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RESUMO

SILVA, Bruno Moraes da. Avaliacéo histopatoldgica a nivel glomerular de camundongos
esquistossométicos submetidos a ingestédo de dieta hipercolesterolémica. 2022. 90 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A esquistossomose associada a obesidade ¢ um sério problema de saude publica no
Brasil, afetando aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas no pais e cerca de 240 milhGes em
todo o mundo. A sobreposicao de areas onde a esquistossomose é endémica com regides onde
os habitos alimentares sdo voltados para uma dieta hipercalérica sugere uma possivel
associagdo natural entre os dois fatores, mas sdo necessarios mais estudos para compreender
melhor essa relacdo entre parasito, hospedeiro e dieta. Com base nisso, o objetivo deste estudo
foi entender melhor o processo patolégico da esquistossomose associada a uma dieta rica em
colesterol e seu impacto nos tecidos renais. Foram realizadas avaliacdes histopatoldgicas dos
glomérulos renais em camundongos Swiss Webster fémeas com esquistossomose aguda
experimental, divididos em quatro grupos experimentais: grupo controle com dieta padrdo
(CDP), grupo infectado sem dieta (IDP), grupo controle com dieta hipercolesterolémica
(CDH) e grupo infectado com dieta hipercolesterolémica (IDH). Além disso, foram feitas
andlises bioquimicas (lipidograma), analises do liquido peritoneal para determinar o perfil de
citocinas, analises morfométricas, andlises histopatologicas, analises dos capilares
glomerulares, quantificacdo do colageno ao redor dos vasos do cortex renal e determinagédo do
indice de adiposidade. Apds coletar os dados, os resultados foram submetidos a anélises
estatisticas utilizando o software GraphPad Prism 8. Foram considerados estatisticamente
significativos os testes que apresentaram um valor de p<0,05. Nossos resultados revelaram
alteracdes no peso corporal, indice de adiposidade, lipidograma e glicemia, influenciados
tanto pela dieta quanto pela infeccdo, bem como um padrdo estabelecido no perfil
imunoldgico das citocinas produzidas pelas células peritoneais. Os dados histopatologicos
mostraram desarranjo no tecido renal, com o surgimento de areas de hiperemia no cortex
renal, bem como modificacGes estruturais nos glomérulos, como atrofia, hipertrofia, expansao
da matriz extracelular e aumento ou diminui¢cdo no nimero de células mesangiais. Também
observamos alteracdes na quantidade de capilares glomerulares e aumento das deposicdes
fibrilares ao redor dos vasos do cortex renal nos grupos infectados, com ou sem dieta
hipercolesterolémica. Em conclusdo, constatamos que a hipercolesterolemia e a
esquistossomose experimental causam alteragcdes na estrutura do glomérulo renal, bem como
perturbacdes no metabolismo lipidico e modificagdes no perfil imunolégico do hospedeiro.

Palavras-chave: Esquistossomose. Obesidade. Glomérulo renal. Hipercolesterolemia.

AlteragGes vasculares renais.



ABSTRACT

SILVA, Bruno Moraes da. Histopathological evaluation at the glomerular level of
schistosomotic mice subjected to the ingestion of a high-cholesterol diet. 2022. 90 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Schistosomiasis associated with obesity is a serious public health problem in Brazil,
affecting approximately 2.5 million people in the country and around 240 million worldwide.
The overlap of areas where schistosomiasis is endemic with regions where dietary habits are
focused on a high-calorie intake suggests a possible natural association between the two
factors, but further studies are needed to better understand this relationship between parasite,
host, and diet. Based on this, the aim of this study was to better understand the pathological
process of schistosomiasis associated with a high-cholesterol diet and its impact on renal
tissues. Histopathological evaluations of renal glomeruli were conducted in female Swiss
Webster mice with experimental acute schistosomiasis, divided into four experimental groups:
control group with a standard diet (CDP), infected group without a diet (IDP), control group
with a high-cholesterol diet (CDH), and infected group with a high-cholesterol diet (IDH).
Additionally, biochemical analyses (lipidogram), peritoneal lavage analyses to determine the
cytokine profile, morphometric analyses, histopathological analyses, analyses of glomerular
capillaries, quantification of collagen around renal cortex vessels, and determination of
adiposity index were performed. After collecting the data, the results were subjected to
statistical analysis using GraphPad Prism 8 software. Tests with a p-value<0.05 were
considered statistically significant. Our results revealed alterations in body weight, adiposity
index, lipidogram, and blood glucose levels influenced by both diet and infection, as well as a
distinct pattern in the immunological profile of cytokines produced by peritoneal cells. The
histopathological data showed disruption of renal tissue, with the emergence of areas of
hyperemia in the renal cortex, as well as structural modifications in the glomeruli, such as
atrophy, hypertrophy, expansion of the extracellular matrix, and increase or decrease in the
number of mesangial cells. We also observed alterations in the quantity of glomerular
capillaries and increased fibrillar depositions around the renal cortex vessels in infected
groups, with or without a high-cholesterol diet. In conclusion, we found that experimental
hypercholesterolemia and schistosomiasis induce changes in the structure of the renal
glomerulus, as well as disturbances in lipid metabolism and modifications in the host's
immunological profile.

Keywords: Schistosomiasis. Obesity. Renal glomerulus. Hypercholesterolemia. Renal
vascular alterations.
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INTRODUCAO

Epidemiologia

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada endémica em 78 paises que
infecta cerca de 229 milhGes de pessoas em areas tropicais e subtropicais, estando grande
parte dos casos, concentrados no continente africano. (STEINMANN et al., 2006; BARRY et
al., 2013; CDC, 2020; WHO, 2022).

A esquistossomose humana € causada por sete espécies de trematddeos sendo elas:
Schistosoma mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi, S.
malayensis e S. guineensis, onde S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum sdo
consideradas as maiores causas da esquistossomose globalmente (GRYSEELS et al., 2006;
COLLEY etal., 2014; BLANTON, 2019).

No Brasil, a esquistossomose € causada pelo trematédeo digenético Schistosoma
mansoni Sambon, 1907 e acredita-se que tenha chegado ao pais através de escravos traficados
que aportaram na regido litoranea do oceano atlantico e migraram para o interior (COURA,;
AMARAL, 2004).

A esquistossomose € uma doenca de carater endémico com baixos niveis de letalidade,
alta prevaléncia e alto indice de morbidade. A doenca foi caracterizada por ocorrer
primeiramente em &reas rurais, mas evoluiu em conjunto com a populacdo para 0s centros
urbanos. A esquistossomose e a vulnerabilidade social estdo intimamente associadas, assim
como as condicdes ambientais precarias e a falta de saneamento béasico (REIS, 2018).

O Brasil possui um histérico de saneamento inerente a salde publica, levando em
consideracdo que o aumento das desigualdades sociais influencia a manutencédo das condicdes
insalubres de vivéncia, levando a um gigantesco déficit de satde que acaba contribuindo para
a manutencéo de doengas (REIS, 2018).

No pais, as areas endémicas sdo compreendidas pelos estados de Minas Gerais,
Espirito Santo, Bahia, Pernambuco, Paraiba, Sergipe, Alagoas e Rio Grande do Norte e que
de acordo com o Ministério da Saude, aproximadamente 1,5 milhGes de pessoas estariam
infectadas no pais (KATZ, 2018; BRASIL, 2021).
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O parasito e seu ciclo bioldgico

O Schistosoma mansoni é um trematddeo digenético que se desenvolve no sistema
portal venoso do ser humano, onde o macho e a fémea possuem dimensfes de tamanho
diferentes, sendo no macho presentes as estruturas responsaveis pela fixagdo nas paredes dos
vasos sanguineos, chamadas de ventosas, também a presenca de um canal ginecéforo
responsavel por abrigar a fémea e um tegumento revestido de pequenas estruturas chamadas
de tubérculos que sdo responsaveis pela locomog¢do do parasito (MACHADO-SILVA,;
LANFREDI; GOMES, 1997; ANDRADE, 2009).

Os vermes adultos habitam as vénulas do plexo hemorroidario inferior e as
ramificacOes das veias mesentéricas do seu hospedeiro, principalmente a veia mesentérica
inferior, onde migram para a regido da submucosa intestinal para a fémea realizar a
oviposicdo. Cada fémea ovipde em média, 300 a 400 ovos por dia nas quais levam cerca de
sete a dez dias para atingir o amadurecimento (REY, 2008; NEVES, 2016).

Uma fracdo dos ovos conseguem atravessar a parede dos vasos na lamina propria do
epitélio, chegando a luz intestinal onde em um intervalo de seis dias, serdo eliminados
juntamente com as fezes. No instante que as fezes entram em contato com colec¢des de agua
doce sob influéncia de oxigenacgdo, luminosidade e temperatura, 0os miracidios dentro do ovo
eclodem, e nadam ativamente em busca de seu hospedeiro invertebrado (CARVALHO;
COELHO; LENZI, 2008).

Os moluscos do género Biomphalaria, hospedeiros intermediarios do S. mansoni no
Brasil, sdo encontrados em uma extensa variedade de habitats onde a velocidade de vazéo da
agua é lenta e ha vegetacdo flutuante e enraizada presente, além de estarem distribuidos em
grandes areas geograficas e suas populacdes estarem adaptadas a diferentes condicGes
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1957; JURBERG et al., 1987).

Ap0s cerca de quatro a seis semanas da penetracdo no molusco e em condicdes ideais
de oxigenacdo da &gua, temperatura e luminosidade, as cercarias comegam a ser eliminadas
através da formacdo de bolsas vesiculares no epitélio do invertebrado, nadam ativamente e
penetram pela pele ou mucosas de hospedeiros susceptiveis com o auxilio de enzimas
proteoliticas e acdo mecanica de movimentos rotatérios exercidos pela cauda (STADECKER
et al., 2004; WILSON et al., 2007; REY, 2008).

Ja na pele do hospedeiro vertebrado, as cercarias sofrem mudangas morfoldgicas,

antigénicas e bioguimicas, sendo chamadas de esquistossomulos, os Ultimos estagios larvais
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do parasito. Estes chegam aos vasos sanguineos e linfaticos. Aqueles que ndo sofrerem
eliminacdo pelo sistema imune serdo distribuidos para outros sitios. Grande parte deles
alcanca o figado, onde atingem sua maturidade sexual no sistema porta. Neste sitio, 0s vermes
adultos se acasalam e migram para as veias mesentéricas iniciando a postura de ovos,
completando seu ciclo evolutivo. (PEARCE; MACDONALD, 2002; WILSON et al., 2007).

Os ovos que nédo forem eliminados juntos com as fezes permanecem retidos nos vasos
capilares da mucosa intestinal ou sdo realocados para o figado. As principais manifestacfes da
patologia sdo desenvolvidas pelos ovos dos parasitos presos nos tecidos, contendo 0s
miracidios retidos no ovo que liberam um conjunto de secre¢cdes enzimaticas e glicoproteicas
que sdo denominadas como Antigeno Ovular Solavel (SEA) e que desencadeiam uma reagao
inflamatdria, ativando o sistema imunoldgico celular do hospedeiro e levando a formacédo de
granulomas (STADECKER et al., 2004; ANDRADE, 2009; AMARAL et al., 2017).

O granuloma esquistossomotico é uma estrutura espessa, hibrida e dindmica, composta
tanto por moléculas do ovo do parasito, quanto do hospedeiro vertebrado, que gera uma série
de alteracGes funcionais e teciduais, podendo desencadear ulceracdes, micro hemorragias e
pseudopodlipos. Sdo um conjunto restrito de células inflamatdrias compostas principalmente
por macrofagos, linfocitos e eosindfilos entrepostos a uma matriz extracelular rica em
coladgeno. (HURST; WILLINGHAM; LINDBERG, 2000; PEARCE; MACDONALD, 2002;
GRYSEELS, 2012).

Por ser um processo dinamico e complexo, a formacdo do granuloma pode ser
compreendida em quatro fases: a fase de iniciacdo, a fase de acumulacéo, a fase efetora e por
ultimo, a fase de resolucdo. Todas essas fases citadas envolvem as células do tipo T que sdo
totalmente necessarias para a formacdo do granuloma. Durante a fase de iniciacdo, 0s
macrofagos sdo trazidos através de um estimulo inflamatério continuo, e, desempenhando o
papel de células apresentadoras de antigenos, ativam os linfécitos T CD4+, gerando a
formacdo de um ndcleo na lesdo granulomatosa. Na fase de acumulacdo, os linfécitos T CD4+
se aglomeram no local da leséo e recrutam outras células efetoras, sendo mais células do tipo
T, como também eosindfilos e macrofagos que serdo importantes para destruicdo do patdgeno
e responsaveis por fortalecer a estrutura granulomatosa (CO et al., 2004).

