguindo a rotina do
grupo de pesquisa (Quadro 1). O tecido desidratado em série alcodlica, diafanizado em xilol e
incluido em parafina, foi cortado em micrétomo (Leica, modelo RM2125RTS), onde
obtivemos sec¢des de Spum de espessura, e corados com Acido Periodico de Schiff (PAS) e
Hematoxilina e Eosina (HE) (Quadro 2 e 3). Aspectos morfolégicos e histopatologicos do
tecido entérico foram observados no microscopio de luz (Olympus BX53, camera Olympus
SN 4M04717, U-TV0.35XC-2, Tokyo, Japan, Software: Olympus CellSens Entry, versao
1.18) onde foram levados em consideracao possiveis alteraces no parénquima intestinal dos
grupos envolvidos na pesquisa. Foram selecionadas aleatoriamente dez vilosidades para que
fossem medidas sua altura, espessura da camada mucosa, camada submucosa e muscular da
mucosa. A altura das vilosidades foi medida desde o topo das vilosidades do epitélio até a
jungéo com a cripta (Figura 16).

Quadro 1 — Etapas da preparacdo histologica.

ETAPAS FINALIDADE TEMPO

1. Fixacdo: Solucdo formol- | Preservar a morfologia e | Minimo de 48 horas
Millonig tamponado composicdo quimica dos
tecidos.

2. Desidratacdo: Série alcodlica | Remover agua dos tecidos | 15 minutos em cada
(4x) em etanol absoluto série
(100%)

3. Diafanizacdo: Xilol, iniciando | Embeber o material em | 15 minutos em cada
por uma mistura de etanol | xilol, sustdncia miscivel | série
absoluto + xilol 1:1, seguidos | com parafina. Esta etapa
de dois banhos de xilol puro. | clarifica  levemente 0

tecido.
4. Impregnacdo: Parafina liquida | Possibilitar a obtencdo de | 2 séries de 30 minutos.
derretida em estufa a 58°C. cortes finos visto que a

parafina penetra os espacos
intercelulares e depois de
solidificada da rigidez ao
tecido.

5. Inclusdo: O material foi | Obter bloco de parafina | Tempo necessario para
incluido em um molde | com o material incluido | que a parafina se
contendo parafina e deixado | para permitir os cortes | solidificasse. Depende
fora da estufa para que se | histoldgicos. da temperatura
solidificasse. ambiente.

6. Microtomia: Cortes realizados | Obter cortes seriados de | Etapa sem duracdo pré-
em microtomo. Sum de espessura. determinada
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7. Coloracdo: Realizada em 3
etapas - (i) eliminacdo da
parafina; (ii) desidratacdo em
alcool e (ii) coloragédo
desejada.

Dar contraste aos
componentes teciduais.

Tempo variavel
dependendo do tipo de
coloracéo desejada.

8. Desidratacao

Retirar agua do tecido para
permitir a difusdo do
corante e a perfeita
visualizacdo do tecido.

Tempo variavel

9. Diafanizacéo: Apbs a
coloracéo

Tornar 0S cortes
transparentes

Cerca de 5 minutos
para cada série

10. Montagem.

Manter o material de
estudo por muitos anos

Tempo de secagem do
Balsamo do Canada.

Fonte: O autor, 2023.

Quadro 2 — Protocolo para colora¢do em Acido Periddico de Schiff (PAS) em intestino.

COLORAGCAO PAS (PROTOCOLO INTESTINO)
ETAPAS TEMPO
Estufa 1h

Xilol | 10 min
Xilol 11 10 min
Alcool 100% | 5 min
Alcool 100% 1 5 min
Alcool 90% 3 min
Alcool 70% 3 min
Agua destilada 5 min
Acido periddico 20 min
Agua corrente 10 min
Agua destilada 5 min
Reativo de Schiff 10 min
Agua corrente 10 min
Agua destilada 5 min
Hematoxilina (Mayer/Harris) 30 seg
Agua corrente 10 min
Agua destilada 5 min
Alcool 70% 3 min
Alcool 90% 3 min




Alcool 100% 10 min

Xilol HI 5 min

Xilol IV 5 min

Fonte: o autor, 2023.

Quadro 3 — Protocolo para coloragdo em Hematoxilina & Eosina (H&E).

COLORACAO H&E (PROTOCOLO INTESTINO)
ETAPAS TEMPO
Estufa (opcional) 1h

Xilol | 10 min
Xilol 11 10 min
Alcool 100% | 3 min
Alcool 90% 1 min
Alcool 70% 1 min
Agua destilada 1 min
Hematoxilina de Mayer 15 min
Agua corrente 15 min

Agua destilada 10 mergulhos
Alcool 80% 1 min
Eosina 2 min

Agua destilada 2 mergulhos
Alcool 70% 1 min
Alcool 90% 1 min
Alcool 100% 1 min
Xilol 1 2 min
Xilol IV 2 min

Fonte: o autor, 2023.
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Figura 16 —Modelo usado para a morfometria do intestino delgado.
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Legenda: Corte histolégico das vilosidades corados com HE usados como parametro para analise
morfométrica.
Fonte: o autor, 2023.

3.11 Recuperagéo, processamento e morfometria dos helmintos

Os helmintos adultos foram recuperados da veia porta e dos vasos mesentéricos
manualmente com auxilio de pincel e estilete, contados utilizando estereomicroscopio,
fixados em AFA (70% éalcool, 2% formaldeido e 2% é&cido acético glacial), corados com
carmim cloridrico alcodlico (2,5%), desidratados na série alcodlica (70%, 90% e 100%),
diafanizados e montados em balsamo do Canada (1:2) e salicilato (Quadro 4). Os espécimes
foram montados com laminas e laminula. Um total de 58 espécimes foram analisados neste
estudo, sendo, 38 do grupo IDP e 20 do grupo IDH. Para tal utilizamos microscopio de luz
(Olympus BX53, cdmera Olympus SN 4M04717, U-TV0.35XC-2, Tokyo, Japan, Software:
Olympus CellSens Entry, versdo 1.18). Utilizamos morfometria para avaliar o tamanho dos
6rgdos do sistema reprodutor (l6bulos testiculares, vesicula seminal, ovario, odcitos,
receptaculo seminal, glandulas vitelinas, o6tipo e Utero) e do tegumento (espessamento e

alteracOes dos tubérculos) dos helmintos.
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Quadro 4 — Protocolo para coloracgéo de helmintos em Carmin cloridrico.

Coloracdo Carmin Cloridrico - Helmintos

ETAPA TEMPO
Mergulhar os vermes em solucao Max. 30 min
corante (carmin) Fémea: 22 - 25
Macho: 27 - 30

Passagem rapida (até que fique com tom rosado)
Alcool 70% *3 mergulhos

Passagem rapida (até que fiqgue com tom rosado)

Alcool cloridrico *3 mergulhos
Alcool 70% 3 min
Alcool 90% 3 min

Alcool 100% 3 min

Clarificar em salicilato de metila

com bélsamo do Canadé (1:2) 24 horas

Fonte: o autor, 2023.

