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Resumo

RESUMO

Esquistossomose e desnutricdo sdo importantes problemas de salde publica que
acometem uma parcela significativa da populacdo mundial, sendo mais frequentes em paises
em desenvolvimento. A imunidade ou a susceptibilidade a diversas doengas infecto-parasitarias
estdo diretamente relacionadas ao estado nutricional dos individuos. Desse modo, devido as
lacunas existentes nos mecanismos que medeiam essa relagdo, mais estudos sdo necessarios.
Dessa forma, este trabalho objetivou avaliar o impacto de diferentes dietas restritivas na
infeccdo experimental por Schistosoma mansoni. Para isso, 0s animais foram divididos em
cinco grupos: Controle (CTL) (alimentados com dieta contendo 14% de proteina e 10% de
lipidios); Hipoproteico 3% e 8% (HPT 3% e 8%) (alimentados com dieta hipoproteica contendo
3% e 8% de proteina, respectivamente); Hipolipidico 2,5% e 5% (HPL 2,5% e 5%)
(alimentados com dieta hipolipidica contendo 2,5 e 5% de lipidios, respectivamente). No
momento em que houve uma diferenca de peso de, aproximadamente, 20% entre os animais do
grupo HPT 3% e o CTL, procedeu-se a infeccdo pelo Schistosoma mansoni. Cinquenta dias
apos a infeccdo, os animais foram eutanasiados e 0s vermes recuperados do sistema porta
hepatico por perfusdo das veias mesentéricas. Fragmentos de figado e intestino foram retirados
e digeridos com KOH a 10%, a fim de determinar o nimero de ovos presentes nesses 6rgaos.
Para avaliagdo do perfil de reposta imune, amostras de sangue foram coletadas em trés
momentos do periodo experimental: tempo zero, antes da infeccdo e antes da perfusdo. Animais
do grupo HPT 3% apresentaram perda ponderal significativa, além de diminuicdo dos niveis
séricos de albumina e do consumo de racédo e de proteinas, em relacdo ao CTL, caracterizando
um quadro de desnutri¢do proteico-energética (DPE). Em nenhum dos grupos houve diferenca
na média do nimero de vermes recuperados pela perfusdo e de ovos presentes no figado. Porém,
foi observado uma reducéo significativa no nimero de ovos retidos no intestino e na area do
granuloma hepético do grupo HPT 3%. A dieta hipoproteica 3% impactou na fecundidade de
fémeas de S. mansoni, uma vez que houve uma redugédo na postura de ovos no intestino de
animais que receberam essa dieta. Em animais do grupo HPT 3%, ap6s a infeccdo, ndo se
detectou aumento nos niveis de TNF-a. A restricdo de lipidios na dieta aumentou a producao
de IL-2 e IL-17, em camundongos do grupo HPL 2,5% e de IL-10 no grupo HPL 5%, com
relacdo ao CTL. Além disso, os resultados mostraram que a dieta hipoproteica 3% induziu um
quadro de DPE em camundongos, 0s quais apresentaram alteracGes caracteristicas desse quadro
de caréncia nutricional. Portanto, os dados deste trabalho demonstram que se estabeleceu um
modelo de DPE, com a utilizag&o da dieta hipoproteica 3%, a qual sera utilizada em um préximo
passo para avaliar o impacto da desnutricdo no desenvolvimento da resposta imune protetora
induzida pela vacinagdo com o antigeno Sm14 do Schistosoma mansoni.

Palavras-chave: desnutricdo proteico-energética, esquistossomose, sistema imune.



Abstract

ABSTRACT

Schistosomiasis and malnutrition are important public health problems that affect a
significant portion of the world's population, being more frequent in developing countries.
Immunity or susceptibility to various infectious parasitic diseases are directly related to the
nutritional status of the individuals. Thus, due to the gaps in the mechanisms that mediate this
relation, more studies are needed. This work aimed to evaluate the impact of different restrictive
diets on experimental infection by Schistosoma mansoni. Hence, the animals were separated
into five groups: Control (CTL) (fed with diet containing 14% of protein and 10% of lipids);
Hypoproteic 3% and 8% (HPT 3% and 8% respectively) (fed with a low-protein diet containing
3% and 8% of protein); Hypolipid 2,5% and 5% (HPL 2,5% and 5%) (fed a low-fat diet
containing 2,5% and 5% lipids, respectively). At the moment when there was a weight
difference of approximately 20% between the animals of the HPT 3% group and the CTL, they
were infected with Schistosoma mansoni. Fifty days after infection, the animals were
euthanized and the worms were recovered from the hepatic portal system by perfusion of the
mesenteric veins. Fragments of liver and intestine were removed and digested with 10% KOH
in order to determine the number of eggs present in these organs. To evaluate the immune
response profile, blood samples were collected at three moments of the experimental period: at
the start of the study at zero time, before infection and before perfusion. Animals from the HPT
3% group showed significant weight loss, as well as a decrease in serum albumin levels. In
addition, these animals consumed less food in comparison to CTL group, resulting in reduced
protein consumption, characterizing protein-energy malnutrition (PEM). Neither of the groups
presented differences between the mean number of worms recovered by perfusion and number
of eggs present in the liver. However, a significant reduction in the number of trapped eggs in
the intestine and in the area of the hepatic granuloma of the HPT 3% group was observed. The
3% hypoproteic diet had an impact on the fecundity of S. mansoni females, since there was a
reduction in egg laying in the intestine of animals that received this diet. In the animals from
the HPT 3% group, after infection, no increase of TNF-a levels was detected. The dietary lipid
restriction increased I1L-2 and IL-17 production in mice of the HPL 2,5% group and IL-10 in
the HPL 5% group, in relation to CTL group. Furthermore, the results demonstrated that the
hypoproteic diet 3% induced a pattern of protein-energy malnutrition in mice, which presented
a typical change of this nutritional deficiency. Therefore, in this study it was established a model
of malnutrition using the hypoproteic diet 3%, which will be used in a next step of the study to
evaluate the impact of malnutrition on the development of protective immune response induced
by vaccination with Schistosoma mansoni Sm14 antigen.

Key words: protein-energy malnutrition, schistosomiasis, immune system.
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1 INTRODUCAO

1.1 Desnutricao

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), a desnutricdo é uma condicao
fisioldgica anormal, desencadeada pelo consumo inadequado, desbalanceado ou excessivo de
macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipidios) e/ou micronutrientes (vitaminas e minerais),
fundamentais para o desenvolvimento do organismo (FAO, 2012). Recentemente, tem-se
discutido sobre a obesidade ser classificada como um terceiro tipo de desnutri¢do; neste caso,
ndo relacionada a falta de alimentos, mas sim a ingestdo excessiva ou desbalanceada de
nutrientes. Assim, a desnutricdo pode ser classificada em trés categorias: (a) desnutri¢do, (b)
deficiéncia de micronutrientes e (c) sobrepeso e obesidade (WHO, 2018a).

Apesar dos numerosos avan¢os nos cuidados com a saude, a desnutricao ainda é um dos
principais problemas de satde publica do século XXI. O relatério The State of Food Security
and Nutrition in the World, publicado em 2018 pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS),
mostra que 0 numero de pessoas acometidas pela desnutri¢do cronica aumentou de 804 milhdes,
em 2016, para 815 milhdes em 2017, o que corresponde a 11% da populacdo mundial. (FAO;
WHO, 2018). A distribuicdo global da desnutri¢do esta representada na figura 1.

Individuos acometidos pela desnutricdo crénica encontram-se predominantemente em
regides em desenvolvimento: sdo 515,1 milhdes na Asia (11,4%), 256,5 milnhdes na Africa
(20,4%), 39,3 milhdes na América Latina e Caribe (6,1%) e 2,8 milhGes na Oceania (7%).
Ainda que exista uma tendéncia global de diminui¢do no nimero de individuos desnutridos, em
algumas nacdes da Africa subsaariana, por exemplo, a desnutricio incide de forma alarmante
em 23,2% de seus habitantes. Em regides desenvolvidas, a desnutricdo acomete cerca de 15
milhGes de pessoas (FAO; WHO, 2018).

Globalmente, a desnutri¢éo cronica afeta 151 milhdes de criangas menores que 5 anos,
0 que corresponde a uma prevaléncia de 22,2% (UNICEF; WHO, 2018). Dados mais recentes
da OMS apontam que a desnutri¢ao e responsavel por 3,1 milhdes de mortes em criancas (45%
da mortalidade infantil). Dada a importancia epidemiologica e a relevancia da doenga, a OMS

cita a desnutricdo como a maior ameaca a saude publica mundial (COHEN, et al., 2017).
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Figura 1 - Mapa da fome 2017. Fonte: Adaptado de WHO, 2018.

No Brasil, dados publicados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
através da Pesquisa de Orcamentos Familiares - POF 2008-2009, mostraram redugdo nos
indices de desnutricdo em criancas com idade inferior a 5 anos. Nas regiGes Norte e Nordeste,
os indices sdo entre 8,5% e 5,9%. Ja nas regides Sudeste e Sul, esse percentual encontra-se entre
6,1% e 3,9% e na regido Centro-oeste corresponde a 6,1% (POF, 2008-2009) (BRASIL, 2010).
No Brasil, estimativas da POF (2008-2009) e da FAO/WHO (2018) mostram que as taxas de
desnutricdo se encontram entre 6% a 7%, em crian¢as menores de 5 anos de idade.

A implementacdo de programas sociais que garantem a seguranca alimentar da
populacéo contribuiu de forma significativa para essa reducdo (IFPRI, 2016). N&o temos dados
mais recentes de inquéritos nacionais, a respeito dos dados antropométricos da populacdo
brasileira. Essas informacdes serdo coletadas na futura Pesquisa Nacional de Demografia e
Saude (PNDS), segundo informacges do IBGE.

Todavia, um relatério elaborado por cerca de 20 entidades da sociedade civil e
apresentado em julho de 2017, sobre o desempenho do Brasil no cumprimento dos 17 objetivos
de desenvolvimento sustentavel da Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU), traz um alerta
sobre o risco de o pais retornar ao Mapa da Fome. Intitulado “Relatério Luz”, o estudo indica
a iminéncia de o Brasil voltar ao mapa da fome apenas trés anos apés deixar de figurar entre 0s
paises que o integram, um resultado preocupante diante dos compromissos de erradicar a

pobreza e eliminar a fome, assumidos como parte dos Objetivos do Desenvolvimento
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Sustentével, a serem cumpridos até 2030. O relatorio revela ainda que o risco se deve a uma
combinacé&o de fatores registrados desde 2015, como a alta do desemprego, 0 avango da pobreza
e 0 congelamento de gastos publicos (FIOCRUZ, 2018).

Etiologicamente, a desnutricao estd associada a fome, ao consumo de dietas inadequadas
em termos qualitativos e quantitativos e a outras doencas que, por ventura, aumentam a
demanda pelo uso de nutrientes pelo organismo e/ou causam um desequilibrio na absorcéo,
digestdo e excrecdo dos mesmos (JENSEN et al., 2009; GAT-YABLONSKI et al., 2013).
Assim, varios tipos de desnutricdo podem ser desencadeados de forma independente ou
simultanea a diversas patologias (STINNETT, 1983; SAUNDERS; SMITH, 2010).