No decorrer da fase efetora, as células T CD4 + irdo atuar através de uma série de
mecanismos efetores diretos contra o patdégeno, bem como a modulagdo e recrutamento de
outras células efetoras. E por fim, dado que o patégeno tenha sido anulado, o conjunto de

células infiltradas é reduzida e h4 a inducéo da formac&o de tecido cicatricial. A resolucdo da
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reacdo granulomatosa termina em um estado de fibrose que tem a fungdo de sedimentar o

contetdo do granuloma (CO et al., 2004).

Osrins

Os rins sdo 6rgdos estruturalmente complexos, a0 mesmo tempo indispensaveis para a
sobrevivéncia humana desde os primérdios de seu desenvolvimento embrionario (WANG,;
GARRETT, 2017).

Os rins sdo diretamente responsaveis pela excrecdo de residuos metabodlicos e de
farmacos encontrados no sangue, funcao essa que esté ligada a osmorregulacdo e homeostase
de fluidos. Esses Orgaos também sdo responsaveis pela sintese de vitamina D, mineralizacao
Ossea, controle da pressdo arterial e participa no desenvolvimento de eritrocitos. Apesar de
serem pequenos, quando comparados a outros 6rgdos de um individuo adulto, os rins sdo
extremamente vascularizados. Estes 6rgaos séo responsaveis por receber e filtrar um volume
sanguineo alto, podendo ser estimado cerca de 20% do total da producdo cardiaca. Em
individuos adultos, os rins sdo responsaveis pela producdo de em média 1 litro de urina por
dia, que é produzida e armazenada pelos néfrons, que séo as unidades basicas e funcional dos
rins. Estima-se que um individuo adulto possua cerca de 1 a 2,5 milhdes de néfrons no tecido
renal de um humano adulto e que um camundongo possua cerca de 12 a 16 mil néfrons por
rim variando de acordo com a cepa (BRENNER; BEEUWKES, 1978; STEIN et al., 1978;
PUELLES et al., 2011; SHORT et al., 2014).

Macroscopicamente os rins se dividem em duas regides: a medula, uma secdo interna
do rim e o cortex renal, na parte externa. Ambos possuem diferentes estruturas do néfron,
unidade importante para o funcionamento renal. Existem dois tipos de néfrons: 1- néfrons
justamedulares localizados perto da juncdo cortico-medular e ao longo das algcas de Henle,
adentrando a medula renal; 2- néfrons superficiais com seus glomérulos localizados perto da
superficie do cértex renal (BULGER, 1981; MCCORMICK; ELLISON, 2014; MADRAZO-
IBARRA ANTONIO; VAITLA PRADEEP, 2022).

A medula renal é constituida dos tubos provindos do cortex, na qual apresentam uma
papila, pirdmide renal, os calices maior e menor, e a pelve renal onde sera formada a urina.
No cortex, sdo encontrados os néfrons responsaveis pela filtragdo sanguinea. O néfron é
composto pelo corpusculo renal envolto por uma capsula glomerular (capsula de Bowman),
um espacgo urindrio ou espago capsular, os tdbulos contorcidos proximal e distal, a alca de
Henle e o tubulo coletor (MCMAHON, 2016).
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O corpusculo renal ou glomeérulo renal, possui um conjunto de capilares forrados por
um endotélio fenestrado fragil, uma complexa malha de proteinas que formam a membrana
basal glomerular, poddcitos que ajudam a criar uma fenda de filtracdo, servem como suporte
de integridade e sustentacdo de capilares e células mesangiais que também auxiliam na
manutengdo da integridade do tufo glomerular e da hemodinamica de filtragdo e que em
conjunto, permitem a filtragem continua do volume plasmético (POLLAK et al., 2014).

Colesterol e obesidade

Como resultado dos habitos de vida da sociedade moderna, individuos acabam
escolhendo refeicBes réapidas e ricas em energia que tipicamente sdo de origem industrial e
contém gorduras saturadas, conservantes, sédio, acUcares entre outros ingredientes que,
guando ingeridos com uma certa frequéncia e em grande quantidade, podem levar a
problemas de satde como a obesidade (BRASIL, 2014).

A obesidade tem um impacto negativo em praticamente todo o sistema corporal e € um
grande problema de satde publica. Aumenta a chance de adquirir uma variedade de doencas,
incluindo diabetes, cancer, problemas musculoesqueléticos, doencas cardiovasculares, além
de problemas de saude mental, todos com consequéncias significativas para a qualidade de
vida e de produtividade no trabalho (ANANDACOOMARASAMY et al., 2008; ANSTEY et
al., 2011; CZERNICHOW et al., 2011; SINGH et al., 2013; LAUBY-SECRETAN et al.,
2016).

A obesidade pode atingir qualquer pessoa em qualquer idade. A prevaléncia dessa
comorbidade tem crescido em adultos e criancas de todas as idades, independentemente da
localizacdo geogréfica, etnia ou posigdo socioecondmica, de acordo com estudos anteriores.
Como ja dito, afeta todos 0s sexos e todas as idades, mas em paises de baixa renda, € mais
prevalente em grupos desfavorecidos e em paises de alta renda, a comorbidade é mais
difundida entre individuos de meia-idade, principalmente em mulheres (SWINBURN et al.,
2011; AFSHIN et al., 2017).

Ja existe um amplo conhecimento de que as taxas globais de obesidade triplicaram
entre os anos de 1975 e 2016, o que implica que mais de 1 milhdo e 900 mil adultos e cerca de
41 milhdes individuos até cinco anos apresentam um quadro de sobrepeso ou até mesmo

obesos (WHO, 2021) No Brasil, de acordo com o Ministério de Saide, o numero de obesos
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no pais permaneceu inalterado entre 2012 e 2014. Dados do mesmo ministério, por outro
lado, revelam que a populacdo brasileira estd cada vez mais acima do peso (FERREIRA;
SZWARCWALD; DAMACENA, 2019).

Dietas hipercaldricas sdo importantes contribuintes para o desenvolvimento da
obesidade e comorbidades associadas. Essas dietas produzem acimulo de triglicerideos no
figado, além de alterar o metabolismo e aumentar o risco de diabetes mellitus 2, disposicdo a
resisténcia a insulina, ganho de peso e danos hepaticos. Além disso, essas dietas estdo
diretamente relacionadas com o aumento dos niveis séricos de colesterol e LDL (lipoproteina
de baixa densidade) e a diminuicdo sérica de HDL (lipoproteina de alta densidade)
(LAWRENCE, 2013; ZHAO et al., 2013; HARBRON et al., 2014; KOOPMAN et al., 2014;
XU etal., 2015).

As lipoproteinas de alta densidade sdo um tipo de lipoproteina que realiza o transporte
reverso. Eles transportam o colesterol dos tecidos periféricos para o figado, onde é processado
e decomposto em &cidos e sais biliares. Como resultado, quando as concentracdes de lipidios
circulantes sdo irregulares, compostos nocivos se acumulam no meio intracelular e o figado
sofre danos celulares devido a lipotoxicidade. Ja as lipoproteinas de baixa densidade sdo
particulas ricas em colesterol que compartilham o colesterol na corrente sanguinea e
consequentemente, gera um acumulo dessa lipoproteina no compartimento plasmatico
resultando em hipercolesterolemia. E as proteinas de densidade muito baixa s&o lipoproteinas
que transportam acidos graxos na forma de triglicerideos, que sdo gerados pelo figado e
utilizados como fonte de energia (LUDKE; LOPEZ, 1999; VAZ et al., 2006; T et al., 2013;
LACERDA,; BOCK; FUNCHAL, 2015).

A hipercolesterolemia, muitas vezes conhecida como colesterol alto, é caracterizada
por niveis excessivos de colesterol no sangue. Essas moléculas sdo absorvidas no intestino,
transferidas para o figado e depois entregues a circulacdo pelas lipoproteinas LDL. A
hipercolesterolemia ¢ uma combinacdo de hiperlipidemia (niveis elevados de lipidios no
sangue) e hiperlipoproteinemia (niveis elevados de lipoproteinas no sangue)
(DURRINGTON, 2003; T et al., 2013).

Esquistossomose e injuria renal

A injuria renal na esquistossomose vem sendo apresentada principalmente pelo

envolvimento do glomérulo renal, onde s&o bem descritos na literatura a forma
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hepatoesplénica da doenca associada a lesbes glomerulares, disfuncbes tubulares renais,
proteindria, entre outros tipos de lesdes renais (ANDRADE; ROCHA, 1979; ANDRADE;
MARCK, 1984; HANEMANN et al., 2013; DUARTE et al., 2014).

Ja é sabido que um dos fatores de acometimento glomerular na esquistossomose, ¢é de
natureza imunoldgica, onde os antigenos do verme adulto em sua maioria estdo relacionados
ao quadro de glomerulopatia, além de ocorrer 0 mesmo evento com os antigenos soltveis do
ovo. Estudos por DE BRITO e colaboradores (1998) mostraram através da técnica de
imunomicroscopia a presenca de antigenos soluveis nas estruturas glomerulares (CAMUS et
al., 1975; MADWAR; VOLLER, 1975; VAN MARCK, 1983; BARSOUM, 1993,
MARTINELLI; ROCHA, 1996; DE BRITO et al., 1998).

Essas lesdes glomerulares estdo intimamente associadas a mecanismos de
hipersensibilidade do tipo Il, onde sdo gerados a partir dos antigenos dos ovos e dos vermes,
colecbes de imunocomplexos na circulacdo, que acabam se depositando nos capilares
glomerulares, gerando uma reacdo com auxilio do sistema complemento e, consequentemente,
causando injdria tecidual (DUARTE et al., 2020).

Os antigenos responsaveis pela injaria tecidual glomerular j4 sdo bem descritos na
literatura. S0 moléculas de polissacarideos com alto peso molecular, provindos do tubo
digestivo dos helmintos em sua forma adulta, sdo eles: CCA (Antigeno Catddico Circulante
de 30 kDa) e o CAA (Antigeno Anddico Circulante de 70 kDa) (VAN DAM et al., 2004;
QUEIROZ, 2012).

Além da lesdo glomerular de natureza imunoldgica, estudos mostram também que
alteracbes morfoldgicas hepaticas podem contribuir na constituicdo de lesdes glomerulares.
Essas alteracOes vao desde a severidade e o tempo de infeccdo (infeccdo nas fases aguda e
crbnica), carga parasitaria, questdes genéticas, envolvimento hepatico resultante da circulacao
colateral e da inaptiddo do sistema fagocitico hepatico (SOBH et al., 1987, 1991; DUARTE et
al., 2020).

Baseando-se nos achados histologicos, a glomerulopatia esquistossomética pode ser
classificada em seis classes, que podem ser encontradas na tabela 1 (BASSILY et al., 1976;
SOBH et al., 1990, 1995; MARTINELLI et al., 1992; BARSOUM et al., 1996; BARSOUM,
2004; FP; ALPERS, 2010).



Tabela 1: Classificacdo das glomerulonefrites

Classe Nomenclatura Caracteristicas
Classe | Glomerulonefrite Deposicdo de complexos imunes (IgM; C3) com a
mesangioproliferativa presenca de antigenos  esquistossomoticos
(CCAICAA)

Classe Il Glomerulonefrite Invasdo de mondcitos, eosindfilos e neutrofilos no
exsudativa meséangio; deposi¢cdo de C3 (geralmente associado
a IgM e 1gG) no mesangio e subendotélio;
usualmente ocorre em coinfec¢bes de S. mansoni

com espécies de salmonela.

Classe I Glomerulonefrite Proliferacdo mesangial, expansdo da matriz e sua

membranoproliferativa interposicdo entre o endotélio e a membrana basal
glomerular.

Classe IV Lesdo esclerosante Caracteristicas mistas; se relaciona com o grau de

segmentar e focal fibrose hepética associado a esquistossomose. Se
associa também com anormalidades sericas de
IgA, assim como a deposicao de IgA nos tubulos e
glomérulos.

Classe V Amiloidose Ocorre em casos de inflamagBGes cronicas
decorrentes da infeccdo  esquistossomotica
prolongada.