3.12 Hibridizacéo in situ por fluorescéncia (FISH)

A hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) € uma técnica citoquimica que permite
a deteccdo, identificacdo e localizacdo genética por uma sonda de &cido nucleico marcada
com fluorescéncia, que pode hibridizar com sequéncias de &cido nucleico alvo. Para tal,
secdes do jejuno dos camundongos foram coletadas e fixadas em formalina tamponada a 10%
por 48 horas. O material foi incubado em sacarose a 10% e 30% a 4°C durante 24 horas para a
inclusdo em gel OCT (Temperatura Otima de Corte, marca Tissue-Tek) e submetido a
congelamento rapido em nitrogénio liquido. Se¢des finas (5um) foram recuperadas em
laminas previamente tratadas com L-poli-lisina (Sigma/Aldrich) em um criostato (Leica
CM1850) a -25°C. As laminas com os cortes foram banhadas em agarose a 0,1% para melhor
adesdo do material a lamina. O material foi preservado no congelador a -20 °C para a
hibridizac&o in situ por fluorescéncia no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes na Unidade
de Microscopia Multiusuéario (UniMicro, UFRJ). As laminas foram submetidas as condigdes e

aos tampdes de hibridizacdo e lavagem usando 30% de formamida e sondas para eubactérias
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(PERNTHALER et al., 2001). Posteriormente as laminas foram marcadas com DAPI em uma
concentragdo de 10ul por 10 minutos, revestida com N-propil galato (Sigma/Aldrich) e
observada com um microscopio Zeiss equipado com um microscopio Axiolmager AxioCam
RMC (Zeiss, Alemanha).

3.13 Analise estatistica

Primeiramente foi verificado se os dados se ajustavam a curva normal de Gauss. Apos
verificacdo da normalidade ou ndo dos dados, foram aplicados testes paramétricos ou nédo
paramétricos. Para a analise estatistica dos dados usamos o programa GraphPad Prism 6
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As comparac¢es entre 0s grupos
foram feitas usando a analise de variancia de Brown-Forsythe e Welch (ANOVA) e o teste de
comparacdo multipla T2 de Tamhane e teste t de student. Um teste do qui-quadrado foi
aplicado para examinar 0 niUmero de ovos no intestino (oograma). Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Os dados serdo apresentados em média + desvio
padréo (DP).
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros biométricos e bioquimicos

A dieta hiperlipidica foi capaz de promover aumento de massa corporal nos grupos
CDH e IDH, contudo, os animais infectados submetidos & essa dieta apresentaram menor
ganho de massa, quando comparado ao nao infectado (CDH), com diferenca estatistica p=
0,0085. O alto teor calorico dos lipidios presentes nesta dieta levou os animais que foram
submetidos a este tipo de alimentagdo a obesidade. Ndo houve diferenga estatistica entre CDP
e IDP, entretanto, o IDP mostrou menos massa corporal (Tabela 2). Os animais alimentados
com dieta hiperlipidica apresentaram maiores indices de adiposidade, independente da
infeccdo. Embora as diferencas entre CDH e IDH nédo sejam significativas, os camundongos
infectados com S. mansoni alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram menor indice de
adiposidade (Tabela 2).

As analises bioguimicas do sangue estdo apresentadas na Tabela 2. A alimenta¢do com
racdo hiperlipidica aumentou significativamente os niveis plasmaticos de colesterol (CT, p=
0,0002), triglicerideos (TG, p=0,0001), lipoproteina de baixa densidade (LDL- C, p=0,029) e
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-C, p= 0074) quando comparadas a racdo
controle, exceto os niveis de HDL-C (p= 0,0251), que foram maiores na dieta controle. Nos
grupos infectados submetidos a dieta hiperlipidica, verificamos reducdo significativa de todos
os parametros lipidicos analisados, exceto HDL-C que teve um aumento, mas sem diferenca

estatistica.
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Tabela 2 - Pardmetros biométricos e bioquimicos de camundongos infectados ou néo
infectados por Schistosoma mansoni alimentados com dietas padrdo ou hiperlipidica.

Grupos
Parametros CDP CDH IDP IDH
Biometria
Massa corporal 29.56+2.092  42.30+5.92%  27.24+2.28¢  3571+5.71M
indice de adiposidade 2.65+1.58% 6.93+3.502 2.75+1.32¢9  6.37+1.65
Lipideos plasmaticos
(mg/dL)
HDL-C 13.20+7.91 0.60+4.92°  22.8+5.11"  12.4+6.98¢
LDL-C 70.71+41.54  121.13+32.70° 58.34+19.53" 97.17+29.59
VLDL-C 36.3+25.66  59.16+23.80°  20+.008b 18.18+0.84°
TG 181.5+128.34 295.82+119.3° 100.1+30.40°  90.94+4.21°
CT 132.32+35.002 203.1+32.89% 87.96+24.93° 127.76+30.46°

Legenda: CDP (grupo ndo infectado alimentado com dieta padréo); CDH (grupo néo infectado alimentado com
dieta hiperlipidica); IDP (grupo infectado alimentado com dieta padrédo); IDH (grupo infectado alimentado com
dieta hiperlipidica). HDL-C, lipoproteina de alta densidade; LDL-C, lipoproteina de baixa densidade; VLDL,
lipoproteina de muita baixa densidade; TG, triglicerideos; CT, colesterol total; Média = DP. p<0.05; 2 CDP vs.
CDH; °CDH vs. IDH, IDP; °CDP vs. IDH; “IDP vs. IDH. Teste ANOVA.

Fonte: o autor, 2023.

Verificamos que o grupo CDH apresentou prejuizos quanto a tolerancia oral a glicose
em comparagdo ao grupo IDP (Fig. 17A). CDH também mostrou maior AUC total em
comparacdo com IDP (+ 40,52%, p<0,001) e IDP vs CDP (-30,69%, p> 0,05), enquanto
valores mais baixos foram encontrados em IDH vs IDP (+ 15,19%, p<0,001) e CDH vs IDH
(+ 31,37%, p<0,001) (Fig. 17B). Logo, IDH apresenta significativamente maior tolerancia a

glicose que o grupo ndo infectado para a mesma dieta.
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Figura 17 - Teste oral de tolerancia a glicose.
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Legenda: A - curva; B — area sob a curva (AUC). Valores expressos em média = DP. CDP (grupo néo infectado
alimentado com dieta padrdo); CDH (grupo ndo infectado alimentado com dieta hiperlipidica); IDP (grupo
infectado alimentado com dieta padrdo); IDH (grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica). Teste
ANOVA.

Fonte: o autor, 2023.

4.2 Paréametros parasitoldgicos

Os camundongos infectados submetidos a dieta padrdo (IDP) apresentaram maiores
nameros de ovos retidos no jejuno do intestino e ovos maduros, imaturos e mortos do que o
IDH, no entanto, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos para carga intestinal de ovos
e seus estagios de desenvolvimento (Tabela 3). Recuperamos mais casais de vermes em IDP,
com 37 casais, e 30 casais em IDH. Em uma relacdo de 12,59 ovos por casal contra 14,36,

respectivamente.

Tabela 3 - Parametros parasitologicos: oograma intestinal e desenvolvimento dos ovos de
Schistosoma mansoni em camundongos infectados ou ndo infectados alimentados com dietas
padrdo ou hiperlipidica.