A desnutricdo desenvolve-se progressivamente no organismo e modifica a
biodisponibilidade de nutrientes no sangue, levando a alteracdes metabdlicas adaptativas, com
0 intuito de manter a homeostase (MONTE, 2000). Sua instalacdo e gravidade dependem das
causas, intensidade e duracdo da caréncia, e nos casos severos pode levar o individuo a 6bito
(BONANNI, 2011)

Atualmente, o tipo de desnutricdo que prevalece no ambito mundial é a desnutricdo
proteico-energética (DPE) (KEUSCH, 2003; IYER et al., 2012; RHO et al., 2017; SISODIA,;
AKERKAR, 2018), que segundo a OMS caracteriza-se como uma gama de condic¢des
patologicas com deficiéncia simultdnea de proteinas e calorias em diversas proporcoes e
comumente acompanhada de infec¢des (WHO, 1973). A relacdo desnutri¢do-infeccdo pode ser
vista sob a Otica de dois aspectos: no primeiro deles, a desnutricdo € responsavel por alterar 0s
mecanismos de defesa do individuo, e no segundo, a infec¢do leva ao agravamento do quadro
de deficiéncia nutricional previamente instalado (BRUNDTLAND, 2000; SCRIMSHAW,
2003).

O consumo de dietas com reduzido teor de proteinas e calorias, associado ou nao a
ingestdo inadequada de lipidios, vitaminas e minerais, estabelece a base do desequilibrio
metabdlico que acomete o individuo na DPE (WATERLOW et al., 1996). A DPE ao modificar
0 metabolismo proteico, induz um estado catabolico, no qual o balango nitrogenado € negativo,
0 que afeta a capacidade de sintese e distribui¢do de proteinas no organismo (POWANDA,
BEISEL, 2003; MITHAL et al., 2013).

A DPE tambem altera o metabolismo de carboidratos, o que pode levar a um quadro de
hipoglicemia, modificagdes nas concentragdes sericas de insulina e glucagon, além do aumento
na gliconeogénese (NUTTALL et al., 2008; JIA et al., 2012). Uma vez que as proteinas sdo o

principal componente estrutural das células e os carboidratos sdo a fonte primaria de energia,
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caso o fornecimento dessas macromoléculas seja continuadamente menor que o adequado, o
metabolismo perde a sua capacidade adaptativa e todos os tecidos, 6rgdos e sistemas tornam-se
propensos a faléncia (IMNA, 2005; WAITZBERG, 2006).

Além disso, a DPE pode provocar efeitos psicossociais deletérios, como depressdo e
ansiedade (SAUNDERS; SMITH, 2010), ocasionar retardo no crescimento e no
desenvolvimento (MONTEIRO et al., 2009) e diminuir a funcdo cognitiva do individuo (WHO,
2011).

Recém-nascidos, criangas, idosos, individuos com distarbios alimentares e/ou sob dietas
radicais ou ainda pacientes hospitalizados, portadores de neoplasias e/ou doencas cronicas
constituem os grupos mais susceptiveis a DPE (WAITZBERG et al., 1999; BRUNDTLAND,
2000; AKNER; CEDERHOLM, 2001; NOVA et al., 2002; SAWAYA, 2006).

A DPE é capaz de comprometer a homeostase do organismo e gerar efeitos adversos
que podem ser clinicamente diagnosticados (LEAN, 2010; SAUNDERS et al., 2011). Suas
manifestacdes clinicas variam de acordo com a gravidade da deficiéncia proteico-energética,
com a idade do paciente e com sua possivel associacdo a outras doencas. A DPE pode
manifestar-se clinicamente como Marasmo e Kwashiorkor, as quais podem ocorrer de forma
isolada ou combinada (sindrome Kwashiorkor-marasmaética), sendo que ambas as formas séo
classificadas como desnutri¢cdo aguda grave.

Considerando-se a avaliagdo antropométrica, segundo a OMS, o Marasmo ¢é definido
por um valor de peso para estatura (P/E) com indices inferiores a 3 desvios-padrdo (DP) abaixo
da média (escore z de P/E <-3). Enquanto que o Kwashiorkor € caracterizado pela presenca de
edema depressivel bilateral, independente de valores antropométricos. Os pacientes também
podem se apresentar com Kwashiorkor-marasmatico, com edema sobreposto a grande perda de
peso (WHO, 2006; IBRAHIM et al., 2017).

O Marasmo, a forma mais comum de DPE, caracteriza-se por uma privacao cronica na
ingestdo de energia e instala-se nos primeiros anos de vida, preferencialmente no decorrer do
primeiro ano. Tem sido frequentemente observado em criangas com seis meses de idade em
fase de desmame precoce, quando passam a receber alimentacdo deficiente (VOLTARELLI,
MELLO, 2008). A crianga marasmatica é muito magra, apresenta retardo no crescimento,
evidente perda de massa muscular, gordura subcutanea escassa ou ausente e extremidades muito
delgadas e abdomen as vezes proeminente. A face tem uma aparéncia de “velho” e as pregas
frouxas da pele podem ser vistas, principalmente nas nadegas. (MONTE, 2000; IBRAHIM,
2017).
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Kwashiorkor é caracterizada pela predominancia da caréncia proteica e manifesta-se
com maior frequéncia nos trés primeiros anos de vida (VOLTARELLI; MELLO, 2008). Ocorre
em populac6es nas quais o alimento basico, como a mandioca, é deficiente em proteinas, ou as
proteinas presentes nos alimentos, como o milho, sdo de méa qualidade (SHILS et al., 2003). As
principais caracteristicas da manifestacdo do Kwashiorkor s&o retardo de crescimento, edema
depressivel que se localiza principalmente nos membros inferiores, mas que pode atingir todo
0 corpo, hepatomegalia acentuada devido a esteatose hepatica, alteracBes mentais e de humor.
Podem ocorrer alteracfes na textura e cor dos cabelos, assim como queda e perda de brilho, e
também lesGes de pele, como despigmentacao e descamacdo. Sintomas como anorexia, diarreia,
infeccbes e deficiéncias de micronutrientes (vitamina A, zinco e ferro) sdo também
frequentemente encontradas (MONTE, 2000; IBRAHIM, 2017).

1.2 Desnutricao e sua relacdo com o sistema imune

A relacdo entre as areas da Nutricdo e Imunologia foi formalmente reconhecida no inicio
da década de 1970, quando avaliacbes da funcdo do sistema imune foram introduzidas como
parte da avaliacdo do estado nutricional de pacientes (BISTRIAN et al., 1975). Atualmente, tem
sido amplamente aceito que a imunidade ou a susceptibilidade a diversas doengas infecto-
parasitarias estdo diretamente relacionadas ao estado nutricional dos individuos (BAPAT et al.,
2015; BOURKE et al., 2016).

Ja foi demonstrado que deficiéncias nutricionais de vitaminas e de minerais afetam as
funcbes do sistema imune (BEISEL, 1982). O grau de extensdo deste comprometimento
relaciona-se ao nutriente envolvido, da sua interagdo com outros nutrientes, da gravidade da
deficiéncia, da presenca de infeccdo e da idade do individuo (CHANDRA, 1997).

Dessa forma, o estado nutricional se inclui entre os fatores capazes de alterar o perfil da
resposta imunoldgica. A desnutricdo modifica a defesa do organismo, tendo efeitos tanto na
resposta imune inata quanto na adaptativa. Estudos clinicos e epidemiologicos sugerem que as
deficiéncias nutricionais alteram a imunocompeténcia e aumentam o risco de infec¢do, sendo a
desnutricdo reconhecida como a causa mais comum de imunodeficiéncia em todo o mundo
(CHANDRA, 1997; COHEN et al., 2017). Essas deficiéncias sao complexas, frequentemente
envolvendo escassez caldrica, proteica e graus variados de caréncia de vitamina A, vitamina E,
vitamina B6, folato, zinco, ferro, cobre e selénio (CHANDRA, 1986; NEUMANN et al., 2004;
THAKUR et al., 2004).
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Existe uma relacdo dindmica entre doenca, imunidade e nutricdo. A imunidade do
hospedeiro depende da proliferagdo celular e da sintese proteica, por essa razao é diretamente
afetada pelo estado nutricional do individuo, que determina a habilidade metabdlica celular e a
eficiéncia com que a célula reage aos estimulos, dando inicio e continuidade as respostas
imunes (BRUNETTO et al., 2007).

Dessa forma, as deficiéncias nutricionais afetam o funcionamento do sistema imune,
que por sua vez pode alterar a suscetibilidade do individuo a infecBes parasitarias e/ou a
desordens imunoldgicas. Além disso, muitos fatores afetam o grau e a distribuicdo da
desnutricdo em todo o mundo, sendo a pobreza o principal motivo. Outros fatores incluem:
instabilidade socioecondmica, baixos niveis educacionais, condi¢des de vida insalubres, habitos
alimentares inadequados, escassez ou ineficacia dos programas relacionados a nutricdo e
transtornos alimentares (RYTTER et al., 2004; BAPAT etal., 2015). A figura 2 ilustra a relagcdo

entre desnutri¢do, infecgdo e imunidade.
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Figura 2 - Relac@o entre desnutricdo, infeccdo e imunidade. Existe uma relacdo direta entre
desnutricdo e aumento da suscetibilidade a doengas infecciosas. Fatores socioecondémicos (pobreza e
baixos niveis educacionais), servicos de satde insuficientes e alteracbes comportamentais (transtornos
alimentares) contribuem para uma ingestdo alimentar inadequada, a qual pode levar a desnutricéo.
Deficiéncias nutricionais afetam o funcionamento do sistema imune, que por sua vez pode alterar a
suscetibilidade do individuo a infecBes e/ou a desordens imunoldgicas. Fonte: Adaptado de Bapat et al.,
2015.
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De uma forma geral, os trabalhos mostram que a natureza precisa da imunodeficiéncia
na desnutricdo permanece incerta; no entanto, o consenso das evidéncias disponiveis é que tanto
a imunidade inata quanto a adaptativa sdo prejudicadas pela desnutri¢do. Os defeitos na fungéo
imune inata incluem: funcéo de barreira epitelial comprometida na pele e no intestino, atividade
microbicida reduzida de granuldcitos, menor nimero de células dendriticas e de proteinas do
complemento circulantes. Os defeitos na imunidade adaptativa compreendem: niveis reduzidos
de IgA soluvel na saliva e lagrimas, atrofia dos 6rgaos linfoides primarios, reducédo de células
B circulantes, uma mudanca do perfil de citocinas produzidas do tipo Th1l para Th2 (RYTTER
etal., 2014).

Ja é bem estabelecido na literatura que a atrofia do timo é uma alteracéo importante na
desnutricdo, com significativa diminuicdo da funcdo das células T e um aumento do nimero de
células com falhas no processo de diferenciagdo (CHANDRA, 1974; KEUSCH et al., 1987;
JAMBON, 1988; PARENT, 1994; GARLY, 2008). Foi evidenciado que a DPE prejudica a
linfoproliferagdo e diminui a quantidade de linfocitos no timo, baco e em regiGes timo-
dependentes dos linfonodos (FOCK et al., 2010; NAKAJIMA et al., 2014). A reducdo dessas
células é decorrente da diminuicdo da populacdo de progenitores linfoides e de alteragdes nos
processos de proliferacdo, diferenciacdo e maturagdo das mesmas (SAVINO, 2002; NAJERA
et al., 2004; FOCK et al., 2010; NAKAJIMA et al., 2014).