Classe VI Glomerulonefrite Associa-se ao virus da hepatite C

crioglobulinémica

Fonte: adaptada de BARSOUM, et al., 1996; BARSOUM et al., 1998; BARSOUM, 2004; BASSILY et
al., 1976; MARTINELLI et al., 1992; SCHENA; ALPERS, 2010; SOBH et al., 1987.
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A forma histolégica mais comum relatada na literatura é a glomerulonefrite

membranoproliferativa, entretanto, estudos mostram que hd um padrdo predominante na

esquistossomose associado a glomeruloesclerose segmentar e focal (ANDRADE; MARCK,
1984; RAMOS; ANDRADE, 1987; RODRIGUES et al., 2010; DOS-SANTOS et al., 2011;
DUARTE et al., 2020).

Em uma investigagdo recente de individuos com glomerulopatia associada a

esquistossomose, a histologia renal revelou que cerca de 70% dos pacientes apresentavam

uma prevaléncia no padrdo membranoproliferativo. E que aproximadamente um terco desses

pacientes acabou desenvolvendo doenca renal terminal (DRT), independentemente do tipo

histoldgico e foi necessario o tratamento com dialise (NEVES et al., 2020).
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Obesidade e Injuria renal

A relacdo entre obesidade e doenca renal ndo foi claramente estabelecida até a ultima
década, e se manifesta primariamente de forma silenciosa, com o desenvolvimento
microalbumindria e/ou filtracdo renal consideravelmente aumentada, ou, menos comumente,
proteindria associada ou ndo a varios graus de insuficiéncia renal, muitas vezes sendo
descoberta apenas quando a doenca esta em estagio muito avancado, quando as alteracdes sao
irreversiveis (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH; NATIONAL INSTITUTE OF
DIABETES AND DIGESTIVE AND KIDNEY DISEASES, 2012).

A doenca renal crénica (DRC) é um disturbio caracterizado por um comprometimento
progressivo da funcdo e/ou estrutura renal que, se presente ha mais de trés meses, com
consequéncias para a saude muitas vezes permanentes (HEWITSON, 2009; NEPHOLOGY,
2013). Quando a doenca renal € acompanhada de obesidade e outras doencas crénicas como a
sindrome metabolica, pode haver um maior desenvolvimento e progressdo para 0 estagio
crbnico da doenca, impulsionando citocinas, diminuindo a adiponectina, aumentando a leptina
e modificando o grau de inflamagdo (NASHAR; EGAN, 2014).

A obesidade contribui para alteracdes nas funcdes fisioldgicas e anatomopatoldgicas
renais. Essa ligacdo envolve sinalizacdo de mediadores metabodlicos, resisténcia a insulina,
inflamacao, dislipidemia, resposta imunologica inadequada, irregularidades na hemodinamica
renal e estresse oxidativo (FELIZARDO, 2014).

Quando falamos sobre os aspectos histoldgicos, a obesidade tem sido diretamente
associada ao quadro de glomeruloesclerose segmentar e focal secundario, sendo renomeada
de glomerulopatia associada a obesidade (DE VRIES et al., 2014). Estudos anteriores
apontam avaliagdes bem criteriosas para o diagnostico da glomerulopatia associada a
obesidade, sendo esses, o indice de massa corporal > 30kg/m?, além do desenvolvimento da
glomerulomegalia (hipertrofia glomerular), podendo seguir ou ndo um padréo histoldgico de
lesdo fibrotica da glomeruloesclerose focal (onde menos de 50% dos glomérulos sdo afetados)
e segmentada (menos de 50% do tufo glomerular ¢ afetado) (D’AGATI; KASKEL; FALK,
2011).

A obesidade pode produzir alteragdes como doencga hepéatica ndo alcoolica como
resultado do acimulo de acidos graxos, que esta relacionado com dietas ricas em carboidratos
ou acidos graxos saturados (GREEN; HODSON, 2014). O consumo excessivo de alimentos

tem o mesmo efeito, pois o lipidio gerado e ingerido ndo tem distribuicdo suficiente para
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evitar o acimulo no figado, levando a oxidagdo e, eventualmente, causando esteatose e
resisténcia a insulina. Outras varidveis implicadas na fisiopatologia da esteatose incluem
estresse de reticulo endoplasmatico e alteracBes nas vias metabdlicas (BIRKENFELD;
SHULMAN, 2014).

Albuminuria, glomerulomegalia, expansdo da matriz mesangial, espessamento da
membrana basal glomerular (MBG), glomeruloesclerose, aumento de moléculas fibroticas
(colageno de tipo 4, inibidor do ativador do plasminogénio | e fator de crescimento endotelial)
também sdo observados em modelos animais de obesidade, particularmente obesidade
induzida por dieta hiperlipidica, como bem como aumento da inflamacéo e estresse oxidativo
(JIANG et al., 2005; DEJI et al., 2009; MIN et al., 2014; FANG et al., 2015).

O actmulo de lipidios foi encontrado em células mesangiais, podocitos e células
epiteliais do tubulo proximal, que parecem ser particularmente vulneraveis a danos causados
pela interrupgdo do metabolismo lipidico normal, uma vez que as fontes predominantes de
energia se originam da oxidagdo de &cidos graxos (BOBULESCU, 2010; YAMAMOTO et
al., 2017). Quando a taxa de entrada de acidos graxos (captacdo e sintese) excede a taxa de
saida (oxidacdo e secrecdo), ha o desenvolvimento de esteatose renal (POSTIC; GIRARD,
2008; YANG et al., 2017).

Em estudos anteriores com 0 uso de animais com quadro de nefropatia induzida por
uma dieta rica em lipideos, percebe-se que em grande escala, quando o metabolismo lipidico
renal se encontra alterado, ha concentracdo de &cidos graxos em forma de triglicerideos
gerando diminuicdo enzimatica e elevacdo de enzimas diretamente envolvidas no processo de
lipogénese (KUME et al., 2007). De fato, é sabido na literatura que a deposicdo anormal de
lipidios na estrutura renal, é responsavel por modificar estruturas e alterar funcGes de células
renais (JIANG et al., 2005; KUME et al., 2007; DEJI et al., 2009; BOBULESCU, 2010; DE
VRIES et al., 2014).



27

1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Realizar uma avaliagdo histopatologica de glomérulos renais na esquistossomose
aguda experimental em camundongos alimentados com uma dieta hipercolesterolémica, além
de delinear o perfil bioquimico (lipidograma) e de resposta imunolégica nos grupos

experimentais.

1.2 Especificos

a) Observar os efeitos estruturais e teciduais da hipercolesterolemia induzida em
camundongos Swiss Webster infectados ou ndo, nos glomérulos renais;

b)Realizar estudos histopatologicos e morfométricos de glomérulos para avaliar o
impacto da infeccdo por S. mansoni e da dieta hipercolesterolémica nesta
estrutura renal;

c) Avaliar pela dosagem de citocinas (através de células peritoneais extraidas do
lavado peritoneal) o perfil de respostas imunoldgica dos grupos infectados e
alimentados com dieta hipercolesterolémica ou néo.

d)Avaliar através de técnicas bioquimicas o perfil lipidico dos grupos

experimentais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e dieta experimental

Foram utilizados 20 Mus musculus Swiss Webster fémeas, apds o periodo de desmame
(21 dias), oriundos do Biotério da Disciplina de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Este trabalho foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UERJ, sob o nimero 028/2018, do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG), localizado na propria universidade.

E notdrio que grande parte dos estudos sobre esquistossomose em camundongos seja
realizada com animais do mesmo sexo e em sua maioria com fémeas. Experimentos com
animais do mesmo sexo sdo utilizados para prevenir a gestacdo durante o procedimento
experimental e 0 motivo do uso somente de fémeas, na maioria dos casos, se da devido ao ndo
estabelecimento de uma “ordem social” que acontece em grupos de animais machos, evitando
luta ou estresse. Outro fator significativo esta relacionado com as respostas humoral e celular
mais intensas, assim como a patologia mais elevada (hepatomegalia e esplenomegalia) nas
fémeas quando comparadas com animais machos (ELOI-SANTOS et al., 1992).

Os animais, pesando aproximadamente de 15 a 20 gramas, foram mantidos em caixas
de polipropileno (40 x 33cm), em sala com temperatura (21 + 1°C) e umidade (60 + 10%)
controladas; exaustdo perdurdvel e ciclos de claro/escuro a cada doze horas. Tiveram livre
acesso a agua e racdo de acordo com 0s grupos experimentais.

Os grupos controle sem dieta hiperlipidica, receberam uma racdo padrdo de laborato6rio
(normocal6rica) composta por 60% de carboidratos, 28% de proteinas e 12% de lipidios,
fornecidas pela NUVILAB CR-1-NUVITAL (Nutrients Ltda, Colombo, Parana, Brasil). Ja os
grupos com a dieta hipercalorica, receberam uma ragdo especifica com grande teor de
gordura, composta por 47% de carboidratos, 24% de proteinas e 29% de lipideos, fornecida
pela Prag Solucdes, Séo Paulo, Brasil.

Ambas as dietas foram fornecidas aos animais durante 5 meses para induzir o quadro
de hipercolesterolemia antes da infec¢do, de forma “ad [libitum”, onde 0s animais

permaneceram com suas respectivas dietas desde o desmame até a eutanasia.
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2.2 Infecgdo experimental e eutanasia

Ap0s cinco meses da administracdo das dietas experimentais, parte dos animais (1
parte com dieta normocalorica e 1 parte com dieta hipercaldrica) com 5 animais cada foram
infectados (na mesma fase do ciclo estral) com 100 cercarias de Schistosoma mansoni da cepa
BH, provenientes de caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, oriundas do Laboratorio
de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ — Rio de Janeiro.

Ap0s a infecgdo, os grupos experimentais foram estabelecidos em quatro grupos, com
5 animais cada, separados pelo tipo de dieta: 1- Grupo controle com Dieta padrédo (CDP); 2-
Grupo Controle com Dieta Hipercolesterolémica (CDH); 3- Grupo Infectado com Dieta
Padrdo (IDP); 4- Grupo Infectado com Dieta Hipercolesterolémica (IDH).

ApOs sete meses e uma semana de administracdo das dietas experimentais e dois
meses e uma semana de infecgdo, os animais foram eutanasiados em cémara contendo
Dioxido de Carbono (CO2). Apos a realizacdo de uma técnica de laparotomia xifo-pubiana, os
rins foram localizados, removidos e foram pesados com auxilio de uma balanca de preciséo
digital (Bel Engineering LW303i), e em seguida, foram armazenados em formol tamponado a
10% para a realizacdo das analises histomorfoldgicas e histomorfométricas.

2.3 Pesagem e comprimento dos animais

A massa corporal (MC) dos animais foi aferida uma vez por semana com o auxilio de
uma balanca de precisdo (Marte Cientifica AD 2000) no decorrer de todo o experimento. A
variacdo ponderal foi obtida a partir de um célculo entre a diferenca entre os valores de massa
corporal inicial (MCi) e final (MCf). O comprimento naso-anal foi aferido no momento da

necropsia.

2.4 Pesagem 0s 0rgaos

ApOs a eutanasia dos animais, os rins foram retirados e pesados em uma balanca

digital de precisdo (Bel Engineering LW303i), e em seguida, armazenados em formalina

tamponada a 10% para posterior analises histoldgicas.
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2.5 Analises bioguimicas (lipidograma)

As amostras de sangue foram obtidas através da técnica de puncdo cardiaca antes da
toracotomia e foram armazenadas temporariamente em microtubos de 20mL. Em seguida o
plasma foi separado por centrifugacdo a 3,500 rotagdes por minuto (rpm) durante o tempo de
15 minutos, obtendo-se entdo o plasma sem hemdlise para a execucdo de dosagens das fracoes
lipidicas: Colesterol Total (CT), Triglicerideos (TG) e High Density Lipoprotein (HDL).
Entretanto, os valores de Very Low Density (VLDL) e de Low density lipoprotein (LDL)
foram estabelecidos atravées da formula de Friedewald (MARTIN et al., 2013).

O colesterol ndo HDL foi mensurado atraves da diferenca do valor de HDL do
colesterol total. As dosagens bioquimicas foram realizadas através de um equipamento
semiautomatico de bioguimica (BIOCLIN 100, Quibasa Quimica Bésica, Belo Horizonte,
MG, Brasil), utilizando kits seguindo as orientagdes do fabricante.

E no momento da eutanasia, a glicose foi obtida através captacao periférica do sangue,
com todos os animais em jejum de 12 horas, com auxilio de um glicosimetro (Accu-Chek

Performa).