GRUPOS
Parametros IDP IDH

Ovos retidos no intestino o 335 94, 431.37+333.62

Desenvolvimento dos ovos

Maduro 147.3+61.39 131.1+47.19
Imaturo 195.4 £56.57 178.0 £ 67.52
Morto 91.88 +20.70  86.88 +15.23

Legenda: IDP (grupo infectado alimentado com dieta padrdo); IDH (grupo infectado alimentado com dieta
hiperlipidica). Média + DP. Teste quia-quadrado.
Fonte: o autor, 2023.
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O modelo de regressdo linear buscou verificar a relagdo entre o numero de ovos
eliminados nas fezes e a carga parasitaria em ambos os grupos (IDP e IDH). Verificamos que
ndo houve correlacdo significativa (Fig. 18A) no grupo IDP (r = 0,6108, p= 0,1150) e no
grupo IDH (Fig. 18B) entre o numero de ovos e 0s pares de vermes de S. mansoni
recuperados (r = 0,4144, p= 0,3536).

Figura 18 — Correlacdo entre nimero de ovos de Schistosoma mansoni eliminados nas fezes e
0 nmero de casais recuperados de camundongos C57BL/6 alimentados com dieta padréo ou
hiperlipidica.
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Legenda: Teste de correlagdo entre 0 nimero de ovos eliminados nas fezes e a carga parasitaria em IDP (A) e
IDH (B). IDP (grupo infectado alimentado com dieta padrdo); IDH (grupo infectado alimentado com dieta
hiperlipidica). Os dados foram analisados por testes de regresséo e correlacéo linear. Teste t de student.

Fonte: o autor, 2023.

4.3 Analise morfométrica e morfoldgica de Schistosoma mansoni adultos recuperados de
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica.

Foram analisados 75 espécimes de S. mansoni, sendo, 25 machos e 25 fémeas do
grupo IDH e 13 machos e 13 fémeas do grupo IDP. N&o verificamos alteracfes morfométrica
e morfologicas em relacdo ao ndmero de lobos testiculares e a densidade de células
testiculares entre as dietas (Tabela 4). A area dos lobos testiculares do grupo alimentado com
dieta hiperlipidica foi significativamente maior que seu controle (p=0,0313). Ainda que 0
perimetro e o didmetro dos lobos testiculares de IDH tenham sido maiores, ndo foi verificado
diferenca estatistica para esses parametros. A area e o perimetro da vesicula seminal foram
significativamente reduzidos em IDH (p=0,0096 e 0,0343, respectivamente), assim como 0
didmetro. Ambos os grupos apresentaram alta concentracdo de espermatozoides com aspecto

normal, com destaque para IDH. Este grupo apresentou menor largura dos tubérculos
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(p=0,04280), menor altura e tegumento menos espesso, porém sem diferenca estatistica
qguando comparado com IDP para estes parametros. Para ambas as dietas observamos vermes
com células dos lobos testiculares com aspecto normal, de forma arredondada e nucleo
aparente, vesicula seminal com presenca de espermatozoides, alta densidade em IDH. As
camadas musculares do tegumento e os tubérculos dos vermes machos estavam organizados

dentro da normalidade independentemente do tipo de dieta.

Tabela 4 - Andalise morfométrica de Schistosoma mansoni machos recuperados de
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta padréo ou hiperlipidica.

Parametros Morfométricos GRUPOS

Machos IDP IDH
Lobos testiculares

Numero de lobos testiculares 7,2+0,83 6,95+1,43
Densidade de células testiculares (%) 90% 100%
Area 21808,106+5098% 24927,84+10132
Perimetro 673,118+97,39  763,023+27,38
Diametro 145,73+20,57 164,08+3,23
Vesicula seminal

Area 2195,34+483,4* 1328,08+£163,32
Perimetro 190,17+21,672 139,77+7,152
Diametro 5045,86 38,96+2,03
Concentracdo de espermatozoides (%) Normal 85% Normal 95%
Tubérculo

Numero de tubérculos 4,80+2,04 4,45+1,53
Altura 9,76+0,24 8,4+0,62
Largura 16,26+3,232 11,96+0,662
Espessura do tegumento 7,76x1,95 8,08+2,85

Legenda: IDP (grupo infectado alimentado com dieta padrdo); IDH (grupo infectado alimentado com dieta
hiperlipidica). Média + Desvio padrdo. p<0.05: a IDP vs. IDH. Teste t de student ndo paramétrico Area (um?),
perimetro, didmetro, altura e espessura (um)

Fonte: o autor, 2023.

O ovério das fémeas IDH apresentou menor area, perimetro e diametro em relacdo ao
seu controle, contudo, sem apresentar diferenca estatistica. Os ovarios para ambas as dietas
apresentaram células ovarianas normais, bem como a estrutura do ovario (Tabela 5).
Verificamos presenca de espermatozoides no receptaculo seminal em alta densidade, bem
como riqueza de glandulas vitelinicas. A espermateca de IDH apresentou menor perimetro
(p=0,0283) e area, e maior didmetro e espessura do tegumento, porém sem diferenca

estatistica para estes Ultimos. Observamos desenvolvimento do o6tipo das fémeas em IDH
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que significativamente apresentaram maior area (p=0,045); perimetro e diametro (néo
significativos).

Tabela 5 - Analise morfométrica de Schistosoma mansoni fémeas recuperados de
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta padréo ou hiperlipidica.

Parametros Morfométricos GRUPOS

Fémeas IDP IDH
Ovério

Area 17992,33+594,09 16727,16+8638,8
Perimetro 731,9+44,26 691,2976+229,44
Diametro 138,07+2,87 122,55+38,72
Densidade das glandulas vitelinicas (%) 100% 100%
Densidade de vitelo (%) 100% 100%
Espermateca

Area 672,9+5,72° 627,04+3,62°
Perimetro 160,17+2,98% 116,64+21,782
Diametro 23,62+3,76 26,2+4,86
Espessura do tegumento 2,88+0,78 3,31+0,71
Odtipo

Area 2379,79+70,7%  3409,96+126,86°
Perimetro 236,11+0,78 267,14+67,25
Diametro 51,19+0,84 60,86+17,06

Legenda: IDP (grupo infectado alimentado com dieta padrdo); IDH (grupo infectado alimentado com dieta
hiperlipidica). Média + Desvio padrdo. p<0.05: a IDP vs. IDH. Area (um2), perimetro, diametro, altura e
espessura (um). Teste t de student ndo paramétrico

Fonte: o autor, 2023.

4.4 Atividade dos macrofagos peritoneais residentes

A atividade inflamatoria dos macrdfagos residentes do peritbnio indicou maiores
concentragdes de IL-6, IL-10 e TNF-a no grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica
(IDH) comparado com seu controle n&do infectado (CDH) com difereca estatistica
significativa. N&o foi observado diferenca significativa entre CDP vs CDH e IDP vs IDH nos
parametros analisados (Fig. 19A-D). Indicando que apenas a dieta ou apenas a infec¢do nao
foi capaz de alterar a atividades dos macrofagos peritoniais. A razdo TNF-a /IL-10 foi maior

nos grupos infectados que nos nao infectados, com diferenga estatistica (p<0.05) (Fig. 19E).
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Figura 19 — Quantificacdo das citocinas de macrofagos peritoneais residentes.
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Legenda: Quantificacdo das citocinas (IL-6, IL-10, MCP-1, TNF-o e TNF-0/IL-10) de macréfagos residentes do
periténio. A - (IL-10); B - (IL-6); C - (MCP-1); D - (TNF-a); E - (TNF-o/IL-10. Valores expressos em média +
DP. n.s: ndo significativo. Teste ANOVA. CDP (grupo ndo infectado alimentado com dieta padrdo); CDH
(grupo ndo infectado alimentado com dieta hiperlipidica); IDP (grupo infectado alimentado com dieta padréo);
IDH (grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica).