Estudos que investigaram se o namero de linfocitos T no sangue foi afetado em criancas
desnutridas apresentaram resultados controversos. Em alguns trabalhos, nenhuma alteracédo na
proporcdo de linfocitos T foi observada (NAJERA et al., 2004; RIKIMARU et al., 1998;
FAKHIR et al., 1988; NAJERA et al., 2002); enquanto outros encontraram diminuicio na
proporcao dessas células (OZHAN et al., 1993; PARENT et al., 1994; CHEVALIER et al.
1994; HAGEL et al., 2003). Com relagdo a contagem de linfocitos TCD4*, também néo existe
um consenso na literatura. Algumas publica¢6es encontraram reducdo nos niveis dessas células
(CHEVALIER et al., 1994; NOURELDIN et al., 1999), enquanto outras encontraram niveis
similares ou aumentados (RIKIMARU et al., 1998; NAJERA et al., 2002, 2004, 2007, 2017;
NASSAR et al., 2007; HUGHES et al., 2009). De acordo com Najera et al. (2004), esses
resultados controversos podem estar associados a varios fatores, como a metodologia
empregada, o tipo e o grau de desnutricdo e a presenca ou ndo de infeccao.

No entanto, o0 processo de ativacdo dos linfocitos T parece ser um dos principais
mecanismos que impedem a ativagdo completa da imunidade durante a desnutrigdo. Tem sido

constatado que animais desnutridos apresentam redugdo na expressao de moléculas associadas
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com o processo de ativacdo e proliferacio, como é o caso de CD25 e CD71 (CORTES-
BARBEREMA et al., 2008). Outros estudos mostraram que criangas com desnutri¢do
apresentaram niveis reduzidos de linfocitos T efetores (CD62L e CD28) (NAJERA et al., 2007),
de linfécitos T ativados (CD69 e/ou CD25) (NAJERA et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2005;
RODRIGUEZ et al., 2007) e de linfécitos T de meméria (CD45R0O*) (NAJERA et al., 2004;
NAJERA et al., 2017). Esta ativacdo comprometida de células T tem sido associada com baixa
producdo de citocinas, as quais sao os principais mediadores solGveis da imunidade de célula T
(RODRIGUEZ et al., 2005).

A DEP prejudica a capacidade dos linfdcitos de ratos de proliferarem e produzirem
interferon-y (IFN-y), citocina associada a resposta Thl (MENGHERI et al.,, 1992).
Similarmente, células T de camundongos, submetidos a jejum por 48 horas, quando ativadas in
vitro apresentaram capacidade reduzida de produzir interleucina-2 (IL-2) e citocinas Th1l, como
0 IFN-y (SAUCILLO et al., 2014). Resultados semelhantes também foram encontrados em
criangas desnutridas, as quais apresentaram niveis diminuidos de citocinas importantes para a
diferenciacédo de células T (IL-12, IL-18 e IL-21) e citocinas da resposta de células Thl (IFN-y
e IL-2) (GONZALEZ-TORRES et al., 2013; HUGHES et al., 2009).

Estudos demonstram que a DPE reduz a captagdo de glicose por linfdcitos e modifica a
producdo de citocinas por essas células, podendo afetar o metabolismo e a ativacado de linfocitos
T CD4" e CD8" e aumentar a secrecdo IL-4 por essas células, o que denota uma alteragdo no
balanco Thl / Th2 resultante da DPE (RODRIGUEZ et al., 2005; MACIVER et al., 2008;
GONZALEZ-TORRES et al., 2008; SAUCILLO et al., 2014). Em conjunto, esses achados
sugerem que a desnutricdo, por favorecer um perfil de reposta Th2, predispde a determinados
tipos de infecgio (GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2008).

A capacidade efetora de linfocitos antigeno-especificos € regulada por células
apresentadoras de antigenos, com destaque para as células dendriticas e macréfagos (BOUSSO,
2008). Dados da literatura mostram que a DPE promove uma queda no nimero de células
dendriticas no baco e sangue, reduz a sua capacidade de ativar linfocitos T e diminui a produgéo
de IL-12 e IFN-y por essas células, comprometendo sua fun¢do (NII'YA et al., 2007; HUGHES
etal., 2009). A DPE também altera a funcdo dos macrofagos, uma vez que diminui sua producao
de citocinas pré-inflamatorias e induz apoptose dessas células, desencadeando um estado de
imunodeficiéncia (MCCARTER et al., 1998; RIVADENEIRA et al., 2001).

Além disso, a DPE reduziu a expressao de L-selectina, podendo impactar na capacidade

de migracéo de leucdcitos para os locais de inflamacdo (LANDGRAF et al., 2007). Os niveis e
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atividade de proteinas do sistema complemento, como C3, C5 e fator B, estdo diminuidos na
desnutricdo, o que prejudica a opsonizacdo de patdgenos e aumenta a probabilidade de
infeccdes oportunistas (SIRISINHA et al., 1973; HALLER; ZUBLER; LAMBERT, 1978;
CHANDRA, 1983; EKANEM et al., 1997; RIKIMARU et al., 1998).

Os niveis de linfocitos B circulantes encontram-se reduzidos em criangas desnutridas.
Néjera et al. (2004) encontraram diminuicdo significativa nas proporcdes de células B em
criancas que apresentavam DPE e infeccOes respiratorias e gastrointestinais, em comparacao
com criancas eutroficas (estado nutricional adequado) que também apresentavam o quadro
infeccioso. Outros trabalhos descritos na literatura corroboram com esse achado (RIKIMARU
etal., 1998; HAGEL et al., 2003).

Estudos experimentais sugerem que a desnutricdo altera os mecanismos de defesa
imunolodgica das mucosas e compromete a morfologia e a funcao da barreira intestinal, contra
a invasdo de micro-organismos e agentes patogénicos. E possivel que em criancas com DEP
exista uma falha na sintese de imunoglobulina A (IgA), ou que elas apresentem algum bloqueio
no transporte de IgA para a superficie das mucosas (SIRISINHA et al., 1975; YAKUBU, 1982;
CHANDRA, 1989).

Reddy et al. (1976), demonstraram que a desnutricdo grave pode comprometer a
resposta mediada por IgA. Ao investigarem um grupo de criangas com desnutricdo do tipo
Kwashiorkor-marasmatico, a concentracao de IgA em fluido duodenal, salivar, secre¢des nasais
e lagrimas estavam significativamente reduzidas quando foram admitidas, e voltaram ao normal
quatro semanas apés tratamento.

A forma de apresentacdo da fonte nitrogenada em aminoacidos, peptideos ou proteinas
influencia a atividade imune da mucosa. Menezes et al. (2003) mostraram que as proteinas
provenientes da dieta na forma intacta ou de peptideos (forma imunogénica), que podem ser
apresentados pelo MHC e dessa forma reconhecidos pelo sistema imune, sdo fundamentais para
a maturacdo imunoldgica. Camundongos que receberam desde o desmame até a idade adulta
dieta livre de proteinas intactas, substituidas por quantidades equivalentes de aminoacidos (Aa),
apresentaram crescimento corpéreo normal, porém desenvolveram alteracbes no
desenvolvimento do sistema imune. Esses animais apresentam diminuicdo no numero de
células na lamina propria e de linfocitos intraepiteliais, além de alteracfes na morfologia das
vilosidades intestinais. A producdo de IgA secretoria (sIgA), imunoglobulinas séricas totais,

IgA e 1gG séricos é comprometida. Essas caracteristicas foram semelhantes as de camundongos
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neonatos. Com isso, esse trabalho mostrou que a estimulacdo antigénica pelas proteinas da dieta
apo6s o desmame é fundamental para a maturagdo do sistema imune (MENEZES et al., 2003).

Outros trabalhos também demonstraram que o ingestdo de dieta isenta de proteinas
intactas desde o desmame até a vida adulta pode comprometer a funcéo do sistema imunolégico.
Camundongos que foram alimentados com dieta contendo aminoacidos e infectados com
Leishmania major apresentaram maior susceptibilidade a infec¢do, o que pode estar relacionado
ao comprometimento da polarizacdo Thl e estado imaturo das células apresentadoras de
antigenos (AMARAL et al., 2010). Em um outro estudo, Amaral et al. (2006) demonstraram
que camundongos alimentados com a dieta Aa, durante 0 mesmo periodo citado anteriormente,
recuperaram sua capacidade de producdo de imunoglobulinas, apés trés dias da introducgéo da
dieta controle (contendo caseina). Além disso, os resultados mostraram que a recuperacao foi
dependente da quantidade de proteina intacta presente na dieta, sendo que um requerimento de,
no minimo, 5% de proteina integra foi necessario para a restauracdo dos niveis de slgA, IgG e
IgM e 10% de caseina para restabelecer os niveis de IgA.

Algumas alteracbes encontradas nos animais que receberam dietas contendo
aminoéacidos livres sdo semelhantes as encontradas em animais germ-free, como reducéo das
placas de Peyer, alteracbes morfoldgicas das vilosidades intestinais, reducdo de células na
lamina prdépria, diminuicdo de linfdcitos intraepiteliais, reducdo de slgA e imunoglobulinas
séricas (BOS et al., 1988; MACPHERSON; HARRIS, 2004). Além disso, alteracdes
imunolodgicas encontradas em animais germ-free, alimentados com dietas sem antigeno séo
mais graves (HASHIMOTO et al., 1978; HOOIJKAAS et al., 1984), o que sugere que as
proteinas da dieta e a microbiota participam do desenvolvimento imunoldgico (FARIA et al.,
2013). A figura 3 sumariza os principais parametros imunes afetados pela desnutricao.
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Desnutrig¢io proteico-energética
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Figura 3 - Principais parametros do sistema imune afetados pela DPE. A desnutri¢do esta entre 0s
fatores capazes de determinar a variabilidade na resposta imune do hospedeiro, modificando a defesa
do organismo, tendo efeitos tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa. Fonte: Adaptado de
Rytter et al., 2014.

1.3 A Esquistossomose

A esquistossomose destaca-se, mundialmente, como uma das parasitoses mais
importantes, sendo considerada a segunda doenca parasitaria mais relevante em satde publica
no mundo, superada apenas pela malaria (BRASIL, 2014). Na maioria dos individuos residentes
nas areas endémicas, a doenca caracteriza-se pelo aparecimento de episodios de fraqueza, dor
abdominal e diarreia, sendo que estes sintomas sdo comuns a outros tipos de infeccdes. Dessa
forma, as evidéncias atuais sugerem que as esquistossomoses, embora raramente letais, tém
impacto significativo na qualidade e na expectativa de anos de vida saudaveis, tanto na infancia
guanto na idade adulta. Repetidas infeccdes e infeccBes cronicas estdo associadas com a
presenca de desnutricdo, anemia, diarreia, fadiga, prejuizos cognitivos, e em criancas a déficits
ponderal e de crescimento linear (KING et al., 2005, 2010). Uma pequena percentagem da
populacdo, porém, desenvolve formas clinicas mais graves da doenga, as quais s&o
denominadas como hepatointestinais ou hepatoesplénicas. (PRATA; BINA, 1968). No entanto,
devido aos programas de controle para a doenca, estas formas estdo cada vez mais raras no
Brasil (COURA; AMARAL, 2004).