2.6 Indice de adiposidade

Para realizar o calculo do indice de adiposidade, foi necessério retirar as gorduras
visceral e periovariana. Apos a remocdo, o material foi lavado em solugdo salina 0,9% e
posteriormente pesado com o auxilio de uma balanca de precisdo (Bel Engineering). Foi
considerada a gordura visceral total a soma da gordura visceral em conjunto com a ovariana
(PEREIRA et al., 2018).

2.7 Obtengdo do lavado peritoneal para cultura de células peritoneais, analise do perfil

de citocinas e citometria de fluxo

Para obtencdo do lavado peritoneal (realizado antes da puncao cardiaca e da remocéo

dos 6rgéos), foram injetados 5 mL de meio RPMI no abdome dos camundongos dos grupos
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experimentais, a fim de realizar a retirada de células peritoneais presentes no periténio. As
células obtidas através desta técnica foram utilizadas para realizacdo da cultura de células e
citometria de fluxo. Apds a obtencdo do lavado, ele foi armazenado temporariamente em gelo
até ser processado em cabine de seguranga microbiologica.

Na cabine, o material coletado foi transferido para tubos conicos de 15mL, onde foram
devidamente identificados e foram recolhidos cerca de 10uL de células para contagem de
macrofagos na Camara de Neubauer. Foi realizado um célculo de ajuste de diluicdo destas
células em 2x10%/mL no meio RPMI e foi acrescentado o Soro Fetal Bovino (SFB).

Posteriormente, as células de cada amostra foram incubadas em duplicatas, utilizando
placas de cultura celular de 24 pogos, por aproximadamente 1 hora em estufa de Didxido de
Carbono (5% CO>) a 37 °C para estimular a aderéncia celular.

Apds esse periodo, foi retirado e desprezado o sobrenadante contendo as células nao
aderidas e foi acrescentada uma solucédo de lipopolissacarideo (LPS) para estimular a ativacao
dos macréfagos durante um periodo de 48 horas.

Ao final do periodo de 48 horas, o sobrenadante foi transferido para microtubos e
congelado em freezer -80 °C para posterior dosagem das citocinas 1L-12, IL-6, IL-10, TNF-a,
MCP-1/CCL-2 e IFN-y através do método Citometric Bead Array (CBA), empregando o kit
Mouse Inflammation (BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Para a anélise foi utilizado o
citdbmetro de fluxo FACS Canto Il e os dados foram gerados utilizando o programa FCAP

Array (BD Bioscience).

2.8 Anélise histopatol6gica do rim

Apbs 24 a 48 horas no fixador formol tamponado a 10%, os rins foram clivados ao

meio e foram submetidos a técnica de processamento histolégico para a inclusdo em parafina
(Figura 1).
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Figura 1: Etapas de processamento histologico do rim
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Fonte: Laboratério de Helmintologia Romero Lascasas Porto, 2021

Os blocos de parafina foram cortados seriadamente com auxilio do micrétomo (Leica
— RM2125RTS), com espessura de 5um e fixados em laminas histoldgicas pela acdo do calor
da estufa (59 °C, por 15 minutos). Posteriormente, os cortes foram corados com Hematoxilina
e Eosina (H&E) e Picrosirius Red.

As analises histomorfologicas e histomorfométricas foram realizadas com auxilio de
um microscépio de luz (Olympus BX53) equipado com uma camera digital (Olympus SN
4M04717, U-TV0.35XC2, Tokyo, Japan) e as imagens foram obtidas através do software de
computador Olympus cellSens Entry (versdo 1.18) e analisadas pelo Image J (versédo 1.53K).

As analises histopatologicas foram realizadas por dois observadores.
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Os cortes histolégicos corados com H&E foram utilizados para caracterizar a
morfologia do tecido renal, auxiliar a realizagdo das anélises morfométricas e quantificar as
areas de fenestracGes glomerulares através da visualizacdo computadorizada de pixels. E a
coloracdo de Picrosirius Red foi utilizada para observar a deposi¢cdo de colageno em regides

da medula e cortex renal, especificamente nos tdbulos renais e tufos glomerulares.

2.9 Contagem de glomérulos

Para a realizacdo da contagem de glomérulos foram selecionados 10 campos,
preenchidos totalmente por tecido, ao longo de toda extensdo da zona cortical, onde foram
contados todos os glomérulos com auxilio do microscépio éptico com lente de aumento de 20
vezes. A contagem do numero de glomérulos teve como objetivo verificar se a infeccéo
esquistossomotica, a dieta hipercolesterolémica ou ambas as condi¢des implicam na reducao

do nimero de glomérulos na area da zona cortical.

2.10 Anélises morfométricas

As avaliagdes morfométricas foram realizadas em 10 glomérulos por animal
totalizando 50 glomérulos por grupo. Através da microscopia 6ptica, com auxilio do
programa Olympus cellSens Entry (versdo 1.18), cada glomérulo foi selecionado de acordo
com sua organizacdo estrutural (tufo glomerular, cadpsula de Bowman e espaco urinario bem
delimitados) e delimitacdo do didmetro do tufo glomerular (padronizagao para analise).

As variaveis morfoldgicas analisadas foram: area da capsula, area do tufo glomerular, area do
espaco urinario, diametro glomerular. Para obtencdo do didmetro do glomérulo, foi medida a
porc¢édo equatorial tracando as limitagdes do mesmo. E a area do espaco urinario foi medida a
partir da diferenca entre a area da capsula e a area do tufo glomerular. Todas as analises

morfométricas foram realizadas no aumento de 100 vezes no microscopio optico.
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2.11 Anélise de areas de capilares glomerulares através da quantificacdo por pixels

Ap0s a analise histopatoldgica do tecido renal, foi-se percebido que haviam algumas
alteragBes vasculares pontuais nos glomeérulos renais. Entdo, com auxilio da microscopia de
luz (Olympus SN 4MO04717, U-TV0.35XC2, Tokyo, Japan), foram selecionados 10
glomérulos de cada animal totalizando 50 glomérulos por grupo experimental onde as
capturas de imagem dos glomérulos foram avaliadas com auxilio do software Image J (versao
1.53K). Foram selecionados os pixels equivalentes a coloracdo do contetdo celular presente
nos capilares fenestrados dos glomérulos pela coloracdo de H&E. Apos a selecdo de pixels,
foi quantificado o tamanho de areas que os vasos ocupavam em relacdo ao tufo glomerular e

os resultados foram expressos em porcentagem sendo assim submetidos a analise estatistica.

2.12 Quantificacdo de coldgeno ao redor de vasos renais através da polarizacéo

Para quantificacdo de colageno ao redor dos vasos renais em coloragéo de Picrosirius,
foram selecionadas 5 areas (de cada animal) contendo os depdsitos ao redor desses vasos em
campo escuro através da microscopia de polarizacdo (a quantificacdo foi realizada apds a
técnica de polarizacdo pela facilidade de captura de areas birrefringentes). Apds a obtencéo da
medida por pixels foi realizada andlise estatistica dos dados. A técnica utilizada para obtengéo
dos valores dessas areas foi a mesma que utilizamos para quantificacdo de areas de capilares

glomerulares descritas anteriormente.

2.13 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 8.
Todas as analises foram submetidas aos testes de normalidade e logonormalidade, onde as
amostras foram testadas de acordo com a distribui¢do gaussiana (distribui¢cdo normal) e foram
submetidas aos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. As amostras que estavam

dentro dos padrdes de normalidade foram submetidas ao teste estatistico de One Way
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ANOVA com pos teste de Bonferroni. E as amostras que ndo estavam dentro dos padrdes de
normalidade, o teste estatistico aplicado foi o de Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn 's.
Além disso, os pos testes sO foram realizados quando a analise de variacdo fosse
estatisticamente significativa (p<0,05). Todos os resultados foram expressos através de média

* desvio padréo.
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3 RESULTADOS

3.1 Massa corporal e comprimento dos animais

Pode-se observar no gréfico 1 que ap0s o terceiro més de experimentacao, 0S grupos
comecaram a apresentar uma diferenca significativa (p<0,0001) entre a massa corporal e essa
diferenca foi aumentada drasticamente até final dos 7 meses, apds a ingestdo de dieta

hipercolesterolémica nos grupos CDH e IDH.

Gréafico 1: Média da massa corporal (expressa em gramas) dos grupos de

camundongos fémeas Swiss Webster
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Legenda: CDP: controle com dieta padrdo; CDH: controle com dieta hipercolesterolémica; IDP:
infectado com dieta padrdo; IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica. 0-
tempo inicial (em meses); 7- tempo final (em meses). Diferenga significativa
(PRISM: p<0,05 — ANOVA/ p6s hoc Bonferroni). Valores representados em
média e desvio padréo.
Ao final do experimento analises estatisticas revelaram a diferenca significativa

(p<0,0001) entre os grupos controle com dieta padréo ao final dos 7 meses (CDPF) e controle
com dieta hipercolesterolémica ao final dos 7 meses (CDHF) e também uma significancia
(p<0,0001) quando comparados os tempos inicial (CDHI) e final (CDHF) dos grupos com

dieta hipercolesterolémica (grafico 2).
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Gréfico 2: Média da massa (expressa em gramas)
corporal inicial e final dos grupos controle

sem e com dieta hipercolesterolémica
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Legenda: CDPI: controle com dieta padrdo massa no inicio do
experimento; CDPF: controle com dieta padrdo massa
no final do experimento; CDHI: controle com dieta
hipercolesterolémica no inicio do experimento; CDHF:
controle com dieta hipercolesterolémica no final do
experimento. Diferenca significativa (PRISM: p<0,05 —
ANOVA/ po6s hoc Bonferroni). Valores representados
em média e desvio padréo.

Quanto ao comprimento dos animais, foi notada uma pequena diferenca estatistica
entre os grupos CDP e CDH (p<0,05), CDP e IDH (p<0,01) e IDP e IDH (p<0,01). Um
padréo percebido foi a diferenca estatistica estar atrelada aos grupos que receberam a dieta
rica em colesterol e acredita-se que esse fator, independente da infeccdo, possa estar

relacionado ao maior comprimento dos animais nesses grupos.
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Gréfico 3: Média do comprimento dos animais (expresso

em centimetros) dos grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta
padrao; IDH: infectado com dieta
hipercolesterolémica.  Diferenca  significativa
(PRISM: p<0,05 — ANOVA/ pos hoc Bonferroni).
Valores representados em média e desvio padréo.

3.2 indice de adiposidade

O indice de adiposidade ¢ um método bastante utilizado para determinar a gordura
corporal. A ingestdo de dietas ricas em lipideos influenciam diretamente na composicao desse
indice. Quando comparados os grupos CDP e CDH, pode-se observar uma diferenca
estatistica muito significativa (p<0,001) e ja esperada nos resultados, devido ao grupo CDP se
alimentar com uma dieta contendo apenas 12% de lipidios e ao grupo CDH se alimentando
com uma dieta contendo 29% de lipidios em sua composi¢do. Foi também observado o
mesmo padrdo quando comparados os grupos CDP x IDH (p<0,001) e IDP x IDH (p<0,01),
onde percebeu-se a dieta hipercolesterolémica foi relevante mesmo em grupos de animais

infectados.
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Gréfico 4: Meédia do indice de adiposidade (expresso em

gramas) dos grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padrao;
IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — ANOVA/ po6s hoc
Bonferroni). Valores representados em média e desvio
padrao.

3.3 Peso do 6rgéo

No que diz respeito ao peso dos rins retirado apds a puncdo cardiaca, foram
perceptiveis as diferencas estatisticas entre os grupos CDP e CDH (p<0,01), CDP e IDH
(p<0,001) e IDP e IDH (p<0,001) (grafico 5). E presumido que a dieta hipercolesterolémica
associada ou ndo a infeccdo parasitaria possa gerar alteragBes renais, principalmente através

do acimulo de lipideos em estruturas do rim como tabulos e glomérulos.
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Gréfico 5: Média do peso dos rins (expresso em gramas)

dos grupos experimentais.
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta
padrao; IDH: infectado com dieta
hipercolesterolémica. Diferenca significativa (PRISM:
p<0,05 — ANOVA/ pbs hoc Bonferroni). Valores
representados em média e desvio padrao.

3.4 Lipidograma e glicemia

Os niveis plasmaticos de colesterol, triglicerideos, HDL, LDL, VLDL e a glicemia
podem ser encontrados nos graficos 6, 7 e 8.