Fonte: o autor, 2023.

4.5 Estudo da microbiota de camundongos C57BL/6 infectados por S. mansoni
alimentados com dieta padréo ou hiperlipidica

A partir das amostras fecais dos grupos experimentais realizamos o calculo de
UFC/mg nos seguintes meios seletivos: agar Médio Deficiente em Listeina de Cisteina
(CLED), agar MacConkey e agar Eosina Azul Metileno (EMB) (Figura 20). Para ambos 0s
meios a quantificacdo de bactérias variou bastante e nos trés meios os animais infectados
apresentaram maior crescimento bacteriano, entretanto, sem diferenca significativa entre os

grupos para os meios CLED (p=0.5995) e MacConkey (p=0.2978). As amostras inoculadas
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no meio BEM apresentaram alto crescimento, sobretudo no grupo infectado alimentado com

dieta hiperlipidica quando comparado com IDP (p=0.0012) e CDH (p=0.0020).

Figura 20 - Unidades formadoras de col6nias em diferentes meios de cultura.

L

1.0:10* - 3.0x10° ~
A
A
8.0x10° |
v 2.0x10°
2 6.0x10° g v
o v o
'8 v TR v
4.010° -
> A 2 1.040° 1
[ ] [ ] |
2.0x10° - Iy
.
1+ = X Y . =
0 [ X X ] ,‘;A W‘lﬂl 0-
cDP CDH IDP IDH CDP CDH IDP IDH

Grupos Experimentais Grupos Experimentais

c

4.0x10° 4

p=0,0012

p=0,0020
—
3.0x10° - v
[=)]
£ .
S 2040 %
s |
3
1.0x10 . v
° A
ol W e
cDP CDH IDP IDH

Grupos Experimentais

Legenda: Unidade formadoras de coldnias oriundas de amostras fecais em diferentes meios de cultura. A - Agar
Médio Deficiente em Listeina de Cisteina (CLED); B - Agar MacConkey; C - Agar Eosina Azul Metileno
(EMB). Valores expressos em média £ DP. Teste ANOVA. CDP (grupo nao infectado alimentado com dieta
padrdo); CDH (grupo ndo infectado alimentado com dieta hiperlipidica); IDP (grupo infectado alimentado com
dieta padréo); IDH (grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica).

Fonte: o autor, 2023.

4.6 MALDI-TOF — Composi¢cao microbiana presente nas fezes

A espectrometria de massa, MALDI-TOF, revelou a presenca dos filos Proteobacteria
e Firmicutes. As espécies dominantes nos grupos experimentais foram Escherichia coli,
seguido de Enterobacter cloacae, Staphylococcus xylosus e Staphylococcus sciuri. Bacillus
megaterium e Klebsiella variicola foram detectados apenas nos grupos infectados, IDP e IDH,
respectivamente. Klebsiella. variicola foi encontrado apenas nos grupos infectados

alimentado com dieta hiperlipidica (Tabela 6).
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Tabela 6 - Identificagdo microbioldgica das fezes de camundongos C57BL/6 por
espectrometria de massa (MALDI-TOF).
Grupo Amostra Meio Gram Formato Identificacdo MALDI-  Score
TOF
1 MacC  negativo bastonete Enterobacter cloacae 2.313
2 MacC  negativo bacilo Escherichia coli 2.291
CDP 3 CLED negativo bacilo Escherichia coli 2.322
4 EMB  negativo bastonete Enterobacter cloacae 2.281
5 MacC  negativo bacilo Escherichia coli 2.231
1 MacC  negativo bacilo Escherichia coli 2.322
2 EMB  negativo bastonete Enterobacter cloacae 2.281
3 EMB positivo  estafilococo  Staphylococcus xylosus ~ 2.369
CDH 4 EMB positivo  estafilococo  Staphylococcus xylosus ~ 2.82
5 EMB  negativo bacilo Escherichia coli 2.302
1 EMB positivo  estafilococo  Staphylococcus xylosus ~ 2.051
2 CLED  negativo bacilo Escherichia coli 2.004
3 EMB positivo bacilo Bacillus megaterium 1.893
IDP 4 MacC  positivo  diplococos Staphylococcus sciuri 1.723
5 MacC  negativo bastonete Enterobacter cloacae 2.048
1 MacC  negativo bastonete Enterobacter cloacae 2.048
2 EMB  negativo bacilo Escherichia coli 1.907
3 EMB negativa bacilo Klebsiella variicola 2.485
IDH 4 MacC  positivo  estafilococo Staphylococcus xylosus  2.069
5 MacC  positivo  diplococos Staphylococcus sciuri 1.728

Legenda: CDP (grupo nao infectado alimentado com dieta padréo); CDH (grupo ndo infectado alimentado com
dieta hiperlipidica); IDP (grupo infectado alimentado com dieta padréo); IDH (grupo infectado alimentado com
dieta hiperlipidica). Identificacdo a nivel de espécie (score >2); nivel de género (score 1.7 a 1.9).

Fonte: o autor, 2023.

4.7 Analise da hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH)

A hibridizacdo in situ por fluorescéncia nos permite a visualizar sequéncias especificas

de DNA de diversos tipos celulares a partir de sondas alvos, neste estudo a técnica

possibilitou a andlise de espécies bacterianas isoladas da microbiota fecal de camundongos

C57BL/6 nédo infectados e infectados com dieta padrdo ou hiperlipidica conforme

determinado pela coloracdo 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI) (células totais) e hibridizacédo

com sondas bacterianas especificas. As se¢Bes intestinais mostraram presenca de bactérias na

camada mucosa em CDP e em grande quantidade em CDH (Figura 21A e Figura 21B). O

grupo infectado alimentado com dieta padrdo apresentou bactérias proximo ao ovo de S.

mansoni e camada submucosa (Figura 21C, 21D e 21E). Nos animais infectados submetidos a

dieta hiperlipidica verificamos uma distribuicdo de bactérias nas camadas mucosa, sobretudo
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nas criptas de Lieberkiihn, na submucosa e muscular, sugerindo uma possivel translocagéo de
bactérias (Figura 21F, 21G e 21H).

Figura 21 - Microscopia por fluorescéncia usando hibridizacéo in situ (FISH).

Legenda: Sec¢Bes de intestino delgado de camundongos C57BL/6 ndo infectados e infectados alimentados com
dieta padrdo ou hiperlipidica mostrando presenca de bactérias. A e B — setas brancas mostrando presenca de
bactérias (verde) na camada mucosa, com rica presenca no grupo ndo infectado alimentado com dieta
hiperlipidica; C — Presenca de ovos de S. mansoni (cabega de seta branca) e bactérias na parte inferior da camada
mucosa (seta branca) em IDP; D- Bactérias presentes (seta branca) no apice das vilosidades e na camada
submucosa (IDP); E- Rica presenca de bactérias prdximo as criptas intestinais (IDP); F- Ovos de S. mansoni na
camada mucosa (cabeca de seta branca), rica presenga de bactérias na camada mucosa e alguns representantes na
camada muscular (seta branca) em IDH. G — O FISH mostra presenca de bactérias presente nas trés camadas do
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intestino delgado, reforcando invasdo bacteriana em IDH. H — Bactérias (marcadas em verde) presente nas
camadas mucosa e submucosa no grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica. Figuras em sobreposicédo
mostrando bactérias (verde) e o tecido hospedeiro (4',6'-diamino-2-fenil-indol, DAPI em azul). Barras, 100um
(A, D, F, G e H) e 50um (B, C e E). As imagens sdo representativas de 3 experiéncias. Abreviacfes: Mu,
mucosa; Sm, submucosa; Mus, muscular. CDP (grupo ndo infectado alimentado com dieta padrdo); CDH (grupo
ndo infectado alimentado com dieta hiperlipidica); IDP (grupo infectado alimentado com dieta padrdo); IDH
(grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica).