Os agentes etioldgicos das esquistossomoses sdo trematddeos de diferentes espécies do
género Schistosoma. Dentre as espécies desse género, trés sdo as mais importantes para a saude

humana: Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium e Schistosoma japonicum,
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causadores da esquistossomose mansoni, esquistossomose hematobica e esquistossomose
japonica, respectivamente. (GRYSEELS et al., 2006; LATIF et al., 2013). A patologia referente
as especies S. mansoni e S. japonicum, relaciona-se a formacdo de fibrose hepato-intestinal
crbnica, decorrente, principalmente, da deposicdo dos ovos das fémeas do verme em 06rgaos,
como o figado. J& a patologia associada a infeccéo pela espécie S. haematobium, que habita nos
vasos sanguineos da bexiga, caracteriza-se por uma doenca que afeta o trato urinério
(GRYSEELS et al., 2006; BURKE et al., 2009).

A OMS estima que as esquistossomoses afetam cerca de 240 milhdes de pessoas em
todo 0 mundo e representam ameaca para mais de 700 milhGes de individuos que vivem em
areas de risco, sendo que, somente no ano de 2016, mais de 89 milhdes de pessoas necessitaram
de tratamento para a doenca. A distribuicdo geografica da esquistossomose abrange 78 paises,
distribuidos nos continentes africano, americanos (sul e central) e asiatico. Dentre essas regioes,

a Africa é a mais afetada pela doenca, compreendendo 90% de todos os casos (WHO, 2018b).

A distribuicdo global da doenca esta representada na figura 4.

Il High (prevalence > 50%) [ Countries requiring evaluation of schistosomiasis status %

B Moderate (prevalence 10%-49%) in order to verify if interruption of transmission has been achieved 0 /
% T Low (prevalence < 10%) [ Non-endemic countries
Not applicable
ppl

Figura 4 - Distribui¢do da esquistossomose no mundo. Fonte: World Health Organization, 2012,

No Brasil, a esquistossomose € causada pela unica espécie endémica, 0 S. mansoni.
Dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2014) estimam que aproximadamente 25 milhdes de

pessoas que vivem nas zonas rurais e agricultaveis ou nas areas periféricas de algumas cidades
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brasileiras estejam expostas ao risco de contrair a doenca, e que 5,2 a 6 milhdes se encontram
infectadas. As areas endémicas e focais abrangem 19 Unidades Federadas, ocorrendo de forma
endémica nos estados do Alagoas, Maranhdo, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte (faixa
litoranea), Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais (predominantemente no Norte e
Nordeste do estado). No Para, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana,
Rio Grande do Sul, Goiés e no Distrito Federal, a transmissdo é focal, ndo atingindo grandes
areas (BRASIL, 2014).

Com o intuito de avaliar o impacto das doencas, inclusive infecto-parasitarias, sobre a
salde das populages atingidas, foi introduzido o calculo do DALY (disability-adjusted life-
years lost), indicador quantitativo da carga provocada pela doenca sobre o individuo e que
reflete a quantidade total de vida saudavel perdida em consequéncia de morte prematura ou de
qualquer grau de incapacidade fisica ou mental causada pela doenca, durante certo periodo
(HOMEDES, 1995). Segundo esse indicador, a esquistossomose foi responsavel por 3,31
milhdes/DALY (HOTEZ et al., 2014).

A transmissao da esquistossomose ocorre através da contaminacéo de cole¢Ges hidricas,
por fezes de individuos doentes, em locais onde se encontra o hospedeiro intermediario do
parasito. Fatores econdmicos, sociais e ecolégicos contribuem para a continua transmissdo da
doenca, sendo que as precarias condi¢des de saneamento basico, o baixo poder socioecondmico
dos moradores das areas endémicas, 0s habitos de vida, a migracdo populacional, a presenga
dos hospedeiros intermediarios do parasito e o clima, sdo condi¢bes que contribuem para
permanéncia da transmissao da mesma (LOUREIRO, 1989; KLOQS, et al., 2008; KLOOS, et
al., 2010).

1.3.1 Ciclo de desenvolvimento do Schistosoma mansoni

O S. mansoni possui um ciclo biolégico complexo que se caracteriza por uma fase de
reproducdo sexuada dentro do hospedeiro definitivo vertebrado (homem ou pequenos
mamiferos), onde ocorre maturacdo dos vermes, e a fase de reproducdo assexuada dentro do

hospedeiro intermediario (caramujos do género Biomphalaria) (DAVIS, 1985).

O ciclo de vida do S. mansoni tem inicio com a eliminac¢do dos ovos do parasito junto
com as fezes do hospedeiro definitivo, que em contato com agua doce, eclodem liberando larvas
ciliadas, denominadas miracidios. Estes, livres em meio aquéatico, encontram o hospedeiro

intermediéario e iniciam a penetracdo nestes moluscos com o auxilio de secre¢des glandulares e
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movimentos rotatorios. Apds a penetracdo, a larva perde o revestimento epitelial ciliado, e as
demais estruturas de penetracdo sdo gradualmente substituidas até que, no segundo dia, uma
nova camada superficial continua aparece, formando, entao, o esporocisto primario. No 14° dia
apos a penetracdo, o esporocisto primario formado inicialmente se enovela e aumenta de
tamanho, apresentando de 150 a 200 células germinativas, as quais dardo origem aos
esporocistos secundarios. Estes apds completamente formados migram para a glandula
digestiva do molusco, iniciando o desenvolvimento de cercarias (larvas infectantes para o
hospedeiro vertebrado) (NEVES, 2005). A formacdo completa das cercérias, até a sua
emergéncia, ocorre de 27 a 30 dias apds a penetracdo dos miracidios (PAN, 1965). Essas
cercérias sdo eliminadas pelo molusco e, ao encontrar o hospedeiro definitivo, penetram
ativamente na pele. Ao tocar na pele do hospedeiro, as cercarias fixam-se fortemente, sendo
estimuladas pelo calor e pela presenca de L-arginina (HAAS et al., 1976; HAAS et al., 1997),
0 que permite um contato prolongado entre o parasito e o0 hospedeiro, contribuindo para a
penetracao das cercarias atraves da pele. A partir disso, as cercarias iniciam a invasdo da pele
através da acdo vibratéria da cauda e da secrecdo das glandulas pré-acetabulares, as quais
possuem proteases (HAAS et al., 1997). A invasdo da pele pelo parasito resulta em perda da
cauda e em alteracbes morfofisioldgicas, desencadeadas pelas mudancas de temperatura e
osmolaridade, transformando as cercarias em esquistossomulos (STIREWALT, 1974). Através
da circulacdo sanguinea, os esquistossdmulos sdo conduzidos para os pulmdes e entdo, chegam
até as veias do sistema porta intra-hepatico, local em que sofrerdo maturacdo em vermes adultos
(MILLER; WILSON, 1978). Os vermes adultos se acasalam, migram para 0s ramos terminais
das veias mesentéricas, onde as fémeas iniciam a oviposi¢do 30-40 dias ap0s a infec¢do. Cada
casal pode produzir cerca de 300 ovos por dia. Parte desses ovos, cerca de 50%, atravessa as
paredes do intestino, sendo eliminados com as fezes, dando continuidade ao ciclo de vida do
parasito (figura 5). Os demais ovos permanecem na corrente sanguinea e ficam retidos nos
tecidos do hospedeiro, podendo induzir a formacdo de granulomas hepéticos e intestinais,
hepatoesplenomegalia e fibrose periportal (VON LICHTENBERG, 1987; CHEEVER, 1992).
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Figura 5 - Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. As cercérias ao sairem do caramujo nadam em
busca de um hospedeiro definitivo, penetram por sua pele perdendo a cauda e iniciam o processo de
transformacdo em esquistossémulos. Estes, através da circulagdo sanguinea, sdo conduzidos até os
pulmdes e entdo, migram até o sistema porta-hepético, onde completam o desenvolvimento. Vermes
adultos, acasalados, migram até as vénulas do mesentério do intestino e as fémeas iniciam a deposi¢do
de ovos, os quais poderdo ser carreados através do fluxo sanguineo para outros 6rgdos ou poderdo
atravessar a mucosa do intestino caindo na luz intestinal, sendo eliminados com as fezes. Em &gua fresca
0s ovos eclodem e liberam os miracidios que nadam e penetram no hospedeiro intermediario, a
Biomphalaria. Os estagios no caramujo incluem duas geragdes de esporocistos, producao e liberagédo de
cercarias. Fonte: Adaptado de CDC: https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html.

1.3.2 Imunopatologia da Esquistossome mansoni

A infeccdo causada pelo Schistosoma mansoni pode levar a varias manifestaces
clinicas no hospedeiro definitivo. A localizacdo do parasito, a intensidade da infeccdo e a
resposta imune do individuo sdo fatores determinantes para a evolucao clinica dessa parasitose
(TORRES, 1976; BOROS, 1989). No curso da infec¢do pelo S. mansoni, individuos infectados
podem apresentar duas fases distintas da doenga: a fase aguda e a fase cronica, que diferem
entre si em relacdo as manifestacdes clinicas e imunoldgicas (BOROS, 1989).

A fase aguda representa o estagio inicial da doenga, o qual é caracterizado pela
penetracdo das cercarias, migracdo de esquistossomulos e vermes adultos pelos tecidos do
hospedeiro definitivo, seguido pelo inicio da ovoposicao. A resposta imune contra o S. mansoni
tem inicio assim que as cercarias penetram através da pele do hospedeiro definitivo e liberam
varias moléculas imunogénicas, através da secrecdo das glandulas acetabulares, as quais

contribuem nesse processo de penetracdo e na transformacdo em esquistossdmulos
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(LAMBERTUCCI et al., 1997; HAAS et al., 1997). Durante essa fase de invasao, a resposta
imune € inicialmente inata, seguida, poucos dias depois, por uma resposta imune adaptativa do
tipo Thl dominante. Apds a maturacdo dos parasitos, a qual ocorre cinco ou seis semanas de
infeccdo, inicia-se a producdo de ovos e a resposta imune do tipo Thl (IFN- vy, IL-1, IL-2, IL-
6), que € caracteristica do inicio da infec¢do, comeca a declinar, enquanto a resposta do tipo
Th2 (IL-4, IL-13 e IL-5) aumenta (BURKE, et al., 2009).

Com relacdo as manifestacdes clinicas na esquistossomose aguda, o individuo podera
apresentar sinais e sintomas inespecificos (mal-estar, febre, cefaleia, perda de peso, anorexia,
artralgia, mialgia e edema), respiratérios (tosse, dispneia, dor toracica e alteracdes das provas
de funcdo pulmonar e da radiografia do torax), digestivos (dor abdominal, diarreia,
hepatoesplenomegalia e elevacdo das enzimas hepaticas), neuroldgicos (encefalite e mielite),
além de eosinofilia (NEVES, MARTINS; TONELLLI, 1966).

A presenca dos ovos no organismo do hospedeiro propicia a formacéo de uma reagéo
inflamatoria focal, composta por uma variedade de células mononucleares fagociticas e outros
tipos celulares, dispostos de forma organizada, denominada granuloma (BOGLIOLO, 1959;
LENZI et al., 1998). A fase cronica da esquistossomose é caracterizada pelo aumento
significativo na producdo de IL-10, sendo que a mesma € responsavel pela modulagdo da
producio e das funcdes efetoras dos mediadores pro-inflamatérios (ARAUJO et al., 1996;
MALAQUIAS et al., 1997; MONTENEGRO et al., 1999; CHEEVER et al., 2000; PEARCE;
MACDONALD, 2002). Apesar da IL-10 inicialmente ter sido caracterizada como uma citocina
do Tipo Th2, dados da literatura demonstram que essa citocina apresenta um papel modulador,
tanto relacionada a resposta do tipo Thl quanto do tipo Th2 (ANTHONY et al., 2006, 2007).
Dessa forma, o0 aumento na sintese de IL-10 é importante, visto que a auséncia da modulagédo
faz com que os niveis de mediadores inflamatorios permanecam altos, o que pode contribuir
para 0 aumento da morbidade da doenca (HOFFMANN et al., 1999; RUTZKY et al., 2001).