Os niveis de colesterol se mostraram alterados em quase todos os grupos quando
comparados ao grupo controle. Quando comparados o grupo CDP e CDH, podemos observar
um aumento estatistico (p<0,0001) de 80% nesses niveis, 0 que ja era esperado devido a dieta.
Também podemos observar um aumento significativo (p<0,05) de 56% nos niveis de
colesterol quando comparamos os grupos IDP e IDH.

Quando comparados os grupos CDH e IDH (p<0,05) podemos perceber que no grupo
com animais infectados observamos uma queda (-25%) nos niveis de colesterol quando
comparados ao grupo de animais ndo infectados com dieta. E mesmo que ndo tenha

apresentado uma diferenca significativa, quando comparados os grupos CDP e IDP, pode-se
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perceber uma reducdo de 14% nos niveis séricos de colesterol, o que nos justifica que a
infeccdo foi responsavel por esta reducéo.

Gréfico 6: Concentragcdo de colesterol plasmético total
(expresso em miligrama por decilitro) dos

grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padréo; IDH:
infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 - ANOVA/ pds hoc
Bonferroni). Valores representados em média e desvio
padrao.

Quanto a concentragdo de triglicerideos séricos dos grupos experimentais, podemos
observar diferengas estatisticas significantes somente quando comparados 0S grupos com
dieta hipercolesterolémica com e sem infec¢cdo. Foi observado um aumento de 59% quando
comparados os grupos CDP e CDH (p<0,05) e também um aumento de 49% quando
comparados os grupos CDP e IDH (p<0,05).
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Gréfico 7: Concentracdo de colesterol plasmatico total
(expresso em miligramas por decilitro) dos grupos
experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padrdo;
IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenga
significativa (PRISM: p<0,05 — Kruskal-Wallis / p6s hoc
Dunn’s). Valores representados em média e desvio
padrao.

As andlises do lipidograma restantes se encontram no gréfico 8.

No que se refere a dosagem de HDL, podemos perceber uma diferenca estatistica
(p<0,05) apenas no grupo CDP quando comparado ao CDH, com crescimento aproximado de
84%. Em relacdo ao LDL, também houve um aumento significativo (p<0,01) de 84% a niveis
séricos nos animais do grupo CDH quando comparados ao grupo CDP.

Quando analisados os niveis séricos de VLDL, podemos observar diferencas
estatisticas significativas entre os grupos CDP x CDH (p<0,05) e CDP x IDH (p<0,05) onde
houve 0 aumento desse analito em 59% e 49% respectivamente.

E por fim, quando se refere aos niveis séricos glicémicos, podemos observar uma
diferenca estatistica significativa apenas na comparacéo entre os grupos CDH e IDH, onde

houve uma diminuicdo de 123% no grupo infectado com dieta hipercolesterolémica.
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Grafico 8: Concentracéo sérica de HDL, LDL, VLDL e Glicose (expresso em miligramas por decilitro)

dos grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padrdo; IDH:
infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenca significativa (PRISM: p<0,05 — Kruskal-Wallis / p6s

3.5 Analise de citocinas e quimiocinas

hoc Dunn’s). Valores representados em média e desvio padrao.

Os resultados do perfil de citocinas pro inflamatorias, anti-inflamatdrias e quimiocinas

podem ser encontrados nos graficos 9, 10 e 11.

A atividade pro inflamatéria de células peritoneais ndo indicaram alteracfes da IL-6

(gréfico 9) em nenhum dos grupos (CDH, IDP e IDH) quando comparados ao grupo CDP.
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Grafico 9: Concentracdo de citocina IL-6 (expressa por pg/mL)
produzida por células peritoneais dos grupos

experimentais.
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padrdo; IDH:
infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenca significativa
(PRISM: p<0,05 — ANOVA/ pds hoc Bonferroni). Valores
representados em média e desvio padréo.

Quanto a IL-12 (grafico 10), foi notada uma diferenca estatistica quando comparados
0s grupos CDP x CDH (p<0,01) onde foi observada queda (-64%) nos niveis dessa citocina
no grupo CDH. Também foi considerado significativa (p<0,05) a comparagdo entre 0s grupos
CDP e IDH, onde foi observada queda (-60%) nos niveis dessa citocina no grupo IDH.
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Gréfico 10: Concentracdo de citocina IL-12 (expressa por
pg/mL) produzida por células peritoneais dos

grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padréo; IDH:
infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 - ANOVA/ pds hoc
Bonferroni). Valores representados em média e desvio
padrao.

Em relacdo a citocina TNF-a (grafico 11), foi observada diferenga estatistica (p<0,01)
guando comparados os grupos CDP x IDH, onde foi notado um aumento significativo
(+533%) nos niveis dessa citocina no grupo IDH. Também foi considerado estatisticamente
significativo (p<0,01) a comparagdo dos grupos CDH x IDH, onde houve um aumento
significativo (+436%) dos niveis desta citocina no grupo IDH em relagdo ao grupo CDH.

Esse aumento esta possivelmente atrelado a infeccdo e a dieta hipercolesterolémica
concomitantemente, j& que os niveis ndo sofreram alteracbes quando comparados 0s grupos
CDP x CDH e CDP x IDP. E sugerido que s6 a infeccdo ou s a dieta hipercolesterolémica

ndo foram suficientes para causar alteracdes nesses niveis.
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Gréafico 11: Concentracdo de citocina TNF-a (expressa por
pg/mL) produzida por células peritoneais dos grupos

experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padréo; IDH:
infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 - ANOVA/ pbs hoc
Bonferroni). Valores representados em média e desvio

padréo.

No que se refere a citocina IL-10 (grafico 12), foi observada apenas uma diferenca
estatistica (p<0,01) quando comparados os grupos IDP e IDH onde foi notada um aumento
significativo (346%) nos niveis de citocina no grupo IDH quando comparado com o grupo
IDP.
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Gréfico 12: Concentracdo de citocina IL-10 (expressa por
pg/mL) produzida por células peritoneais dos

grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padréo;
IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica.
Diferenca significativa (PRISM: p<0,05 — ANOVA/ p6s
hoc Bonferroni). Valores representados em média e
desvio padréo.

No que diz respeito & andlise da quimiocina MCP-1/CCL2 (gréafico 13), foi observada
diferenca estatistica (p<0,0001) quando comparados os grupos CDP x IDP onde foi notado
uma queda (-90%) nos niveis dessa quimiocina no grupo IDP. Também foi notada diferenca
estatistica (p<0,01) quando comparados os grupos IDP x IDH onde foi observado um

aumento significativo (+680%) dessa quimiocinas no grupo IDH.
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Gréfico 13: Concentracdo de quimiocina MCP-1/CCL2
(expressa por pg/mL) produzida por células

peritoneais dos grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padrdo; IDH:
infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenca significativa
(PRISM: p<0,05 — ANOVA/ pbs hoc Bonferroni). Valores
representados em média e desvio padréo.

Em relacdo a dosagem da citocina IFN-y (grafico 14), ndo foram observadas diferencas

estatisticas significativas (p>0,05) quando comparados todos 0s grupos.
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Gréfico 14: Concentracdo de quimiocina IFN-y (expressa
por pg/mL) produzida por células peritoneais

dos grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padréo;
IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 - ANOVA/ post hoc
Bonferroni). Valores representados em média e desvio

padréo.

3.6 Contagem de glomérulos

Ap0s analise estatistica podemos observar que o numero de glomerulos por campo se
encontrou aumentado nos grupos de dieta hipercolesterolémica em relagdo ao grupo controle
e infectado (grafico 15). Quando comparados os grupos CDP e IDH, foram notadas diferencas
estatisticas (p<0,01) entre esses dois grupos, onde foi observado um aumento de 36% no
numero de glomérulos por campo em relacdo ao grupo controle. Também foi observada
diferenca estatistica significativa (p<0,01) quando comparados os grupos IDP x IDH onde foi
percebido um aumento de 15% no ndmero de glomérulos por campo no grupo infectado com

dieta hipercolesterolémica em relagdo ao grupo com infec¢éo sem a dieta.
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Gréfico 15: Contagem de glomérulos por campo (10
campos no aumento de 20 vezes) dos rins

dos grupos experimentais.
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta
padréo; IDH: infectado com dieta
hipercolesterolémica. Diferenca significativa (PRISM:
p<0,05 — ANOVA/ post hoc Bonferroni). Valores
representados em média e desvio padréo.

3.7 Analises morfométricas

As analises morfométricas realizadas foram: area total do glomérulo renal (u?), area do
tufo glomerular (u?), diametro do tufo glomerular (u?), perimetro do tufo glomerular () e
area correspondente ao espaco urinario/espaco de Bowman (u?).

Em relacdo a area total do glomérulo (gréfico 15), foi observada diferenga estatistica
muito significativa (p<0,0001) quando comparados os grupos CDP e CDH, onde podemos
perceber um aumento de 63% na area total glomerular do grupo CDH em relagdo ao grupo
CDP. Também foi observada diferenca estatistica (p<0,001) quando comparados 0S grupos
CDH e IDH onde foi notada uma diminuicdo na area total glomerular do grupo IDH em

relagdo ao grupo CDH (grafico 16).
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Gréfico 16: Area total glomerular (expressa em p?) dos rins de
camundongos fémeas Swiss Webster dos grupos

experimentais.
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padréo;
IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — ANOVA/ pds hoc
Bonferroni). Valores representados em média e desvio
padréo.

Quanto a area do tufo glomerular (grafico 17), foi observada diferenca estatistica
(p<0,0001) quando comparados os grupos CDP x CDH, onde percebemos o aumento de cerca
de 62% da area do tufo glomerular no grupo CDH em relacdo ao grupo CDP. Também foi
observada diferenca estatistica quando comparados os grupos CDH e IDH onde percebe-se a

diminuicdo de 37% na area do tubo glomerular do grupo IDH em comparagéo ao grupo CDH.
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Grafico 17: Area do tufo glomerular (expressa em p?) dos rins
de camundongos fémeas Swiss Webster dos

grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padréo;
IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenca
significativa (PRISM: p<0,05 — ANOVA/ post hoc
Bonferroni). Valores representados em média e desvio
padrao.

Em relacdo ao didmetro do tufo glomerular (grafico 18), foi observada diferenca
estatistica (p<0,0001) quando comparados 0s grupos CDP e CDH onde foi notado um
aumento de 33% no diametro do tufo do grupo CDH em relagdo ao grupo CDP. Também foi

observada diferenca estatistica (p<0,0001) quando comparados os grupos CDH e IDH onde

foi notada a diminuicdo de 24% do diametro do tufo no grupo IDH em relacdo ao grupo CDH.
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Grafico 18: Area do diametro do tufo glomerular (expressa
em p?) dos rins de camundongos fémeas Swiss

Webster dos grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta
padrdo; IDH: infectado com dieta
hipercolesterolémica. Diferenca significativa
(PRISM: p<0,05 — ANOVA/ post hoc Bonferroni).
Valores representados em média e desvio padréo.

Quanto ao perimetro do tufo glomerular (grafico 19), foi observada diferenca
estatistica (p<0,0001) quando comparados o0s grupos CDP e CDH, com aumento de 30% no
perimetro do tufo do grupo CDH em relacdo ao grupo CDP. Também foi observada diferenca
estatistica (p<0,0001) quando comparados os grupos CDH e IDH onde foi notada a

diminuicdo de 20% do diametro do tufo no grupo IDH em relacdo ao grupo CDH.



Grafico 19: Area do perimetro do tufo glomerular (expressa

em W) dos rins de camundongos fémeas Swiss

Webster dos grupos experimentais
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Legenda:

CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta
padréo; IDH: infectado com dieta
hipercolesterolémica. Diferenca significativa
(PRISM: p<0,05 — ANOVA/ post hoc Bonferroni).

Valores representados em média e desvio padrao.

observadas diferencas estatisticas quando comparados 0s grupos experimentais.
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E em relacdo a area correspondente ao espaco de Bowman (grafico 20), ndo foram



Graéfico 20: Area do espaco de Bowman (expressa em p2) dos

rins de camundongos fémeas Swiss Webster dos

grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padréo;

hipercolesterolémica;

padrao; IDH:

hipercolesterolémica.

IDP

CDH: controle dieta

: infectado com dieta

infectado com dieta

Diferenca

significativa

(PRISM: p<0,05 — ANOVA/ post hoc Bonferroni).
Valores representados em média e desvio padréo.