Fonte: o autor, 2023.

4.8 Intestino delgado: morfometria e histologia

Em nossas investigacdes, verificamos que a dieta por si s6 ndo modificou a altura das
vilosidades entre os grupos analisados (CDP vs CDH, CDH vs IDH, p> 0,05) (Fig. 22A). Os
resultados demonstraram que camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica
apresentam a altura das vilosidades aumentada em comparacdo ao grupo IDP (p= 0,0003)
(Fig. 22A). A comparacdo da espessura total da camada mucosa nos diferentes grupos revelou
que tanto a dieta quanto a infeccdo alteram a morfometria dessa regido (Fig. 22B).
Camundongos alimentados com dieta hiperlipidica mostraram ter camada mucosa mais
espessa do que os alimentados com dieta padrdo (CDH vs CDP, p= 0,0003; IDH vs CDP,
CDH, IDP, <0,05). Nao houve diferenca estatistica (p> 0,05) em relacdo a espessura da
camada submucosa entre camundongos alimentados com racéo padrdo (CDP) ou hiperlipidica
(CDH) (Fig. 22C). Em comparagdo com o controle ndo infectado, a infecgéo causou aumentos
significativos na espessura da camada submucosa (IDP vs CDP, CDH), entre IDH vs CDH
também verificamos maior espessura da camada submucosa no grupo infectado (vs CDH, p=
0,0003), contudo, nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos infectados.
Os grupos infectados, independente da dieta revelaram maior espessura na camada muscular
guando comparamos com o0s ndo infectados, porém IDP vs IDH ndo tiveram diferenca

significativa entre si (Figura 22D).
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Figura 22 - Morfometria do segmento jejunal do intestino.
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Legenda: A — altura das vilosidades; B — espessura da camada mucosa; C — espessura da camada submucosa; D
— espessura da camada muscular. Valores expressos em média + DP. n.s: ndo significativo. Teste ANOVA. CDP
(grupo ndo infectado alimentado com dieta padrdo); CDH (grupo ndo infectado alimentado com dieta
hiperlipidica); IDP (grupo infectado alimentado com dieta padréo); IDH (grupo infectado alimentado com dieta
hiperlipidica).

Fonte: o autor, 2023.

A anélise dos pontos de inflamacdo revelou que a infeccdo foi o fator que mais
contribuiu para este parametro, com diferencas estatisticas entre seus grupos nao infectados,
CDP vs. IDP (p=0,001) e CDH vs. IDH (p=0,01). Ainda que o grupo infectado alimentado
com dieta hiperlipidica tenha apresentado mais pontos de inflamacéo no segmento do tecido
estudado que o grupo infectado alimento com dieta padrdo, ndo verificamos diferenca

estatistica significativa entre eles (Figura 23).
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Figura 23 - Pontos de inflamag&o do segmento jejunal do intestino.
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Legenda: Valores expressos em média = DP. n.s: ndo significativo. Teste ANOVA. CDP (grupo ndo infectado
alimentado com dieta padrdo); CDH (grupo ndo infectado alimentado com dieta hiperlipidica); IDP (grupo
infectado alimentado com dieta padréo); IDH (grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica).

Fonte: o autor, 2023.

A infeccdo promoveu maior area das células caliciformes independente da dieta
(Figura 24A) ao passo que nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica verificamos maior
frequéncia de células caliciformes quando comparamos com os alimentados com dieta padréo,
com diferenca estatistica entre CDP e CDH (p= 0,0419). A infec¢do foi capaz de aumentar a
frequéncia das células caliciformes em ambas as dietas, contudo, sem diferenca significativa

entre elas (Figura 24B).

Figura 24 - Area e frequéncia das células caliciformes do intestino delgado (jejuno) de
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica.
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Legenda: Valores expressos em média + DP. n.s: ndo significativo. Teste ANOVA. CDP (grupo ndo infectado
alimentado com dieta padrdo); CDH (grupo nao infectado alimentado com dieta hiperlipidica); IDP (grupo
infectado alimentado com dieta padrdo); IDH (grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica).

Fonte: o autor, 2023.
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A analise das secdes histoldgicas coradas com Acido Periddico de Schiff mostra um
tecido integro com células caliciformes bem distribuidas nas vilosidades intestinais em CDP
(Figura 25A). O grupo alimentado com dieta hiperlipidica verificamos aumento na quantidade
de células de caliciformes dispostas sobretudo nas por¢des superiores das vilosidades (Figura
25B). Os grupos infectados, verificamos presenga de ovo na camada mucosa 0 que levou a
hiperplasia das células caliciformes, em IDP elas estavam dispostas principalmente nas criptas

intestinais e em IDH ao longo das vilosidades (Figura 25C e 25D, respectivamente).

Figura 25 - SecOes de intestino delgado de camundongos C57BL/6 coradas com PAS para
verificacdo de células caliciformes.

Legenda: Fotografias do segmento jejuno de camundongos C57BL/6. Coloragdo: PAS. A: CDP (grupo néo
infectado alimentado com dieta padrdo); tecido integro com as vilosidades digitiformes e células caliciformes
rica em muco (setas pretas). B: CDH (grupo ndo infectado alimentado com dieta hiperlipidica); discreto aumento
de células caliciformes (setas pretas). C: IDP (grupo infectado alimentado com dieta padrdo); presenca de ovos
de S. mansoni (setas brancas) com granulomas intestinais e riqueza de células caliciformes (setas pretas). D: IDH
(grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica); - intenso infiltrado inflamatério eosinofilico préximo aos
ovos de S. mansoni (seta branca) e hiperplasia de células caliciformes (setas pretas). barra = 100 pm; coloragéo
PAS.

Fonte: o autor, 2023.
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Como esperado, o0s animais ndo infectados alimentados com dieta padréo
apresentaram uma histologia intestinal normal, mostrando vilosidades semelhantes a dedos
revestidas por um epitélio colunar simples, contendo eritrocitos esparsos e células
caliciformes dispersas na base da mucosa, apoiadas em um tecido conjuntivo frouxo com
varias células residentes na Iamina prépria (Fig. 26A e 26B). Na base das vilosidades, células
de Paneth contendo poucas vesiculas estdo localizadas nas glandulas intestinais ou criptas de
Lieberkuhn. As camadas submucosa e muscular eram finas neste grupo. As vilosidades de
CDP e CDH nédo apresentaram diferenca significativa na altura, porém, observou-se
hiperplasia de células intermediarias, que consistem em nichos proliferativos de células-
tronco intestinais, visando a substituicdo de enterdcitos e/ou células caliciformes (Fig. 26C e
26D). Nestes grupos, as células de Paneth, ao que indica, apresentaram maior concentracdo de
vesiculas secretoras de muco. Em camundongos infectados de ambas as dietas (IDP e IDH),
verificamos ligeira perda da mucosa epitelial, submucosa e integridade da camada muscular
externa provavelmente devido ao infiltrado inflamatério induzido por ovo de S. mansoni.
Infiltrado rico em células polimorfonucleares (Fig. 26E e 26F). Outras alteracdes
histopatolégicas demonstraram hiperplasia de vilosidades e hipertrofia de células de Paneth,
celulas caliciformes, células intermediarias e a formagao de varios granulomas com tamanhos
variados (Fig. 26G e 26H). Os camundongos IHFC mostraram uma camada mucosa mais

espessa do que 0S outros grupos.
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Figura 26 - Histologia do segmento jejuno de camundongos C57BL/6.