A fibrose e alguns sintomas da patologia sdo mediados principalmente por citocinas do
tipo Th2 (CHEEVER et al., 1994; REMAIN et al., 2006). Uma forte atividade antifibrotica tem
sido relacionada com a presenca de IFN-y (PEARCE; MACDONALD, 2002; MUKALI et al.,
WILSON et al., 2007). No entanto, outros estudos comprovam que niveis excessivos de IFN-y
podem causar graves consequéncias patoldgicas para o hospedeiro, como a hepatotoxicidade
(HOFFMANN et al., 2000). Essa citocina parece estar envolvida no controle da producédo de
colageno, visto que baixos niveis da mesma em pacientes com a forma mais grave da doenca

explica o aumento da cicatriz tecidual e da fibrose (CALDAS et al., 2008).
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Nesse contexto, estudos demonstram que o IFN-y ¢ fundamental no mecanismo protetor
contra a fibrose periportal, enquanto que a citocina pro-inflamatéria fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) pode agravar a doenga (BOOTH et al., 2004). Além disso, citocinas do Tipo Th2,
como IL-4 e IL-13, sdo importantes para o recrutamento e ativacdo das células responsaveis
pela formacdo do granuloma e também pela diferenciacdo de células hepéticas estreladas em
miofibroblastos, os quais levam a producdo dos componentes da matriz extracelular essenciais
na remodelacdo tecidual, mas também para formacdo de fibrose (DOUCET et al., 1998;
TERAN et al., 1999; LIU et al., 2002, BURKE et al., 2009).

A gravidade da esquistossomose ndo estad somente relacionada com a carga parasitaria.
Parece estar vinculada as consequéncias imunolégicas da auséncia de citocinas da resposta Th2,
visto que € extremamente importante a sintese de citocinas com esse perfil de resposta para
prevenir e modular a producdo de mediadores inflamatoérios. Desse modo, a IL-10 possui um
papel regulatério capaz de prevenir o desenvolvimento de patologias mediadas pelo excesso de
resposta Thl e Th2 (PEARCE; MACDONALD, 2002). Além disso, o equilibrio das respostas
Thl e Th2 é crucial para formacéo do granuloma sem dano tecidual excessivo (WILSON et al.,
2007). Nesse contexto, Hoffmann et al. (2000) verificaram que camundongos deficientes para
a producdo de 1L-10/IL-4 tiveram uma mortalidade maior na fase aguda, provavelmente pela
exacerbacdo da resposta inflamatéria do tipo Thl, enquanto que animais deficientes na
producdo de IL-10/IL-12, apresentaram um aumento da fibrose e na &rea do granuloma hepético
e uma elevada mortalidade na fase crénica da doenca.

Durante a fase cronica, manifestacdes clinicas distintas podem se desenvolver, sendo as
mesmas relacionadas a gravidade da doenga. A forma crdnica habitual ou leve é a forma em
que se encontra na maioria das pessoas infectadas em areas endémicas, ou eventualmente fora
delas, eliminando ovos viaveis nas fezes, mas, assintomatica ou com episodios de fraqueza,
fadiga, dor abdominal e diarreia (CHEEVER; ANDRADE, 1967). A forma grave ou avancada
da esquistossomose é caracterizada morfologicamente pela fibrose hepética periportal. Esta é
uma leséo representada por expansao fibrosa sistematizada dos espagos porta, acompanhada de
lesBes destrutivas e obstrutivas do sistema da veia porta intra-hepatico, mas com preservagdo
da arquitetura normal do parénguima (ANDRADE, 2008).
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1.4 Desnutricao e esquistossomose

Frequentemente, desnutricdo e doengas estdo associadas (BORELLI, et al., 1998).
Individuos acometidos pela desnutricdo podem apresentar maior susceptibilidade a infeccoes e
a maiores indices de morbimortalidade (SOUZA, et al., 2001).

As infeccOes estdo associadas a reducdo do apetite, a ma absor¢do, ao aumento do
catabolismo e a perda de nutrientes nas fezes, urina e suor. A necessidade de rapida sintese de
proteina e proliferacdo celular para a defesa do hospedeiro cria uma demanda adicional na ja
prejudicada fonte de nutrientes. Assim, essas alteraces ocasionadas pela infec¢do prejudicam
ainda mais o estado nutricional do individuo (CHANDRA, 1992). Por outro lado, a desnutrigdo
pode facilitar a invaséo pelo agente infeccioso e contribuir para sua proliferagcdo no organismo,
bem como aumentar as chances de ocorréncia de uma infeccéo secundaria, alterando a evolucgéo
e 0 prognostico da doenca (BORELLI, 2004).

Geralmente, esquistossomose e desnutri¢do sdo importantes problemas de satde publica
que coexistem, ocupando as mesmas areas geograficas em diferentes regides do mundo onde a
parasitose é endémica (COUTINHO, et al., 1997; ATINMO et al., 2009; WHO, 2009).

Estudos clinico-epidemioldgicos realizados em populacdes de areas endémicas de
esquistossomose na regido Nordeste do Brasil, e por outros autores, em outras regides
endémicas do mundo, permitiram correlacionar a doenca ao estado nutricional do individuo,
em que se pode verificar que a maior porcentagem de desnutridos geralmente é detectada no
grupo de individuos comprovadamente infectados por S. mansoni. Coutinho et al. (1985) em
um estudo realizado em Pernambuco avaliaram a distribuicdo de amostra populacional em
relacdo a positividade ou ndo para Schistosoma mansoni e a ocorréncia de desnutricao.
Verificou-se que 43,2% dos individuos positivos para a esguistossomose apresentavam
desnutricdo. Em contrapartida, 26,2% dos individuos negativos para essa parasitose eram
desnutridos.

Do ponto de vista clinico, antropométrico e anatomo-patologico, associagdes entre o
estado nutricional e certas manifestacdes da esquistossomose, tém sido relatadas (COUTINHO,
1980, 1997b, 2004; PARRAGA et al., 1996), tanto no homem como em estudos experimentais
(COUTINHO; FREITAS; ABATH, 1992; CHEEVER et al., 2002; COUTINHO et al., 1997).
Os efeitos da esquistossomose sobre o estado nutricional e vice-versa vém sendo estudados em
vérias publicacdes (MAGALHAES, 1986; CHIEFFI, 1992; Mc GARVEY et al., 1993;
STEPHENSON, 1993, 1994; COUTINHO et al., 1997b, 2003, 2004, 2007; PARRAGA et al.,
1996).



32
Introdugdo

Nesse contexto, as principais alteracdes que a infec¢do por Schistosoma pode provocar
no estado nutricional do hospedeiro vertebrado relacionam-se a redugdo do crescimento e do
desenvolvimento (criangas pré-escolares e escolares) e balanco energético negativo (adultos)
(BARBOSA,; PEREIRA, 1981; VAN EE; POLDERMAN, 1984; EL KARIM, 1986). Alguns
trabalhos mostraram uma correlagao positiva entre anemia e esquistossomose, em criangas com
elevada carga parasitaria (PRUAL et al., 1992; BEFIDI et al., 1993). Nas infec¢des cronicas
intensas, as esquistossomoses urinarias e intestinais podem se associar a perdas sanguineas de
até 6 mg de ferro/dia (CROMPTON, 1986; PRUAL et al., 1992). Além disso, estudos em
pacientes com esse tipo de infec¢cdo mostraram elevadas perdas de albumina, zinco e vitamina
A pelas fezes (STEPHENSON, 1986).

Além disso, alguns trabalhos avaliaram os efeitos do parasitismo sobre o estado
nutricional em modelos experimentais. Camundongos com varias formas de desnutricdo e
infectados por S. mansoni, apresentaram perda ponderal, diminui¢cdo do consumo alimentar,
atrofia generalizada da parede do intestino delgado, atrofia multifocal das vilosidades jejunais,
agravamento do estado de desnutricdo e elevada mortalidade (COUTINHO, 1976;
MAGALHAES et al., 1986; COUTINHO, FREITAS; ABATH, 1992; FERREIRA et al., 1993;
AMORIM, 2000; COUTO et al., 2002).

Com relacéo as repercussdes do estado nutricional na infec¢do por S. mansoni, a maioria
dos trabalhos citados na literatura, refere-se a estados de desnutri¢do (proteica ou energético-
proteica) ou a deficiéncias de micronutrientes. Coutinho e Abath (1962) demonstraram que a
desnutricdo proteica parece contribuir para uma maior facilidade com que as cercéarias penetram
no organismo, provavelmente por condicionar uma menor resisténcia do hospedeiro devido a
sua reduzida capacidade de reagir imunologicamente contra o parasito, 0 que é compativel com
o desenvolvimento de maior nimero de vermes no organismo parasitado. No entanto, 0 menor
suprimento de nutrientes essenciais ao parasito torna o meio interno do hospedeiro inadequado
ao seu desenvolvimento, provocando maior taxa de mortalidade parasitaria (BARROS et al.,
2014).

Em um estudo realizado por Coutinho et al. (1997b), utilizando camundongos
alimentados com dieta controle (normoproteica) ou hipoproteica (cerca de 8% de proteina) e
infectados por S. mansoni, observou-se que o grupo controle apresentou lesdes decorrentes da
formacgdo de granulomas e fibrose periportal, ao contrario do que foi visto em animais

desnutridos, os quais mostraram auséncia de fibrose periportal (ap6s andlise histoldgica e
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morfométrica do tecido hepatico), menor diametro dos granulomas e menor percentual de
tecido colageno.

Assim, dentre os fatores que influenciam no desenvolvimento da fibrose periportal,
expressao mais grave da patologia hepatica na esquistossomose crénica, a desnutricdo parece
ter uma contribuicdo importante. A ma nutricio modifica os mecanismos de defesa do
organismo, uma vez que compromete 0s 6rgdos hematopoiéticos e linfoides responsaveis pela
producdo, manutencao e funcdo das células que medeiam esses processos (CHANDRA, 1991).

Levando em consideracdo que a deficiéncia proteica é considerada um potente
imunodepressor (MEIRA, 1995), Oliveira et al. (2004) avaliaram a resposta imune humoral em
camundongos infectados por S. mansoni e desnutridos, na fase cronica da infecgcdo. Os animais
com deficiéncia proteica apresentaram baixos niveis séricos de IgG1, 19G2b e IgG3 em relacéo
a camundongos eutréficos infectados.

Conforme explanado anteriormente, estudos que envolvam desnutricdo e
esquistossomose, restringem-se a deficiéncia proteica e/ou de micronutrientes. Todavia, ndo
existem trabalhos descritos na literatura que avaliem os efeitos de uma dieta hipolipidica na
infeccdo por S. mansoni. A importancia de trabalhos que explorem essa relacdo se da pelo fato
de que o S. mansoni é incapaz de sintetizar de novo a maioria de seus lipidios, em particular 0s
acidos graxos de cadeia longa e colesterol (SAMUELSON et al., 1980).