3.8. Analise de areas de capilares glomerulares através da quantificacédo por pixels
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Para obtencdo do percentual da area dos capilares glomerulares correspondente ao tufo

glomerular, a area de polo foi multiplicada por 100 e dividida pela area do tufo glomerular.

Os valores de média, desvio padrdo e percentuais estdo descritos na tabela 2.

De acordo com as analises, as areas do polo glomerular endotelial dos grupos CDH,

IDP e IDH foram reduzidas quando comparadas ao grupo controle. Quando essa andlise é

feita em conjunto com os dados obtidos da morfometria do tufo glomerular podemos perceber

que, quando ha aumento ou diminuicdo do tufo glomerular devido a expansao ou retracdo de

células mesangiais (hipertrofia/atrofia) nos grupos com dieta hipercolesterolémica e infeccdo

esquistossomotica, ocorre a diminuicdo dessas areas do polo vascular.
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Tabela 2: Médias da area total e do polo glomerular (expressadas em pixel?) dos rins de
camundongos fémeas Swiss Webster apds 7 meses de experimentacdo

Grupos Avrea total do tufo Area de polo Percentual correspondente a
experimentais glomerular (pixel?) glomerular area do polo total ocupando
endotelial (pixel?) o tufo glomerular
CDP 206615+44172 24541+14646 12%
CDH 197032+28824 7953+4006 7%
IDP 206843+22610 11038+4383 5%
IDH 209599+33239 1524448601 7%

Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta
padrdo; IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica. Valores representados em média e desvio
padréo.

Um fator interessante que notamos também foi que, diferente do grupo CDH, o grupo
IDP ndo apresentou diferenca na area total do tufo glomerular quando comparado ao grupo
controle, mas as areas de polo glomerular quantificadas foram bem menores que o grupo
controle.

Dados estatisticos revelam que quando comparados os grupos CDP x CDH, os
resultados se apresentam diferencas significativamente estatisticos (p<0,01) e também
observamos uma diminuicao de cerca de 42% da area desses polos no grupo CDH em relacdo
ao grupo CDP. Também foi observada diferenca significativa (p<0,05) quando comparados 0s
grupos CDP e IDP, além de observar uma diminuic¢do de cerca de 58% da area desses polos
no grupo IDP em relacdo ao grupo CDP. As analises estatisticas podem ser encontradas no

gréafico 21.
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Gréfico 21: Média das é&reas relacionadas aos capilares
vasculares de glomérulos renais dos rins de
camundongos fémeas Swiss Webster dos

grupos experimentais

p<0,05
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padréo;
IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica. Diferenga
significativa (PRISM: p<0,05 — Kruskal-Wallis / post hoc
Dunn’s). Valores representados em média e desvio
padréo.

3.9 Analise histopatolégica

Como esperado, o0s animais ndo infectados e ndo submetidos a dieta
hipercolesterolémica (figura 2 — CDP) apresentaram histologia renal normal. Os tdbulos
contorcidos distais e proximais ndo possuem alteracdes estruturais, o espaco de Bowman esta
bem delimitado, a matriz mesangial ndo possui um tipo de processo de expansao ou retracéo
tecidual, a vascularizacdo ndo se encontra alterada e além disso as células mesangiais e

poddcitos estdo em um padrdo de distribuicdo normal.
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Os glomérulos renais dos grupos alimentados com dieta hipercolesterolémica nao
infectados (figura 2 — CDH) apresentaram modificagcOes estruturais importantes para o
funcionamento normal do glomérulo. Percebe-se a expansdo e desorganizacdo da matriz
mesangial o que gerou um quadro de hipertrofia glomerular, resultando nesse caso a expansao
do espaco de Bowman, diminuicdo de células mesangiais e alteracdo da vascularizagéo
glomerular.

No grupo infectado e alimentado com dieta padrdo (figura 2 — IDP 1) foram
visualizadas alteracGes mistas importantes também para o funcionamento regular glomerular.
Em alguns glomérulos foi observada a diminuicdo e desorganizagdo da matriz mesangial,
gerando um quadro de atrofia glomerular. Consequentemente dessa diminuicdo da matriz
mesangial, percebemos uma distribuicdo de células mesangiais menos visivel, assim como
comprometimento da vascularizacdo glomerular. Em outros glomérulos (figura 2 — IDP 2) as
alteracdes foram opostas. Houve a amplificacdo da matriz mesangial gerando um quadro de
hipertrofia glomerular, assim como a expansdo do espaco de Bowman, além de alteracdes
vasculares.

Quando analisadas as imagens do grupo com infeccdo e dieta hipercolesterolémica
(figura 2 - IDH 1), podemos observar novamente um padrdo misto de altera¢cbes morfoldgicas.
Primeiramente foram observados glomérulos com a matriz mesangial desestruturada e
expandida (hipertrofia glomerular), a alteragBes vasculares visiveis (menos areas de capilares
vascular presentes quando comparados ao grupo controle) além do espaco de Bowman
expandido. Em outros glomérulos do mesmo grupo (figura 2 — IDH 2) podemos perceber uma
diminuicdo da matriz mesangial quando comparados ao grupo controle (quadro de atrofia),
alteracOes nos capilares do tufo glomerular, além da diminuicdo do espaco de Bowman. Um
aspecto interessante também observado nesse grupo foi a desorganizacdo tubular distal e

proximal, além da presenca de inimeros vacuolos nesses tubulos.
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Figura 2: Fotomicrografias de glomérulos renais de camundongos Swiss Webster fémeas

alimentadas com dieta hipercolesterolémica ou ndo e infectadas ou ndo

Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta hipercolesterolémica; IDP: infectado com
dieta padréo; IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica. Estrela preta — tufo glomerular;
seta vermelha — espaco de Bowman; seta amarela — area de vascularizagdo glomerular; seta
verde — matriz mesangial; seta azul — células mesangiais; seta marrom — poddcitos; seta preta —

tibulos contorcidos distais e proximais desestruturados e com vacuolos. Cortes com espessura
de 5um. Aumento de 100x. Barra = 20pum. Coloracéo de H & E.

O processo de fibrose renal com o desenvolvimento da esquistossomose e do consumo
da dieta hipercolesterolémica foram analisados através da coloracdo de Picrosirius-Red.

Ap0s as andlises entre todos 0s grupos experimentais, ndo foram observados nenhum
processo fibrotico no glomérulo e estruturas do cortex e medula (figura 3).
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Figura 3: Fotomicrografia de glomérulos renais corados com Picrosirius-Red para verificacdo
de processos fibréticos ocasionados pela dieta hipercolesterolémica ou a
esquistossomose
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Legenda: CDP 1: controle dieta padrdo em campo claro; CDP 2: controle dieta
padrdo imagem polarizada CDH 1: controle dieta
hipercolesterolémica campo claro; CDH 2: controle dieta
hipercolesterolémica imagem polarizada; IDP 1: infectado com
dieta padrdo campo claro; IDP 2: infectado com dieta padrdo
imagem polarizada IDH 1: infectado com dieta hipercolesterolémica
campo claro; IDH 2: infectado com dieta hipercolesterolémica
imagem polarizada; Estrela preta — glomérulo renal campo claro;
Estrela branca — glomérulo renal imagem polarizada; seta azul —
pequeno deposito de colageno na membrana glomerular. Cortes com
espessura de 5um. Aumento de 40x. Barra = 50um. Coloracéo de
Picrosirius-Red.
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Entretanto, pudemos observar uma quantidade de colageno depositado em maior
quantidade proximo ou ao redor de grandes vasos no cortex renal nos grupos infectados com
dieta ou ndo, quando comparados ao grupo controle. Estes depositos de colagenos podem ser
observados na figura 4. Apo0s analises estatisticas (grafico 22), foram constatadas diferencas
significativas entre os grupos CDP x CDH (p<0,0001), CDP x IDP (p<0,01) e CDP x IDH
(p<0,001).

Gréafico 22: Quantificacdo da area de depositos de
colageno ao redor de grandes vasos
renais (expressas em p?) dos rins de
camundongos fémeas Swiss

Webster dos grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta

padréo; IDH: infectado  com  dieta
hipercolesterolémica. Diferenca significativa
(PRISM: p<0,05 - ANOVA/ post hoc

Bonferroni). Valores representados em média e
desvio padréo.
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Figura 4: Fotomicrografia de depdsitos de fibras colagenas no parénquima do cortex renal ao
redor de grandes vasos
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Legenda: CDP 1: controle dieta padrdo em campo claro; CDP 2: controle dieta padrdo imagem polarizada CDH 1: controle
dieta hipercolesterolémica campo claro; CDH 2: controle dieta hipercolesterolémica imagem polarizada; IDP 1:
infectado com dieta padrdo campo claro; IDP 2: infectado com dieta padrdo imagem polarizada IDH 1: infectado

com dieta hipercolesterolémica campo claro; IDH 2: infectado com dieta hipercolesterolémica imagem polarizada;
Cortes com espessura de 5um. Aumento de 40x. Barra = 50um. Coloragao de Picrosirius-Red.
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Durante as analises histopatologicas pudemos perceber que ao decorrer da leitura das
laminas, alguns grupos apresentavam grandes zonas de hiperemia espalhadas pelo cortex
renal. Quando comparadas qualitativamente, percebemos que 0s grupos com infeccéo
esquistossomotica e dieta hipercolesterolémica apresentavam zonas com maior tamanho e

maior quantidade (figura 5).

Figura 5: Fotomicrografia de zonas de hiperemia no cortex renal de camundongos Swiss

Webster fémeas de grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padréo; CDH: controle dieta hipercolesterolémica; IDP: infectado com
dieta padrdo; IDH: infectado com dieta hipercolesterolémica; seta vermelha — zonas de
hiperemia ativa. Cortes com espessura de 5um. Aumento de 40x. Barra = 50um. Coloragdo
deH&E.

E por fim, as éareas de -capilares vasculares glomerulares foram analisadas
quantitativamente e qualitativamente, onde percebemos que em comparagdo com o grupo CDP,
0S outros grupos apresentaram modificagfes vasculares importantes para o funcionamento
normal do glomérulo. Em jungdo com as andlises estatisticas realizadas para verificar este
evento, pudemos perceber que houve uma diminuicdo na presenca dessas areas nos glomérulos
dos grupos CDH, IDP e IDH (figura 6).



Figura 6: Fotomicrografia de tufos glomerulares utilizados
para andlise de modificagdes vasculares nos

glomérulos dos grupos experimentais
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Legenda: CDP: controle dieta padrdo; CDH: controle dieta
hipercolesterolémica; IDP: infectado com dieta padrdo; IDH:
infectado com dieta hipercolesterolémica. Cortes com

espessura de 5um. Aumento de 100x. Barra = 20um.
Coloracdo de H & E.
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4 DISCUSSAO

O esclarecimento dos mecanismos do curso da esquistossomose, o desdobramento das
alteracbes patoldgicas e a patogénese das lesbes renais associadas ou ndao a uma dieta
hipercolesterolémica requerem o0 uso de modelos experimentais que mimetizam o
desenvolvimento da doenca e que permita o estudo da mesma. Esses modelos podem ser
utilizados em grande parte nos campos da pesquisa bioldgica pois permitem avaliar tais
fendmenos, assim como as caracteristicas comportamentais ou induzidas que possam ser
comparadas aos fendomenos humanos (FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA, 2005).

O camundongo apresenta uma infeccdo esquistossomotica proxima as observadas em
seres humanos, o que torna um bom modelo experimental para o estudo dessa parasitose. Em
um ensaio experimental, pesquisadores concluiram que a linhagem de camundongos Swiss,
entre outras, apresentou respostas anatomopatoldgicas e fisiologicas semelhantes aos
humanos, além de oferecer variabilidade genética (seres heterogéneos) (WARREN, 1966;
CHEEVER et al., 2002; ABDUL-GHANI; HASSAN, 2010).

Existem poucos estudos investigativos sobre a associacdo da obesidade e o0 processo
inflamatorio desenvolvido pela esquistossomose mansdnica em camundongos, especialmente
no que diz respeito a alteragdes renais glomerulares. Neste trabalho, camundongos foram
alimentados com uma dieta hipercolesterolémica e infectados com S. mansoni. Foram
avaliados alguns processos patoldgicos causados pela infeccdo parasitaria e pelo consumo de
dieta hipercolesterolémica, associados ou ndo, através de analises histopatolégicas,
bioquimicas, morfométricas e imunologicas.