Criptas
intestinais

S , i ' )
Legenda: Fotografias do segmento jejuno de camundongos C57BL/6. A e B: CDP (grupo ndo infectado
alimentado com dieta padrdo); A: sem nenhuma alteragdo histoldgica. Vilosidades, integridade das criptas
intestinais, camada submucosa, camada muscular e arteriola (cabeca de seta preta). B: Células caliciformes (seta
preta), células de Paneth (circulo preto) e arteriola (cabeca de seta preta). C e D: CDH (grupo ndo infectado
alimentado com dieta hiperlipidica); C: discreto aumento de células caliciformes (seta preta), células de Paneth e
hiperplasia de células intermedidrias. D: presenca de polimorfonucleares, células de Paneth (circulo preto) e
hiperplasia de células intermediarias. E e F: IDP (grupo infectado alimentado com dieta padrdo); E: rico
infiltrado inflamatdrio na camada mucosa (estrela preta) e ovo de S. mansoni aprisionado na camada submucosa
(seta branca). F: predominio de polimorfonucleares no processo inflamatério (estrela preta). G e H: IDH (grupo
infectado alimentado com dieta hiperlipidica); G: - Ovos de S. mansoni (seta branca) circundados por células
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inflamatorias (estrela preta), hiperplasia e hipertrofia de células caliciformes (elipse preta) e células de Paneth
(circulo branco); H: IDH (grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica) - intenso infiltrado inflamatério
eosinofilico (estrela preta) e hiperplasia de células caliciformes (elipse preta) e células de Paneth (elipse branca).
Coloracdo: hematoxilina e eosina. A, C, E e G - barra = 100 um; B, D, F e H - barra = 50 um.

Fonte: o autor, 2023.

A topografia do intestino delgado presente na figura 27 mostra vilosidades com
epitélio integro onde residem enterocitos absortivos com bordas em escova e células
secretoras enteroendocrinas e células caliciformes (Figura 27A e 27B) no grupo CDP. O
grupo CDH (Figura 27C e 27D) mostra proliferacdo de células de Paneth e uma distribuigdo
de células caliciformes por toda camada mucosa. A Figura 27D mostra uma sutil inflamagéo

em parte da camada mucosa.

Figura 27 - Histologia do segmento jejuno de camundongos C57BL/6 ndo infectados
alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica.

)

Legenda: Fotografias do segmento jejuno de camundongos C57BL/6 ndo infectados alimentados com dieta
padrdo ou hiperlipidica. A e B: CDP (grupo néo infectado alimentado com dieta padréo); A: células caliciformes
(setas pretas) em um tecido integro sem nenhuma alteracdo histoldgica. B: Enterdcito com suas bordas em
escova (retdngulo preto). C e D: CDH (grupo ndo infectado alimentado com dieta hiperlipidica); C: discreto
aumento de células de Paneth e nas caliciformes (setas pretas). D: pequena presenca de infiltrado inflamatério
préximo as criptas intestinais e células caliciformes (setas pretas). Coloragdo PAS; barra = 50 pm.

Fonte: o autor, 2023.
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Alteracdes histologicas foram verificadas em IDP (Figura 28A, 28B e 28C) e IDH
devido a presenga de granulomas periovulares nas camadas mucosa e muscular. A forma
aguda da infeccdo revelou alto grau de inflamacéo intestinal independente da dieta, contudo,
verificamos maiores depositos de ovos no grupo infectado alimentado com dieta hiperlipidica
com granulomas confluentes em ambas as camadas do jejuno. A composi¢do celular era
constituida por uma abundancia de eosindfilos, poucos macrofagos e neutrofilos e muitas

células enteroendocrinas e células caliciformes em IDH (Figura 28D, 28E e 28F).
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Figura 28 - Histologia do segmento jejuno de camundongos C57BL/6 infectados com
 com dieta padrdo ou hiperlipidica.
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Legenda: A, B e C: IDP (grupo infectado alimentado com dieta padrdo); A: Rico infiltrado inflamatdrio na
camada mucosa do intestino delgado (estrela preta); B: Hiperplasia das células de Paneth (elipses pretas), ovos
de S. mansoni (seta branca) e infiltrado inflamatorio na camada mucosa e muscular; C: Granuloma periovular
(seta branca) na camada mucosa com riqueza de células inflamatdrias (estrela preta). D, E e F: IDH (grupo
infectado alimentado com dieta hiperlipidica). D: Vilosidades intestinais com proliferacdo de células
caliciformes (cor magenta); E: Hiperplasia de células de Paneth (elipses pretas) e granuloma periovulares (seta
branca) na camada mucosa e muscular com riqueza de células inflamatdrias (estrela preta). F: Confluéncias de
granulomas na camada muscular e mucosa (setas brancas), proliferagdo de células caliciformes e de eosinéfilos
(estrela prata). Coloracéo PAS; B e E - barra =50 um; A, C, D e F- barra = 100 um

Fonte: o autor, 2023.
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5 DISCUSSAO

Buscamos investigar neste trabalho como a esquistossomose mansoni, a sindrome
metabdlica (SM) e a microbiota intestinal impactam na morfologia do jejuno em
camundongos C57BL/6.

O modelo C57BL/6 estd bem estabelecido na literatura por desenvolver
satisfatoriamente a esquistossomose, a obesidade e a sindrome metabdlica experimentalmente
(FRAULOB et al., 2010; DA SILVA FILOMENO et al., 2020; DA SILVA FILOMENO et
al., 2022). Além disso, o uso de roedores, sobretudo camundongos e ratos, possibilita altas
taxas reprodutivas, manipulacdo genética, ciclo de vida curto e reducdo de custos com
alimentacéo e criagdo em comparagdo com outros modelos (FLEMER et al., 2017). Contudo,
em relagdo aos estudos com microbiota, camundongos apresentam menor amostragem
tecidual e fecal sustentando perfis microbiolégicos mais distintos dos humanos em
comparagdo com modelo de rato (FLEMER et al., 2017; LLEAL et al., 2019).