Devido a isso, o parasito é completamente dependente do seu hospedeiro para estes e
outros suprimentos de lipidios. A aquisicdo desse suprimento € mediada pelas proteinas
ligadoras de acidos graxos, do inglés, FABPs - fatty acid binding proteins, as quais estao
envolvidas diretamente na captura, transporte e compartimentalizacdo de acidos graxos
derivados do hospedeiro, principalmente o &cido palmitico e linoleico (BROUWERS et al.,
1997). Dentre as FABPS, tem-se a proteina ligadora de acidos graxos de 14 kDa do S. mansoni
(Sm14), uma proteina citosélica presente na lamela do tegumento e do epitélio intestinal. Essa
proteina é expressa em todos os estagios do ciclo de vida do parasito e esta localizada na
superficie externa, isto &, proximo a interface de contato parasito-hospedeiro (BRITO, et al.,
2002). A proteina Sm14 é um dos candidatos vacinais contra a esquistossomose, sendo que sua
habilidade em proteger contra essa parasitose foi demonstrada em varias publicagdes
(TENDLER et al., 1996; FONSECA et al., 2004, 2006; GARCIA et al., 2008; SANTINI-
OLIVEIRA et al., 2016). Atualmente, a vacina Sm14 encontra-se em fase 11 de ensaios clinicos

e esta sendo testada em adultos moradores da regido endémica no Senegal, na Africa. Diante



34
Introdugdo

do exposto, trabalhos que avaliem o impacto de dietas hipolipidicas na infec¢do pelo S. mansoni

merecem atengao.

1.5 Modelos experimentais de desnutricéo

Inicialmente, os estudos relacionados aos tipos e graus das diferentes deficiéncias
nutricionais foram realizados com populaces residentes em paises em desenvolvimento. Estes
trabalhos contribuiram para delimitar as regifes mais gravemente atingidas e, com isso,
direcionar programas assistenciais definidos por organizagdes humanitarias e pelos governantes
locais (MILLWARD; JACKSON, 2004; KHAN; BHUTTA, 2010). Porém, animais de
laborat6rio tém sido utilizados de forma crescente para avaliar os efeitos dos graus variaveis de
desnutricdo na suscetibilidade a infecgdes e também nos diversos parametros da resposta imune,
bem como em diversas patologias relacionadas a desnutricdo (BORELLI et al., 2007;
KOMATSU et al., 2007; FOCK et al., 2008; MALAFAIA et al., 2009; TAYLOR et al., 2012).
A grande vantagem do uso de modelos animais € permitir uma avaliagdo controlada de cada
parametro nutricional, considerando que isso ndo € possivel no caso de popula¢fes humanas
(BRITO et al., 2016).

Camundongos e ratos (isogénicos ou outbred), alimentados com quantidades reduzidas
de proteinas ou micronutrientes, comp&em os modelos mais utilizados. Camundongos jovens
recém desmamados também sdo empregados como modelo de desnutricdo (HILLYER et al.,
2008). O uso de camundongos knockouts para elucidar os mecanismos envolvidos na maior
suscetibilidade que a desnutricdo determina aos agentes infecciosos, tem sido descrito na
literatura (WATERS et al., 2004). A tabela 1 sumariza os principais trabalhos envolvendo
modelo murino de desnutricéo e as alteragcBes mais relevantes encontradas.

Em nosso grupo de pesquisa, até a realizacdo deste trabalho de Mestrado, ndo havia
modelo experimental estabelecido para esse tipo de abordagem. Dada a relevancia do tema,
decidimos introduzir essa linha de pesquisa em nosso laboratério. Inicialmente foi necessario
padronizar um modelo murino de desnutricdo, através do fornecimento de dietas com diferentes
teores de proteina. A partir disso, avaliamos o impacto do estado nutricional inadequado na
infeccdo por Schistosoma mansoni. Nossa hipotese é que a desnutricdo proteico-energética
impactara no desenvolvimento do S. mansoni e na resposta imune desencadeada em resposta a

infeccdo pelo parasito.
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2 JUSTIFICATIVA

Esquistossomose e desnutricdo sdo importantes problemas de salde publica que
acometem uma parcela significativa da populacdo mundial, sendo mais frequentes em paises
em desenvolvimento (ATINMO et al., 2009; WHO, 2009). Apesar dos progressos no combate
a fome, a desnutricdo voltou a aumentar no mundo, atingindo 815 milhdes de pessoas (FAO;
WHO, 2018). Com relagdo as esquistossomoses, esse cenario também permanece preocupante:
estimativas da OMS apontam que cerca de 240 milhdes de pessoas em todo 0 mundo possuam
a doenca (WHO, 2018b).

Geralmente as areas endémicas de esquistossomose se sobrepdem as de desnutri¢do
(COUTINHO et al., 1997a). Embora se tenham obtidos avangos no estudo da esquistossomose
em seus diferentes aspectos e dos conhecimentos adquiridos quanto a sua imunologia e
imunopatologia, as relacdes existentes entre esquistossomose e desnutricdo ainda ndo estdo
completamente esclarecidas.

Além disso, tem sido amplamente aceito que a imunidade ou a susceptibilidade a
diversas doencas infecto-parasitarias estdo diretamente relacionadas ao estado nutricional dos
individuos (BEISEL et al., 1982). Desse modo, devido as lacunas existentes nos mecanismos
gue medeiam essa relacdo, mais estudos sdo necessarios. Concomitante a isso, a desnutricao
ocupando as mesmas areas geograficas em diferentes regides do mundo onde a esquistossomose
é endémica, representa motivo suficiente para que o estudo dessas inter-relacdes continue a ser
aprofundado (COUTINHO, 2008).

Pretendemos com este trabalho, inicialmente, desenvolver um modelo experimental de
desnutricdo proteico-energética, com o intuito de avaliar o impacto do estado nutricional
inadequado no desenvolvimento do S. mansoni, e posteriormente, avancar no que diz respeito
ao entendimento da falha de mecanismos imunoldgicos, identificando o envolvimento de

mediadores inflamatorios, moduladores e de subpopulagdes celulares nesse processo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o impacto de diferentes dietas restritivas em proteinas e lipidios na infeccdo

experimental por Schistosoma mansoni.

3.2 Objetivos especificos

1. Padronizar um modelo murino de desnutricdo, através do fornecimento de dietas com

diferentes teores de proteina.

2. Avaliar o impacto das diferentes dietas restritivas em proteinas e lipidios no

desenvolvimento do Schistosoma mansoni em seu hospedeiro definitivo.

3. Avaliar o impacto das diferentes dietas restritivas em proteinas e lipidios na patologia

hepética associada a infec¢cdo pelo Schistosoma mansoni em seu hospedeiro definitivo.

4. Avaliar a resposta imunoldgica desencadeada em resposta a infeccdo por Schistosoma

mansoni no hospedeiro submetido as diferentes dietas restritivas em proteinas e lipidios.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, provenientes do Biotério
de Producdo do Instituto René Rachou (BIOP — Fiocruz/MG), com 7 a 8 semanas de idade.
Durante 0s experimentos, os animais foram mantidos no Biotério de Experimentacdo
(BIOTEX) do mesmo instituto de pesquisas. Estes foram acondicionados em microisoladores,
mantidos em ambiente com condicGes de temperatura, luz e umidade controladas, e receberam
racdo e agua ad libitum. Os procedimentos utilizados neste projeto, 0s quais necessitaram do
uso camundongos foram licenciados pela Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA) da
FIOCRUZ, sob a licenga n° LW-2/18 (anexo 1).

4.2 Dietas experimentais

Apbds o desmame (30 dias), os animais foram alimentados com dieta comercial
CR1(Nuvilab®, Sdo Paulo, Brasil) até o inicio dos experimentos. Em seguida, com o intuito de
avaliar o impacto de diferentes dietas restritivas na infecgdo experimental por S. mansoni, 60
animais foram divididos em 5 grupos, os quais foram alimentados com as seguintes dietas
experimentais: Controle: dieta padrdo AIN-93M (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), cuja
composicdo proteica e de lipidios é 14% e 10%, respectivamente; Hipoproteico 3% e 8%:
dieta AIN-93M modificada (3% e 8% de proteina, respetivamente); Hipolipidico 2,5% e 5%:
dieta AIN-93M modificada (2,5% e 5% de lipidios, respectivamente). As racdes foram
fornecidas pela PragSolugbes Biociéncias® Sdo Paulo, Brasil. A composicdo das dietas
encontra-se na tabela 2.

As ragdes foram armazenadas a -20°C, sendo que 2 dias antes de distribui-las aos
camundongos, separava-se uma parte das mesmas, suficiente para 0 consumo semanal, e as
condicionava a temperatura de refrigeracdo (4°C). Em cada ensaio realizado, utilizou-se cerca
de 3,5 Kg de racdo para cada grupo experimental.

E importante ressaltar que a caseina removida das dietas Hipoproteicas foi substituida
por amido de milho, e com isso, as dietas eram isocaldricas, com relacdo a dieta controle. Para
as racdes Hipolipidicas o 6leo de soja retirado também foi substituido por amido de milho.

Porém, o valor energético de ambas as dietas foi discretamente inferior ao da racdo controle,
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uma vez que a substitui¢do caldrica de lipidios por carboidratos ndo se da na mesma proporcao

(1g de carboidratos, oferece 4 Kcal, enquanto que 1g de lipidios fornece 9 Kcal).
Semanalmente, procedeu-se a pesagem das racdes, em todos 0s grupos, com o intuito

de estimar o consumo diario de racdo e de proteina pelos animais. A ingestdo diaria de proteina

foi feita a partir do conteudo proteico presente nas racoes utilizadas.

Tabela 2 - Composicdo das dietas experimentais (g/Kg de dieta)

Nutrientes Dietas
Padrao Hipoproteica Hipoproteica Hipolipidica Hipolipidica

AIN-93M 3% 8% 2,5% 5%
Caseina 140 35,7 95,2 140 140
Amido de Milho 465,7 570 510,5 495,7 485,7
Sacarose 100 100 100 100 100
Maltodextrina 155 155 155 155 155
Oleo de soja 40 40 40 10 20
Celulose 50 50 50 50 50
Mistura de minerais! 35 35 35 35 35
Mistura de vitaminas? 10 10 10 10 10
Cistina 18 18 18 18 18
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Valor calérico total (Kcal) 3850 3850 3850 3700 3750
Carboidratos (% de calorias) 76 87 82 82,5 80
Proteinas (% de calorias) 14 3 8 15 15
Lipidios (% de calorias) 10 10 10 2,5 5

!Mistura de minerais de acordo com as recomendaces da dieta AIN-93M.
2Mistura de vitaminas de acordo com as recomendagcdes da dieta AIN-93M.
Fatores de conversdo: carboidratos 4 kcal/g, proteinas 4 kcal/g, lipidios 9 kcal/g