Em nossos resultados, comecamos destacando o aumento significativo de massa
corporal apresentado entre 0s grupos apds o terceiro més de consumo de dieta
hipercolesterolémica, o que ja era esperado. Entretanto, camundongos submetidos a dieta rica
em gordura e infectados possuiam massa corporal final menor do que os submetidos a dieta
rica em gordura ndo infectados. Este fenbmeno pode-se explicar pelo fato de o parasito
realizar captacdo de lipidios para uma série de fungBes como nutri¢do, reproducdo e seu
desenvolvimento (NEVES et al., 2007).

Os lipidios sdo a maior fonte energetica contendo 9kcal/g em comparacdo aos
carboidratos contendo 4 kcal/g, por este fator, dietas ricas em gorduras sao utilizadas a fim de
mimetizar obesidade em modelos experimentais, da forma mais proxima a humana. O

consumo de dietas ricas em gordura geram aumento da massa corporal e em consequéncia o
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aumento de depdsitos de gordura no corpo. Nossos resultados demonstraram que animais
alimentados com dieta hipercolesterolémica infectados ou ndo, apresentaram altos niveis no
indice de adiposidade em comparacdo aos grupos alimentados com dieta padrdo. Dados
encontrados na literatura corroboram com nossos resultados onde camundongos Swiss
Webster alimentados com dieta hiperlipidica, apresentaram aumento de massa corporea em
conjunto com 0 aumento de massa de tecido adiposo epididimal, retroperitoneal e perirrenal,
em relacdo ao grupo controle (BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007;
WHITE et al., 2013; AVESANI; SANTOS; CUPPARI, 2014).

Em todas as analises do lipidograma os niveis séricos de colesterol total, triglicerideos,
HDL, LDL e VLDL se encontram aumentados nos grupos de dieta hipercolesterolémica
infectados ou ndo quando comparados ao grupo controle. Este fendmeno pode se explicar
através do fato que dietas ricas em lipidios gerarem o aumento dos depositos de tecido
adiposo que favorecem a producdo de acidos graxos livres e induzem elevagdes nos niveis
séricos de triglicerideos, VLDL, LDL e consequentemente HDL (FONSECA, 2008;
ALMEIDA et al., 2010; RAVAGNANI et al., 2012).

Por mais que alguns analitos ndo apresentassem diferenca estatistica quando
comparados, 0s niveis séricos de colesterol total, triglicerideos, HDL, LDL e VLDL
apresentaram-se reduzidos nos grupos infectados com dieta rica em lipidios em comparacéo
aos grupos nao infectados com a mesma dieta. J& é sabido que uma maior quantidade de
lipidios no sangue favorece o parasito, de forma que o mesmo se beneficie pelo escape do
sistema imunolégico do hospedeiro e desenvolvimento de seu sistema reprodutor (HUANG et
al., 2012). Os resultados demonstrados confirmam o que ja estd descrito na literatura, que a
esquistossomose esta relacionada com a alteracdo lipidica de seu hospedeiro, pois 0s vermes
adultos interceptam essas moléculas da corrente sanguinea gerando a diminuicdo de
concentracdo plasmatica dessas lipoproteinas ao longo que a infeccdo e a carga parasitaria
progridem.

Quanto a glicemia, pudemos perceber uma diminuicdo desse analito nos niveis séricos
do grupo infectado com dieta hipercolesterolémica quando comparado ao grupo controle ndo
infectado com a mesma dieta. A esquistossomose é uma doenca humana que danifica
gravemente o tecido hepatico, prejudicando processos de Orgdos-chave, como o0 mecanismo
de producdo de glicose (gliconeogénese). Apesar do dano tecidual, a infec¢do por S. mansoni
e S. japonicum demonstrou aumentar a tolerancia a glicose e diminuir seu contetdo no sangue
periférico em modelos animais de obesidade induzida (ANDRADE, 2009; HAMS;
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AVIELLO; FALLON, 2013; LAMBERTUCCI, 2014; HUSSAARTS et al., 2015; DUAN et
al., 2018; DA SILVA FILOMENO et al., 2020).

Um fator importante também é que vermes adultos podem consumir a glicose do
hospedeiro para sua sobrevivéncia atraves da via de Embden-Meyerhof, que pode contribuir
para a diminuicdo dos niveis séricos desse analito (BUEDING; MACKINNON, 1955;
CORNFORD; DIEP; ROWLEY, 1983).

Doencas cronicas como a esquistossomose colocam individuos em estimulos
antigénicos durante um longo periodo atraves de uma série de processos de reexposicao aos
antigenos do parasito, de acordo com sua longevidade. Apesar de ser dificil de separar as
fases aguda e crbnica na esquistossomose murina, a infec¢do é considerada aguda até cerca de
8 semanas de infeccdo e a fase cronica é caracterizada a partir da 122 semana pos infeccdo
(WYNN etal., 1998; FALLON et al., 2000; PEARCE; MACDONALD, 2002).

Os modelos experimentais demonstram de forma clara o envolvimento de células T
CD4 + na resposta durante o prolongamento da doenga. Em modelos murinos, nas fases
iniciais da infeccdo parasitaria se desenvolve uma resposta imunologica predominante do tipo
Th1 decorrente da migracdo dos esquistossémulos e das formas imaturas do verme. Esse tipo
de resposta é representada pela superexpressao das citocinas IFN-y, IL-6, IL-1, TNF-a e IL-
12. Entretanto, quando se inicia a oviposicdo pelas fémeas adultas, ocorre um processo de
imunomodulacdo, onde a resposta Th2 comeca a predominar, aumentando assim os niveis de
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (BURKE et al., 2009; CHUAH et al., 2014).

Em relacdo a interleucina 12, nossos resultados demonstraram uma queda nos niveis
séricos desta citocina em todos os grupos em relacdo ao grupo controle, o que se difere com
os dados encontrados na literatura. Essa interleucina € uma citocina conhecida por auxiliar
respostas tipo Thl exercendo efeitos na fibrose e estdo associados na troca das respostas de
padrdo Thl para Th2, responsavel pela inibicdo de sintese de colageno dos fibroblastos no
processo de fibrose (WYNN et al., 1995). Mais estudos em modelos experimentais revelam
que a adicdo dessa interleucina € responsavel por prevenir a inflamagdo granulomatosa e o
processo de fibrose hepatica na esquistossomose (WYNN et al., 1994, 1995;
MENTINKKANE et al., 2011).

Quanto a associacdo de dieta hipercolesterolémica e a IL-12, 0s processos
imunologicos relacionados ao sistema de defesa do organismo séo influenciados pelo estado
nutricional. Logo, algum tipo de desequilibrio nutricional como a obesidade, pode influenciar
de forma especifica ou inespecifica as respostas humorais e celulares (WOMACK et al.,

2007). Na literatura, a obesidade em adultos tem sido relacionada com concentragdes elevadas
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de leptina circulante devido a producgéo exacerbada pelo tecido adiposo. Assim, uma grande
quantidade de tecido adiposo pode levar a maior quantidade de leptina produzida e liberada na
circulacdo sanguinea (LISSNER et al., 1999; FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Dados sugerem a participacdo da leptina na modulacdo de respostas imunes,
exercendo funcdo principalmente em processos inflamatdrios e patologias imuno-mediadas
(LA CAVA; MATARESE, 2004). Em macrofagos, a leptina é responsavel por aumentar a
producdo de citocinas pré-inflamatorias como a IL-12, estimulando a ativacdo de neutréfilos
(FANTUZZI, 2005).

Em relacdo a interleucina 10, nos humanos os altos niveis dessa citocina estdo
relacionados com o desenvolvimento de formas mais brandas da esquistossomose (ARAUJO
et al., 1996; MALAQUIAS et al.,, 1997) J& em modelos experimentais, a auséncia ou
diminuicdo desta citocina estd relacionada com o aumento de fibrose hepética e
desenvolvimento de esplenomegalia (BOSSHARDT et al.,, 1997). Essa citocina esta
relacionada ao desenvolvimento de atividades anti-inflamatérias devido a capacidade de
diminuir ou inibir a producdo de mediadores inflamatdrios, gerando uma resposta inflamatoria
limitada (HAWWA et al., 2011; WU et al., 2015). Além disso, mais uma vez, a adiponectina
esta relacionada com o aumento da expressdo de citocinas anti-inflamatérias como a 1L-10
(WU et al., 2015).

Nossos dados mostraram que apesar de ndo apresentarem diferengas estatisticas
significativas, os niveis dessa citocina se encontram diminuidos no grupo infectado com dieta
padrdo quando comparados ao grupo controle. Estudos em modelo experimental associados a
esquistossomose mostram que o quadro de fibrose tende a aumentar em murinos deficientes a
producdo de IL-10 e IL-12 (HOFFMANN et al., 1998; MENTINKKANE et al., 2011).

Um fator curioso foi 0 aumento de IL-10 no grupo IDH quando comparado ao grupo
IDP. Isso pode-se explicar pelo fato de o grupo IDP ndo possuir tantas reservas de tecido
adiposo quando o grupo IDH, o que gera uma menor concentracdo de leptina circulante na
corrente sanguinea. Por mais que ndo tenhamos dosado a quantidade de leptina circulante, os
dados de indice de adiposidade anteriormente apresentados mostram diferengas extremamente
significativas nos depositos de tecido adiposo entre os grupos IDP e IDH, o que
consequentemente irdo influenciar na quantidade de leptina circulante.

Como ja dito, a fase aguda da esquistossomose tem um perfil de citocinas padréo Thl,
que possuem acao pro-inflamatoria, principalmente TNF-a (PEARCE; MACDONALD, 2002;
STAVITSKY, 2004; BURKE et al., 2009). Essa citocina esta diretamente envolvida na

formagdo do granuloma esquistossomotico e individuos infectados geralmente apresentam
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niveis séricos elevados (MUTENGO et al., 2018). Nossos dados revelam que apesar de ndo
apresentarem diferenga estatistica significativa, o grupo infectado sem dieta
hipercolesterolémica apresentou um pequeno aumento desta citocina em relacdo ao grupo
controle. Esse fator pode estar relacionado a mudanca de resposta Thl para Th2 descrita
anteriormente.

Estudos mostram a associacdo entre altos niveis de TNF-a com S. mansoni com a
gravidade da doenca (MWATHA et al., 1998; HENRI et al., 2002; BOOTH et al., 2004). Em
outro estudo, TNF-o. mostrou apenas ser associado com a fibrose quando analisado
juntamente com IFN- y em modelos experimentais (HENRI et al., 2002). Em contrapartida,
existem estudos demonstrando niveis elevados de TNF-a mesmo que individuos ndo
apresentem fibrose ou apresentem fibrose leve (MUTENGO et al., 2018).

Percebemos também que quando associadas a infeccdo e a dieta hipercolesterolémica,
os niveis de TNF-a se elevam quando comparados a todos os outros grupos experimentais.
Podemos associar ao fator da influéncia do tecido adiposo que é um 6rgéo classificado como
enddcrino, secretando uma série de moléculas como TNF e MCP-1/CCL2, importantes para
este estudo, e a mudanca do tipo de resposta a fase da esquistossomose (OTTAVIANI,;
MALAGOLI; FRANCESCHI, 2011). Acreditamos que mais experimentos sdo necessarios
para elucidar melhor o papel dessa citocina durante a fase aguda da esquistossomose
experimental.

A proteina Quimiotatica de Mondcitos (MCP-1), é produzida por inimeras células
como leucdcitos, sendo produzida e secretada no tecido adiposo, atuando como quimiotatica
de macrofagos e mondcitos para sitios de inflamacédo, gerando a infiltragdo macrofagica no
tecido adiposo, principalmente em individuos obesos (KANDA et al., 2006).

Nossos resultados mostram que essa quimiocina se encontra diminuida nos grupos
IDP e IDH. Dados na literatura mostram que pacientes hiperlipidémicos possuiam os niveis
de MCP-1 aumentados correlacionado com o aumento de colesterol LDL, o que ndo
corrobora com nossos achados (VOLP et al., 2008).