De certo que uma ragdo com alto teor de lipideos é capaz de causar alteracGes
biométricas pelo aumento da massa corporal e indice de adiposidade (SANTOS et al., 2019).
Como esperado, a alimentacdo hiperlipidica induziu a sindrome metabdlica em camundongos
C57BL/6 (FRAULOB et al., 2010; DA SILVA FILOMENO et al., 2020). O perfil lipidico
(TC, TG, LDL-C e VLDL-C) e area sob a curva (AUC) durante o teste de tolerancia oral a
glicose teste foram maiores nos grupos hiperlipidicos. Muitos estudos corroboram nossos
achados (ORNELLAS et al., 2015; HUSSAIN et al., 2016). IDH e IDP (9 semanas de
infeccdo, fase aguda) demonstraram uma diminuicdo nos niveis de lipidios plasmaticos e
parametros biométricos, conforme observado em estudos anteriores em Swiss Webster
(HULSTUIIN et al., 2011; ALENCAR et al., 2012). Recentemente, relatamos que a infec¢do
aguda por S. mansoni melhorou a captacdo periférica de glicose na obesidade induzida por
dieta hiperlipidica em camundongos machos C57BL/6 (DA SILVA FILOMENO et al., 2020;
FILOMENO et al., 2022).

Os camundongos infectados alimentados com dieta padréo apresentaram maior carga
de ovos de S. mansoni no tecido intestinal (oograma), bem como a maturacdo dos ovos em
comparagdo com os camundongos IDH. Embora ndo seja significativo, a carga parasitaria
também foi maior em camundongos IDP do que em IDH, 79 e 69 vermes adultos,
respectivamente. IDP apresentou oito fémeas recuperadas a mais que IDH. Contudo, a razéo
entre o total de ovos e o numero de casais indicou 14, 36 ovos liberados pelo grupo IDH e 12,

59 pelo CDP. Acreditamos que uma baixa recuperacdo de helmintos possa ter ocorrido em
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virtude de uma possivel migracdo dos vermes para 0s vasos adjacentes que levam sangue para
0 pancreas e para o baco.

Estudos anteriores indicam que o diabetes mellitus (DM), caracteristico da SM, pode
afetar o perfil da infeccdo pelo S. mansoni, como padrdo de oograma, maturacdo dos ovos e
diminuicdo da producéo fecal de ovos (EL-SHENAWY'; SOLIMAN, 2002; EL-WAKIL et al.,
2002). El-Wakil e colaboradores (2002) revelaram que camundongos C57BL/6J diabéticos
(DM1) experimentalmente infectados com estreptozotocina e S. mansoni apresentaram
reducdo na excre¢do de ovos e maturacao prejudicada em comparagdo com grupos diabéticos
néo infectados. Resultados semelhantes foram encontrados por Thabet et al., (2008), que ndo
observaram diferenca na recuperacdo de vermes adultos, oograma intestinal ou quantidade de
ovos nas fezes de camundongos diabéticos e infectados em relacdo ao seu grupo controle.
Contudo, maiores investigacfes sdo necessarias para afirmar neste estudo. De certo que,
antigenos de ovo sollveis de S. mansoni regulam profundamente o sistema imunolégico do
hospedeiro infectado por meio de um mecanismo complexo (ZACCONE et al., 2009).

Apesar do vasto conhecimento sobre a fisiopatologia da esquistossomose mansoni,
pouco se sabe sobre suas implicagbes na microbiota intestinal no modelo C57BL/6 e sua
associacdo com a SM. Os grupos infectados mostraram uma predominancia de Proteobacteria
e Firmicutes independentemente da dieta. Enterobacter cloacae néo foi identificada em IDP e
Klebsiella variicola apenas em IDH. Em humanos, a K. variicola estd se tornando um
problema de satde publica, pois além causar infeccdes, tem potencial para adquirir de genes
antimicrobianos e de viruléncia (RODRIGUEZ-MEDINA et al., 2019). N&o identificamos
esta espécie associada exclusivamente com esquistossomose mansoni ou sindrome
metabolica. A bactéria mais comum no trato intestinal, E. coli, foi encontrada em todos os
grupos. As bactérias desempenham um papel importante no controle do peso corporal e da
homeostase energética (BOULANGE et al., 2016; ISOLAURI, 2017, LIM et al., 2020). Em
camundongos e intestinos humanos, > 90% das espécies bacterianas sdo compostas dos filos
Bacteroidetes e Firmicutes, enquanto Actinobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia estéo
em proporgdes relativamente menores. Uma mudanca nas espécies totais dos filos (Firmicutes
e Bacteroidetes) foi observada, com um aumento em Firmicutes e uma diminuig¢do no filo
Bacteroidetes em camundongos e em pacientes com obesidade (KAHN FLIER., 2000; YANG
etal., 2017).

O MALDI-TOF MS empregado neste estudo pode ser um importante aliado na
identificacdo de microrganismos, no entanto, alguns desafios importantes devem ser

considerados, tais como bases de dados incompletas, parentesco proximo das espécies de
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interesse e 0s meios de cultura utilizados no desenho experimental. A biologia molecular
proporciona maior precisdo e permite a identificacdo de um maior numero de
microrganismos, mas requer mais tempo e recursos financeiros para o seu desenvolvimento.

Estudos demonstraram que a microbiota intestinal em modelos murinos com
obesidade, quando comparado com grupos eutroficos, estd associada a uma maior diversidade
e abundancia dos filos Bacteroidetes e Firmicutes que tém uma maior capacidade de captar
energia aumentando o depdsito de gordura (KAHN; FLIER., 2000; YANG et al., 2017).

Estudar e compreender esta complexa relacdo entre salude e doenca e a ecologia
intestinal muitas vezes é baseada em amostras fecais, com a vantagem de ser um método cuja
coleta ndo é invasiva, contudo, é incapaz de capturar a diversidade filogenética e funcional
microbiana presente ao longo do trato-gastrointestinal (DELBAERE et al., 2023).

O modelo experimental usado no estudo sobre microbiota é fundamental para a
compreensdo dessa complexa relagdo entre dieta e esquistossomose. Em seu estudo, Jenkins
et al. (2018) utilizaram camundongos Swiss para analisar a diversidade da microbiota
intestinal na infeccdo por S. mansoni, enquanto em nosso trabalho utilizamos camundongos
C57BL/6, configurando um fator para que a microbiota ndo apresente o mesmo padrdo ja
relatado.

A hibridizagéo in situ por fluorescéncia sugere a ocorréncia de translocagéo bacteriana
nos grupos infectados, sobretudo no grupo submetido a dieta hiperlipidica. Sabe-se que esse
processo ocorre devido ao aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, estimulado pela
dieta, pelo aumento do crescimento bacteriano, a debilitacdo do sistema imune
(HOLZCHEITER et al., 2014) e as lesGes causadas pelo ovo de S. mansoni durante sua
passagem para o lumen intestinal. As alteracbes na microbiota intestinal, conhecidas como
dishiose, exercem efeitos prejudiciais na saude do hospedeiro, influenciando as vias
metabolicas e a suscetibilidade a sindrome metabdlica e as alteracdes anatomopatoldgicas.