4.3 Delineamento experimental

Ao longo deste trabalho foram realizados dois experimentos independentes. A seguir é
apresentado, de forma esquematizada, o delineamento experimental (figura 6A e 6B) e os itens

posteriores descrevem especificamente a metodologia empregada.
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Figura 6 - Representacdo esquematica do delineamento experimental. Para a realizagdo dos
experimentos, foram utilizados 5 grupos: Controle, Hipoproteico 3%, Hipoproteico 8%, Hipolipidico
2,5% e Hipolipidico 5%. A avaliagdo do estado nutricional foi feita através do acompanhamento da
curva ponderal, dos parametros bioguimicos, além do consumo de racdo e de proteinas. Apds 0s
camundongos do grupo HPT 3% terem apresentado perda ponderal de, aproximadamente, 20% com
relacdo ao controle, animais de todos os grupos experimentais foram infectados, e 50 dias apds, foram
perfundidos para avaliacdo da carga parasitaria e histopatolégica (A). Para analise dos parametros
bioquimicos e imunoldgicos, a coleta de sangue ocorreu nos seguintes periodos: Tempo zero (to),
periodo que representa antes do inicio das dietas experimentais; Antes da infeccao por S. mansoni (tai),
periodo no qual houve perda de peso significativa (cerca de 20%) nos animais HPT3%; Antes da
perfusdo (tar), a qual ocorre 50 dias ap6s a infeccdo (B). HPT 3% e HPT 8% (dieta hipoproteica 3% e
8%, respectivamente); HPL 2,5% e 5,0% (dieta hipolipidica 2,5% e 5,0%, respectivamente).
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4.4 Avaliagéo nutricional dos animais

Com o intuito de avaliar o estado nutricional dos animais, suas massas corporeas foram
acompanhadas trés vezes por semana e a concentracdo sérica de proteinas totais, albumina e
hemoglobina foram determinadas em diferentes momentos: no inicio do experimento (tempo
zero), antes da infeccdo e antes da perfusdo. Com relacdo aos dados relativos a massa corporea
dos animais de cada grupo ao longo do periodo experimental, foi confeccionada uma curva
acompanhada de tratamento estatistico, na qual foi avaliada a evolucéo ponderal em relacdo ao

inicio do protocolo experimental, com base na seguinte formula:

Peso atual

————x100
Peso inicial x

% do peso inicial =

No momento em que houve uma diferenca de peso de, aproximadamente, 20% entre o
grupo hipoproteico 3% e o controle, procedeu-se a infeccdo pelo Schistosoma mansoni.

Para determinacdo do perfil bioquimico, foram coletados, aproximadamente, 200 uL de
sangue de cada animal em tubos de polipropileno de 1,5mL, previamente identificados e
centrifugados a 3220 x g por 5min. para obtencéo do soro. Em seguida, o soro foi congelado a
-20°C, para andlises posteriores.

Para avaliacdo dos niveis sericos de hemoglobina, aproximadamente 50 pL de sangue
foram retirados e acondicionados em tubos de polipropileno de 1,5mL, previamente
identificados, contendo 5 uL de EDTA (Etilenodiaminotetracético) como anticoagulante.

A seguir, estdo descritos especificamente a metodologia empregada na determinacéo

dos parametros bioquimicos mencionados anteriormente.

4.4.1 Proteinas totais

A avaliacdo da concentragdo sérica de proteinas totais foi realizada pelo método do
®
Biureto, utilizando-se o kit comercial Labtest Diagnostica S.A. , Cat. 99, Lagoa Santa, MG,

. , . +2 . : :
Brasil. Neste método, os ions cobre (Cu ) em meio alcalino (reagente de biureto) reagem com
as ligacOes peptidicas das proteinas séricas formando cor purpura, que tem absorbancia maxima
em 545 nm, proporcional a concentracdo das proteinas na amostra. O kit fornece um padrao

com concentragéo 4,0 g/dL, o qual ¢ utilizado para se determinar a concentracdo de proteinas
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totais na amostra teste. A realizacdo da dosagem bioquimica de proteinas totais seguiu o

procedimento simplificado na tabela 3.

Tabela 3 - Quantidade de cada componente necessario para avaliagdo sérica de
proteinas totais

Branco Teste Padrdo
Amostra - 10 pL -
Padréo - - 10 uL
Agua tipo 1 10 pL - -
Reagente de biureto 500 pL 500 uL 500 uL

Fonte: Adaptado de Labtest Diagndstica S.A.®

Apds a homogeneizacdo, os tubos foram incubados a temperatura de 37°C por 10 min.
Em seguida, 200 pL de cada amostra, do padrdo e do branco foram transferidos para placas de
microensaios de 96 pocos (fundo chato). Em seguida, as absorbancias foram obtidas em leitora
de microplacas a 545 nm, descontando-se os valores de absorbancia obtidos na amostra branco
dos valores de absorbancia das amostras teste e padrao.

Para se obter a concentracdo de proteinas totais nas amostras, o seguinte célculo foi

realizado:

Absorbancia do teste

Proteinas totais (g/dL) = Absorbancia do padrio

4.4.2 Albumina

A dosagem de albumina foi realizada utilizando-se o kit comercial Labtest Diagnostica

S.A.®, Cat. 19, Lagoa Santa, MG, Brasil. A albumina tem a propriedade de se ligar auma grande
variedade de anions organicos e moléculas complexas de corantes. O sistema de medicéo se
baseia no desvio do pico de absortividade maxima de um corante complexo (verde de
bromocresol), quando este se liga a albumina. A cor formada € proporcional a quantidade de
albumina na amostra. Para a realizacdo da dosagem de albumina sérica, adotou-se o

procedimento simplificado na tabela 4.
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Tabela 4 - Quantidade de cada componente necessario para avaliagao sérica

de albumina
Branco Teste Padréo
Reagente de cor 1000 pL 1000 pL 1000 pL
Amostra - 10 pL -
Padréo - - 10 pL

Fonte: Adaptado de Labtest Diagndstica SA®

Os tubos foram homogeneizados e ap6s 2 minutos, 200 pL de cada amostra, do padrdo
e do branco foram transferidos para placas de microensaios de 96 pocos (fundo chato). Em
seguida, as absorbancias foram obtidas em leitora de microplacas a 630 nm, descontando-se 0s
valores de absorbancia obtidos na amostra branco dos valores de absorbancia das amostras teste
e padrdo.

Para se obter a concentracdo de albumina nas amostras o seguinte céalculo foi realizado:

] Absorbancia do teste
Albumina (g/dL) =

Absorbancia do padrao

4.4.3 Hemoglobina

A avaliacdo da concentracdo sanguinea de hemoglobina foi realizada através do Kit

comercial Labtest Diagndstica S.A.®, Cat. 43, Lagoa Santa, MG, Brasil. Neste caso, o ferro, no
estado ferroso, do grupo heme da hemoglobina, oxi-hemoglobina e carboxi-hemoglobina ¢
oxidado para o estado férrico pelo ferricianeto, contido no reagente de cor fornecido pelo Kit,
formando hemiglobina (Hi). Esta se combina com o cianeto ionizado, também contido no
reagente de cor e produz o cianeto de hemiglobina (HICN), o qual é medido em 540 nm. Para
a realizacdo da dosagem sanguinea de hemoglobina o procedimento simplificado na tabela 5

foi realizado.
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Tabela 5 - Quantidade de cada componente necessario para avaliagdo sérica de

hemoglobina
Branco Teste Padréo
Reagente de cor - 2500 pL 2500 pL
Amostra - 10 pL -
Padréo - - 10 pL
Agua tipo | 10 pL - -

Fonte: Adaptado de Labtest Diagndstica S.A.®

Apdls a homogeneizacdo, os tubos foram deixados a temperatura ambiente por 5
minutos. Depois deste tempo, 200 pL de cada amostra e do padrdo foram transferidos para
placas de microensaios de 96 pocos (fundo chato). Em seguida, as absorbancias foram obtidas
em leitora de microplacas a 630 nm, descontando-se os valores de absorbéncia obtidos na
amostra branco dos valores de absorbancia das amostras teste e padréo.

Para se obter a concentracdo de hemoglobina nas amostras o seguinte calculo foi

realizado:

Absorbancia do teste

Hemoglobina (g/dL) = e eia do padréo

4.5 Infecgédo dos animais

Conforme citado anteriormente, confeccionou-se uma curva de massa corporea
acompanhada de tratamento estatistico e somente quando houve diferenca significativa de,
aproximadamente, 20% entre a média das massas corpdreas dos animais alimentados com a
dieta hipoproteica 3% e o grupo controle, procedeu-se & infecgdo. E importante ressaltar que no
modelo experimental utilizado, a escolha da diferenca ponderal de 20% a 25% como critério
para infeccdo dos animais, baseou-se em trabalhos descritos na literatura (BORELLI et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2016).

Para a realizacéo dos experimentos, foi utilizada a cepa LE (Belo Horizonte, Brasil) de
Schistosoma mansoni. A mesma foi fornecida pelo Moluscario Instituto René Rachou
(Fiocruz/MG), onde é mantida por passagem em caramujo Biomphalaria glabrata e
camundongos Swiss ou BALB/c. As cercérias foram obtidas através da exposi¢do de caramujos

infectados a luz por 1 a 2 horas, a fim de permitir a liberagdo das mesmas.
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A infeccdo dos animais foi realizada através da via percutanea, cuja escolha se justifica
por mimetizar a via de infecgdo em seres humanos. Para realizagédo da infeccdo percutanea, um
dia antes da infeccdo, os camundongos tiveram os pelos da regido abdominal removidos em
uma area de 2,5 cm de diametro. Apds a remocéo dos pelos, os camundongos foram mantidos
em gaiolas sem maravalha, contendo uma grade que os separa do fundo da gaiola onde foram
depositadas as fezes e urina dos mesmos. No momento da infec¢do, os animais foram
anestesiados com uma mistura dos anestésicos Cloridato de Xilasina (na dosagem de 5 mg/kg)
e Cloridato de Ketamina (100 mg/Kg), via intraperitoneal, e imobilizados com as patas presas
a mesa, com auxilio de esparadrapo. Em seguida, foi colocado sobre o abdémen dos animais
uma placa de acrilico perfurada no centro onde foi depositado 200 pL de uma solugdo contendo
aproximadamente 100 cercérias de Schistosoma mansoni da cepa LE. Apds o periodo de 1 hora,
0 esparadrapo, bem como a placa de acrilico foram retirados e os camundongos colocados de
volta na gaiola sobre a grade de metal, conforme descrito anteriormente. Apenas no dia seguinte

os camundongos foram colocados em gaiolas contendo maravalha.

4.6 Perfusdo dos animais

Com o objetivo de avaliar o impacto de diferentes dietas restritivas sobre o
desenvolvimento do parasito, camundongos dos grupos alimentados com as diferentes dietas
restritivas e do grupo controle foram submetidos a perfusdo, cinquenta dias apds serem
infectados. Os animais foram eutanasiados por descolamento cervical, e os vermes recuperados
do sistema porta hepatico por perfusdo das veias mesentéricas, segundo a técnica descrita por
Pellegrino e Siqueira (1956). Os vermes recuperados foram contados com auxilio de uma lupa,

separando-0s em machos e fémeas.