Outros dados mostram que a producdo desta quimiocinas aumenta conforme o indice
de adiposidade do individuo cresce, sugerindo que a MCP-1 estd relacionada com o
recrutamento de mondcitos para o tecido adiposo (VOLP et al., 2008). Estudos revelam que a
esquistossomose ocasiona mudancas metabolicas no tecido adiposo, através da resposta
inflamatoria provocada pelo parasito, estimulando a atuacdo de TNF-o no metabolismo
lipidico, gerando um aumento de lip6lise e colaborando para a diminuigdo na quantidade de
adipécitos (VOLP et al., 2008; DO PRADO et al., 2009; TANG et al., 2018). Também ¢
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sabido que o verme provoca um tipo de compensacdo metabdlica onde em hospedeiros
hiperlipidémicos acontece a reducédo do tecido adiposo (HUSSAARTS et al., 2015).

Foram realizadas contagens de glomérulos por campo para avaliar o impacto da
infeccdo ou dieta experimental nessa estrutura renal. Essas andlises quantitativas séo
importantes para determinar de forma substancial as alteragcbes nessas estruturas. N0SS0s
dados mostraram que quando comparados os grupos CDP x IDH e IDP x IDH, percebe-se um
pequeno aumento no numero de glomérulos no grupo infectado com dieta
hipercolesterolémica em ambos os casos. Dados encontrados na literatura divergem dos
nossos achados. Altunkaynak et al., 2008 ao comparar a quantidade de glomérulos de murinos
alimentados com dieta hiperlipidica com seus grupos controle, perceberam uma diminuigéo
do numero de glomérulos no grupo alimentado com a dieta rica em lipidios. Mais
experimentos sdo necessarios para melhor estabelecer o impacto da infeccdo e dieta
hipercolesterolémica nas alteragfes estruturais renais quanto a quantidade no numero de
glomérulos.

O glomérulo é uma unidade de filtracio com demasiada organizacdo estrutural,
composto de células endoteliais, epiteliais parietais, podocitos e células mesangiais
(SCHELL; WANNER; HUBER, 2014). Na comparacdo dos parametros morfométricos
analisados relacionado aos glomérulos, foram observadas diferengas significativas entre
Varios aspectos nos grupos.

Quanto a éarea total do glomérulo, percebemos que todos 0s grupos apresentaram um
aumento no tamanho do glomérulo, quando comparados ao grupo controle. Comparando aos
nossos dados, estudos na literatura tem descrito 0 aumento no tamanho de glomérulos essa
associagdo a diversas desordens metabolicas como obesidade e diabetes mellitus (DEJI et al.,
2009; GURLEY et al., 2010). Além disso, outros estudos mostram que camundongos
submetidos a uma dieta rica em lipidicos desenvolvem resisténcia a insulina atrelada a
diversas alteragBes renais como aumento na producdo e acumulacdo renal de triglicerideos,
expansdo mesangiais, lesdo podocitaria e amontoamento de matriz extracelular de proteinas
glomerulares (JIANG et al., 2005).

Em relacdo a alteracGes desenvolvidas pela esquistossomose experimental, poucos
estudos sdo encontrados na literatura sobre a aplicagdo da morfometria ao rim de
camundongos esquistossomaoticos e ha uma grande divergéncia entre os dados devido a varios
aspectos como utilizagdo de diversos modelos experimentais, metodologias diferentes

empregadas e formas clinicas diferentes estudadas.
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Entretanto, em alguns experimentos, a lesdo renal em camundongos foi vista apenas
em uma fase “inicial” com ligeira proliferacio de células mesangiais, além do
desenvolvimento de hipertrofia e hiperplasia de células mesangiais, alteracdes na membrana
basal glomerular como distor¢des e espessamento, quadro definido como glomerulite que séo
os estdgios da inflamacdo inicial provocada pela esquistossomose (ANDRADE; SUSIN,
1974; ANDRADE; ROCHA, 1979; ANDRADE; MARCK, 1984).

Em consequéncia das alteracGes na area total do glomérulo, outros parametros
analisados como area do tufo glomerular, diametro e perimetro glomerulares e espaco de
Bowman se encontram alterados. Em modelos experimentais e estudos clinicos as alteracdes
induzidas pela obesidade que levam a injdria renal abrangem o aumento do tufo glomerular,
presenca de infiltrado inflamatorio, expansdo mesangial, quadro de glomeruloesclerose,
espessamento da capsula de Bowman, acumulo de lipidios, entre outros (KAMBHAM et al.,
2001; WU et al., 2006; ALTUNKAYNAK et al., 2008b; DEJI et al., 2009).

A barreira de filtracdo glomerular é formada por trés camadas: o endotélio fenestrado,
a membrana basal e os poddcitos. Apesar de se apresentarem como estruturas separadas, elas
sdo consideradas funcionalmente como um todo e quaisquer alteracfes nessas estruturas
levam a uma filtragdo glomerular deficiente (D’AGATI; KASKEL; FALK, 2011).

Ao avaliar os glomérulos de todos os grupos experimentais, percebemos que as areas
de capilares dos grupos de dieta infectados ou ndo, se apresentavam em menores quantidades.
As analises estatisticas revelaram resultados significantes mostrando que este fendmeno havia
acontecido. Ndo foram encontrados dados na literatura que corroborem com nossos achados,
entretanto, é sabido que na insuficiéncia renal crénica é muito recorrente a proliferacdo
anormal de células mesangiais, levando a obstrucdo capilar. Todo esse processo gera um
aumento da deposicdo de matriz extracelular e glomeruloesclerose ocasionando em reducao
da filtracdo glomerular devido ao comprometimento dos néfrons (JUNG et al., 2010).

Quanto a alteracdo capilar nos grupos de dieta hipercolesterolémica, dados na
literatura mostram que individuos obesos possuem mais comumente o desenvolvimento de
glomeruloesclerose segmentar focal, onde as lesdes desse tipo possuem um grau de
similaridade com nossos achados, sendo eles: aumento da matriz extracelular, adesédo da
capsula de Bowman, reducdo dos capilares glomerulares e aumento no ndmero de células
(DANILEWICZ; WAGROWSKA-DANILEWICZ, 2009; ARESU et al., 2010). Mais estudos
sd0 necessarios para esclarecer como a esquistossomose experimental e a dieta

hipercolesterolémica associadas, geram impacto nos capilares glomerulares.
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Na analise histopatoldgica foram observadas alteragdes teciduais induzidas durante o
desenvolvimento da infecgdo esquistossomotica e o consumo de dieta hipercolesterolémica no
hospedeiro. Nos grupos com dieta hipercolesterolémica sem infeccdo foram descritas as
seguintes alteracOes: desorganizacdo da matriz extracelular, quadro de hipertrofia glomerular,
expanséo do espaco de Bowman e alteracdo da vascularizagdo glomerular. Dados na literatura
corroboram com nossos achados onde em estudos clinicos e experimentais sdo descritas
inimeras alteragcdes funcionais e estruturais tais como: remodelamento e hipertrofia renal,
expansdo da matriz extracelular e hipertrofia de glomérulos (HALL, 2003; DANILEWICZ;
WAGROWSKA-DANILEWICZ, 2009; DO CARMO et al., 2009; ARESU et al., 2010).

Mais dados obtidos de experimentos com modelos experimentais corroboram com
nossos resultados mostrando que a obesidade tanto por alteragdes genéticas quanto induzida
por dieta podem provocar a hipertrofia glomerular gerada a partir de uma série de alteracdes
hemodinamicas decorrentes desta condicdo (COIMBRA et al., 2000; HALL, 2003; DEJI et
al., 2009; DO CARMO et al., 2009; PEREZ-TORRES et al., 2009).

Quanto a alteracbes nos grupos infectados sem dieta hipercolesterolémica, pudemos
perceber uma série de alteracGes glomerulares opostas. Grande parte dos glomérulos possuia
uma desorganizacdo da matriz extracelular presente acompanhada da atrofia glomerular e em
consequéncia da diminuicdo dessa matriz, a proporcao de células mesangiais presentes foi
inferior quando comparadas ao grupo controle e também esse grupo infectado possuia uma
menor quantidade de capilares glomerulares visivelmente presentes. Em contrapartida, outros
glomérulos foram notadas diferentes alteragdes como uma expansdo da matriz extracelular
gerando um quadro de hipertrofia. Estudos mostram uma grande variabilidade de lesdes
glomerulares de natureza patoldgica em pacientes infectados por S. mansoni (SOBH et al.,
1987).

S80 muito poucos os trabalhos que avaliam a estrutura glomerular no quadro de
esquistossomose experimental. O que encontramos na literatura é que as lesdes renais sao
ocasionadas por formacgdo de imunocomplexos na circulacdo que chegam aos glomerulos
renais. Esse fendmeno é gerado apds o desenvolvimento de hipertensdo portal, quando a
circulacdo colateral leva os antigenos parasitarios da circulacdo mesentérica para a circulagédo
geral, chegando nos rins. Ja nos rins, esses imunocomplexos séo alojados nos glomérulos,
gerando injuria renal (ALAMARTINE et al., 2011; GONCALVES; FONTES; CANUTO,
2017). Mais experimentos sdo necessarios para melhor explicar essas alteragdes mistas nos

grupos infectados com S. mansoni sem dieta hipercolesterolémica.
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E os grupos infectados com dieta hipercolesterolémica apresentaram todas as
alteracOes previamente descritas. Novamente um quadro e hipertrofia e atrofia glomerulares,
desorganizacdo da matriz extracelular, alteracGes nos capilares glomerulares, diminuicdo de
expansdo do espaco de Bowman e também foram observadas alteracdes nos tubulos ao redor
destes glomérulos, mas estas alteracfes ndao foram avaliadas até o0 momento.

Foram também avaliadas as zonas de deposicdo de colageno em todo tecido renal,
principalmente nos glomérulos onde ndo foram observadas alteracfes e nenhum processo
fibrotico nestas estruturas. Todavia, podemos perceber uma quantidade de colageno em maior
quantidade ao redor de grandes vasos no cortex renal ou medula renais nos grupos infectados
com ou sem dieta, quando comparados ao controle. As analises estatisticas constataram a
diferenca significativa entre os grupos, como descrito anteriormente. Nossos achados
corroboram com os encontrados na literatura onde também ndo foram observados pontos de
fibrose em glomérulos, somente alguns depdsitos em regides proximas a glomérulos ou vasos
corticais (ALMEIDA, 2013). Outros dados destacam também poucas alteragdes fibroticas
observadas em glomérulos de camundongos infectados com S. mansoni (ANDRADE; SUSIN,
1974).

E por fim foram observadas zonas de congestdo mais frequentes nos grupos infectados
com e sem dieta hipercolesterolémica. N&o foram achados estudos na literatura que
corroborassem com nossos achados. Entretanto sabe-se que na esquistossomose a formagéo
de granulomas hepéticos acompanhado da fibrose resulta em hipertensao portal que é um fator
gue induz mudancas vasculares importantes a niveis sistémicos, além de provocar processos
de remodelamento vascular levando parte do sangue porta para circulacdo sistémica.
Possivelmente o aparecimento destas areas de congestdo sanguinea nos grupos infectados
estdo relacionados a este fator (ROCHA et al., 1976; DIGEON et al., 1979; RAMOS;
ANDRADE, 1987; CHEEVER et al., 2002; ALMEIDA, 2013).
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CONCLUSOES

Neste estudo, foi concluido que a ingestdo de uma dieta hipercolesterolémica e a
infeccdo por esquistossomose promoveram diferentes efeitos nos animais analisados como:
alteraces significativas na massa corporal, indice de adiposidade, lipidograma e glicemia nos
animais infectados com ou sem a dieta hipercolesterolémica. Isso indica que a interacdo entre
a infeccdo por esquistossomose e a dieta rica em colesterol pode influenciar o metabolismo

dos lipidios e a resposta metabolica do organismo.

Observou-se uma reducdo nos niveis de citocinas produzidas por células peritoneais
nos grupos experimentais. Esse resultado indica uma possivel modulacdo do sistema
imunolégico em resposta a infeccdo e a dieta hipercolesterolémica, sugerindo uma influéncia
desses fatores na resposta inflamatoria e imune. Além disso foi observada desorganizacédo
estrutural nos glomérulos renais dos animais estudados. Essa alteracdo pode indicar danos nos
tecidos renais devido a interacdo entre a infeccdo por esquistossomose e a dieta rica em
colesterol, afetando a fungao renal.

No entanto, sdo necessarios mais estudos para continuar investigando as alteracdes
causadas em todo o tecido renal em modelos experimentais de esquistossomose e alimentacao
com dieta hiperlipidica. Essas pesquisas podem fornecer uma compreensdo mais completa dos
mecanismos subjacentes e ajudar no desenvolvimento de estratégias de prevencdo e
tratamento mais eficazes para a esquistossomose associada a obesidade.
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