Estudos sugerem que os helmintos podem ter um impacto na diversidade, estrutura da
comunidade bacteriana e funcdo da microbiota intestinal por meio de diferentes mecanismos,
incluindo alteragdo das vias metabdlicas imunologicas (BROWN et al., 2012;
BROADHURST et al., 2012; GLENDINNING et al., 2014; LEE et al., 2014). Sabe-se que na
esquistossomose mansoni Bacteroidetes e Firmicutes sdo mais abundantes no microbioma
intestinal do camundongo. Abundancias relativas de filos bacterianos foram detectadas em
amostras de contetdo luminal do intestino delgado e grosso de camundongos infectados por
S. mansoni por 28 e 50 dias (JENKINS et al., 2018).
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A expressédo das citocinas 1L-10, 1L-6, MCP-1 e TNF-a em macrofagos peritoneais
néo teve influéncia na dieta, mas sim na infeccdo por S. mansoni. Respostas relacionadas a
Thl sdo induzidas durante o inicio da esquistossomose aguda (PEARCE et al., 1991;
YOUNOSSI et al., 2018), com producéo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-12,
fator de necrose tumoral (TNF -a) e producdo de interferon (IFN-y) contra antigenos do
helminto (RINER et al., 2013; CHUAH et al., 2014). Niveis elevados de IL-6, IL-10 e TNF-a,
podem ser protetores contra esquistossomose hepatoesplénica grave em humanos
(MUTENGO et al., 2018). A MCP-1 é encontrada em niveis elevados nas infec¢bes por S.
mansoni na fase aguda. A MCP-1 influencia a infiltracdo de células inflamatorias e a
celularidade que ocorre na resposta granulomatosa ao redor dos ovos (SILVEIRA-LEMOS et
al., 2010).

Provavelmente, o grupo CDH foi influenciado pela dieta, alterando seu microambiente
intestinal. A dieta hiperlipidica afeta diretamente as respostas do hospedeiro e pode
influenciar o grau de absorcdo de gordura (HAMILTON et al., 2015; MARTINEZ-GURYN
et al., 2018). O epitélio do intestino delgado é composto de criptas, contendo células em
proliferacdo, células de Paneth diferenciadas terminalmente e algumas células caliciformes,
células enteroenddcrinas e vilosidades compostas por enterdcitos diferenciados e células
caliciformes (CHENG E LEBLOND, 1974). Sabe-se que uma dieta hiperlipidica é capaz de
modular inflamacao podendo afetar a estrutura intestinal (DANG et al., 2023).

As células de caliciformes produzem grande parte do muco intestinal. Esse muco é
rico em proteinas e peptideos antibacterianos que atuam como barreira principalmente em
locais de grande vulnerabilidade. Esses peptideos antimicrobianos protegem o hospedeiro de
patdgenos entéricos, ajudam a moldar a composicdo da microbiota colonizadora e protegem
contra a translocacao bacteriana (CLEVERS et al., 2013; LUESCHOW et al., 2020). Sabe-se
que essas células contribuem para a resposta intestinal inata e para a regulacdo da microbiota
intestinal com a produgdo de lisozima, a-defensinas, entre outras, que s&o microbicidas
altamente eficazes (KIERSZENBAUM, 2016).

A parede celular bacteriana gram-negativa contém lipopolissacarideo (LPS) que pode
penetrar o epitélio intestinal devido a alteracbes na permeabilidade da mucosa intestinal
causadas por uma dieta rica em gordura (CANI et al., 2007; CANI et al., 2008). Uma dieta
rica em gordura modifica a microbiota intestinal e inicia inflamacg&o de baixo grau, resisténcia
a insulina e diabetes tipo 2. O LPS bacteriano pode causar endotoxemia e inflamac¢do (AMAR
etal., 2011; MOSZAK et al., 2020).
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Dietas hiperlipidicas e associadas a esquistossomose mansoni resultam em danos a
6rgdos, incluindo figado, bago, coragdo, pulmao e rins (ALENCAR et al., 2012; SILVA et al.,
2012; CORREA et al., 2013; DA SILVA FILOMENO et al., 2020). Dieta rica em gordura é
capaz de alterar a morfologia intestinal (CAMPBELL et al., 2016). Embora em IDP tenhamos
recuperados mais vermes, principalmente fémeas, o grupo IDH apresentou alteracdo das
vilosidades e formacdo de varios granulomas, hiperplasia e hipertrofia de células de Paneth,
células caliciformes e camada mucosa mais espessa que todos 0s outros grupos. Neste estudo,
0 dano ao tecido intestinal pode ser o resultado de inflamacdo (TROBOJEVIC-STANKOVIC
et al., 2010) devido a ovos retidos no intestino em camundongos.

A dieta rica em gordura e a infecgdo contribuem para o aumento da permeabilidade
intestinal e da inflamacdo (CANI et al., 2007; ALENCAR et al., 2012). A perda de
integridade torna o epitélio intestinal mais permeavel a lipopolissacarideos microbianos (LPS)
e outros metabolitos que na circulagdo levam a inflamagdo dos tecidos para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, resisténcia a insulina e outras condicGes
associadas a SM (DABKE et al.; 2019; MOSZAK et al.,, 2020). Estes ultimos autores
mostraram que uma dieta hiperlipidica e a infeccdo esquistossomotica aguda ou crénica tém
impacto significativo na arquitetura do intestino delgado em camundongos Swiss Webster.
Em nossos achados, também encontramos alteracfes na fase aguda em C57BL/6 e podem ser
influenciadas pela microbiota intestinal que neste estudo apresentou Proteobacteria e
Firmicutes.

Alteracbes morfoldgicas e histologicas decorrentes de patdgenos e/ou dietas sao
capazes de interromper a homeostase intestinal que interfere a ecologia microbiana podendo
levar a adaptacdo do tecido intestinal caracterizada por dilatacdo, aumento da &rea de
comprimento das vilosidades, aumento do numero de caliciformes e elevadas permeabilidade
do epitélio intestinal (BILLIAUWS et al., 2018; DELBAERE et al., 2023). No entanto, mais
estudos sdo necessarios para melhor compreender a relagdo entre a microbiota intestinal e a
sindrome metabolica na esquistossomose.

A maior parte das bactérias que colonizam o intestino sdo anaerdbias que podem
atingir o numero de 10t UFC/g de fezes (BEZIRTZOGLOU., 1997). Contudo, a identificagdo
de bactérias anaerdbias requer métodos complicados, demorados e laboriosos uma vez que a
maior parte da contagem de bactérias é efetuadas em meios seletivos (AMANN et al., 1991).
Aqui, o MALDI-TOF atingiu seu objetivo na identificacdo de espécimes e géneros de
procariotos, entretanto, o uso de ferramentas moleculares com base na deteccdo do RNA

ribossémico e seus genes no estudo da ecologia microbiana nas condi¢des experimentais aqui
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propostas, esquistossomose mansoni e sindrome metabolica, tornam possivel estudar de forma

mais robusta a composi¢éo microbiana.
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CONSIDERACOES FINAIS

Acreditamos que este estudo possibilitara compreender a patologia da
esquistossomose mansoni na sindrome metabdlica e a relagdo com a microbiota intestinal que
pode deixar o quadro infeccioso mais dificil podendo, possivelmente, influenciar até no
tratamento. De certo, verificamos que a esquistossomose associada a sindrome metabdlica é
capaz de carrear bactérias para tecidos adjacentes podendo colaborar para 0 processo
inflamatorio que os antigenos solUveis do ovo sdo capazes de causar. Este estudo pode
fornecer uma ferramenta atil para estudos futuros. No entanto, ainda é necessario elucidar
varias questbes para compreender claramente a interacdo entre esquistossomose mansoni,
sindrome metabdlica, microbiota e distdrbio intestinal visto que existem diferencas entre as
populagdes e diversos fatores que contribuem para variacées da ecologia das comunidades
microbianas e para o estabelecimento da esquistossomose mansoni. Portanto, sdo necessarios
mais estudos para ampliar esse conhecimento, o que pode abrir caminho para a melhor
compreensdo da interacdo entre o microbioma do intestino na esquistossomose em individuos

com sindrome metabdlica.
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