4.7 Contagem do nimero de ovos e avaliacdo histopatoldgica

Durante a perfusdo foram retirados o figado e o intestino de cada camundongo dos
grupos que receberam as diferentes dietas restritivas e do grupo controle, a fim de determinar o
namero de ovos presentes nestes. Os 6rgdos foram pesados e acondicionados em tubos cénicos
contendo solucgéo de hidréxido de potéssio (KOH) 10% por 16 horas, a 4°C. No dia seguinte,
0s mesmos foram incubados a 37°C durante trinta minutos em banho-maria. Ent&o, os 6rgaos
digeridos foram centrifugados por cinco minutos a 900 x g, o sobrenadante descartado e o

sedimento ressuspendido em salina 0,85%. Esta etapa foi repetida por trés vezes. Apés a ultima



48
Materiais e Métodos

centrifugacdo, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de salina 0,85% e 0 nimero de ovos foi
determinado com o auxilio de um microscopio de luz. Foram realizadas trés contagens de 10
uL da solugdo de cada 6rgdo, a fim de se determinar o nimero de ovos por grama de 6rgao.
Partes do figado dos animais também foram coletadas apds a perfusdo para avaliacdo
histopatoldgica. Estes foram fixados com formalina 10%, desidratados em concentragdes
crescentes de etanol, clarificados com xilol, impregnados em parafina e seccionados por
micrétomo em cortes, 0s quais foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para observacéo
dos granulomas. A fim de determinar a &rea dos granulomas foram escolhidos,
aproximadamente, 120 granulomas de cada grupo (10 granulomas/animal) no estagio
exsudativo-produtivo. Os granulomas foram medidos utilizando o software de anélise de
imagens AxionVision 4.8 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Germany), sendo a area total de

cada granuloma expressa em micromeros quadrados (um?).
4.8 Avaliacéo da fecundidade de fémeas

A fecundidade das fémeas de vermes adultos de S. mansoni foi avaliada a partir do
namero de ovos retidos por grama de tecido (figado ou intestino), dividido pelo nimero de

casais de Schistosoma mansoni recuperados na perfusao.

N° de ovos por grama de tecido

Fecundidade =
N2 de casais de S.mansoni

4.9 Avaliacdo do perfil de resposta imune dos animais

Para avaliacdo do perfil de reposta imune dos camundongos, aproximadamente, 200 uL
de sangue foram coletados em trés momentos do periodo experimental: tempo inicial (tempo
zero), antes da infecgéo e antes da perfuséo. Tais amostras foram centrifugadas (3220 x g/5min.)
para a obtencao do soro e entdo congeladas a -70°C, para analises posteriores.

Foi realizada a quantificacdo dos niveis séricos de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y,
IL-17 utilizando-se o sistema citofluorométrico com microesferas fluorescentes (CBA -
Cytometric Bead Array, BD Pharmingen, Thl/Th2/Thl7  Cytokine Kit,
https://www.bdbiosciences.com/documents/CBA_MouseTh1Th2Th17_Kit_Manual.pdf).
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Esse sistema emprega uma mistura de esferas de poliestireno, de intensidades de
fluorescéncia distintas, recobertas com anticorpos especificos para as citocinas de interesse.
Essa metodologia permite a avaliacdo simultanea de diversas citocinas, empregando pequenos
volumes de amostra.

O CBA foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante, porém, com algumas
modifica¢des. Aliquotas de 25uLlL de cada amostra, bem como, 25uL. do controle negativo do
kit, foram incubadas com 20uL da mistura das sete beads (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-
v ¢ TNF-a) e 17uL do reagente de deteccao marcado com PE, em placas de cultura celular de
96 pogos, fundo em “U”, por 3 horas a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Assim como
as amostras, também foram incubadas aliquotas do padrdo de citocinas do kit, diluidas
previamente, por diluicdo seriada, partindo de uma concentracao de 5000 pg/mL até 20 pg/mL.

Apds a incubacéo, as esferas de captura foram lavadas com 160 yL tampéo de lavagem
e centrifugadas a 1055 x g, a 18°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e 200 pL de
tampé&o de lavagem foram adicionados para ressuspensédo das esferas e posterior aquisi¢do das
amostras no FACSVerse. Foi utilizado o software FACSSuite e o Calibrate Beads da BD com
0 objetivo de ajustar o equipamento. Para cada amostra processada foram adquiridos 2100
eventos dentro de regido pre-estabelecida (300 eventos por parametro testado). O calculo dos
niveis de citocinas foi realizado com a utilizacdo do software FCAP Array (BD Pharmingen).
A tabela 6 mostra o limite de detec¢édo das citocinas avaliadas.

Tabela 6 - Limite de deteccdo de citocinas

Citocina Limite de deteccéo (pg/mL)
IL-2 0,1
IL-4 0,03
IL-6 1,4
IFN-y 0,5
TNF 0,9
IL-17 0,8
IL-10 16,8

Fonte: BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit Instruction Manual.

4.10 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 7.0 (San
Diego, Ca, USA). Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
D’Agostino e Pearson. Os resultados que apresentaram distribuigdo normal foram analisados

utilizando andlise de variancia, seguida dos testes de compara¢fes multiplas de Tukey. Os
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resultados que ndo apresentaram distribuicdo normal, foram analisados através do teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparag¢fes multiplas de Dunns, Para tais
testes sera considerado significativa as diferencas com o valor de p < 0,05. Além disso, os dados
referentes aos parametros bioquimicos foram submetidos ao teste de variancia por dois fatores
(Two-Way ANOVA), seguido pelo teste de Tukey, no qual foram verificadas as diferencas
especificas entre as médias dos grupos em um determinado tempo, e ao longo do tempo dentro

de um mesmo grupo.
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5 RESULTADOS

A seguir, estdo apresentados os resultados de dois experimentos (identificados como 1

e 2) realizados independentemente.

5.1 Avaliagéo do estado nutricional dos animais estudados

Para avaliagdo do estado nutricional dos camundongos, procedeu-se ao
acompanhamento da curva ponderal, a avaliacdo de parametros bioquimicos e do consumo de

racao e de proteinas.

5.1.1 Evolucédo ponderal ao longo do periodo experimental

A fim de avaliar o impacto de diferentes dietas na massa corporal dos camundongos,
acompanhou-se a evolugdo ponderal dos animais dos grupos Controle (CTL), Hipoproteico 3%
(HPT 3%) e 8% (HPT 8%) e Hipolipidico 2,5% (HPL 2,5%) e 5% (HPL 5%). Conforme pode
ser observado na figura 7A e B com excec¢do do grupo HPT 3%, todos os grupos apresentaram
ganho de peso ao longo do periodo experimental, sendo que ndo houve diferenca significativa
no ganho de massa corporal dos animais desses grupos com relacéo ao CTL.

Todavia, a partir do 5° dia apds a introducéo da dieta, o grupo HPT 3% apresentou perda
ponderal significativa, quando comparado ao CTL, sendo que essa diferenca se manteve em
todo o periodo experimental. No 39° e 51° dia ap6s a introducdo das dietas, para 0s
experimentos 1 e 2 (figura 7A e B), respectivamente, os animais de todos os grupos foram
infectados, uma vez que neste periodo observou-se uma diferenca significativa de,
aproximadamente, 20% na massa corporal entre os animais do grupo HPT 3% e os do grupo
CTL. Apos 81 e 97 dias de experimento, animais CTL ganharam cerca de 16% e 21% de massa
corporal, em contrapartida, camundongos HPT 3% apresentaram uma perda ponderal de,

aproximadamente, 14% e 19%, para o0s experimentos 1 e 2, respectivamente (figura 7C e D).
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Figura 7 - Evolucdo da massa corporal ao longo do periodo experimental em camundongos
alimentados com diferentes dietas. Camundongos receberam diferentes dietas restritivas, durante todo
o periodo experimental: Controle (CTL), Hipoproteica 3% e 8% (HPT 3% e HPT 8%, respectivamente),
Hipolipidica 2,5% e 5% (HPL 2,5% e HPL 5%, respectivamente). (A, B) Os animais foram pesados trés
vezes por semana. A analise estatistica foi realizada pelo teste Two-way ANOVA, seguida pelo pés-
teste de comparacGes mdaltiplas de Tukey. Diferengas estatisticas (p<0,05) entre os grupos CTL e HPT
3% encontram-se demonstradas no grafico. A seta aponta o periodo experimental em que houve a
infeccdo com 100 cercérias de S. mansoni. (C, D) Variacdo do peso corporal dos animais. As barras
representam a média * o desvio da variagdo dos diferentes grupos experimentais. A anélise estatistica
foi realizada através da analise de variancia (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. As diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos estdo indicadas nos gréficos. As identificagdes A C; B e D
correspondem, respectivamente, aos experimentos 1 e 2 realizados independentemente.

5.1.2 Determinacao do consumo de rac¢ao e proteinas

A determinacdo do consumo de racédo auxiliou para o estabelecimento da quantidade de
alimento que foi fornecido aos animais durante toda a etapa experimental, evitando assim,
periodos de jejum ou desperdicio de rag&o, propiciando a robustez do modelo experimental de
desnutricdo. Além disso, 0 monitoramento do consumo diério de ragdo permite a determinacao
do consumo diério de proteina.

Animais do grupo HPT 3% consumiram uma quantidade significativamente menor de
racdo (figura 8A e B) e de proteina (figura 8C e D) em relacdo ao CTL. Para os demais grupos

ndo houve diferenca significativa nesses parametros, quando comparados ao grupo CTL.
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Conforme mencionado, através da porcentagem de proteina presente nas racOes utilizadas
calculou-se o consumo diério de proteina pelos animais. Dessa forma, a partir dos resultados
obtidos, o tipo de desnutri¢do induzida nos animais que receberam a dieta hipoproteica 3% pode
ser classificado como DPE, visto que houve redu¢do no consumo de racao, e consequentemente,

de calorias ingeridas, e no consumo de proteinas.
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Figura 8 - Consumo diario de ragdo e de proteina em camundongos alimentados com diferentes
dietas experimentais. Camundongos receberam diferentes dietas restritivas, durante todo o periodo
experimental: Controle (CTL), Hipoproteica 3% e 8% (HPT 3% e 8%, respectivamente), Hipolipidica
2,5% e 5% (HPL 2,5% e 5%, respectivamente). A partir da quantidade diaria de racdo ingerida, foi
determinado o consumo diario de proteina, baseando-se no teor proteico das dietas experimentais. As
barras representam a média + o desvio padrdo do consumo diério de racéo (A, B) e de proteinas (C, D)
dos diferentes grupos experimentais. A analise estatistica foi realizada através do teste Kruskal-Wallis,
seguido do pds-teste de comparagdes multiplas de Dunns. As diferengas significativas (p<0,05) entre os
grupos estdo indicadas nos gréficos. Os dados apresentados correspondem a dois experimentos
realizados independentemente. As identificacdes A C; B e D correspondem, respectivamente, aos
experimentos 1 e 2 realizados independentemente.
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5.1.3 Avaliacao dos parametros bioquimicos

Realizou-se a avaliagdo dos pardmetros bioquimicos em trés momentos do periodo
experimental: tempo zero (To), antes da infeccdo por S. mansoni (A) e antes da perfusdo do
sistema porta-hepatico (Ap).

Com relacdo a avaliacdo sérica de albumina, percebe-se que no tempo A; houve uma
reducdo significativa da mesma no grupo HPT 3%, em ambos 0s experimentos realizados, com
relacdo ao CTL (figura 9A e B). No experimento 2, apds a infec¢do por S. mansoni (Ap),
animais do grupo HPT 3% apresentaram reducéo significativa nos niveis de albumina, quando
comparados ao CTL (figura 9A). Porém, esse resultado ndo foi observado no experimento 1
(figura 9B). Além disso, é possivel perceber que a infeccdo impactou na producédo de albumina
em todos os grupos experimentais (figura 9C e D).

Os niveis séricos de hemoglobina e proteinas totais, mostraram-se significativamente
reduzidos em camundongos do grupo HPT 3%, em relacdo ao CTL, somente no periodo Ap
(figura 9A e B). Ao se avaliar o perfil desses parametros, ao longo do tempo, em cada grupo
experimental, percebe-se que, no experimento 2, a infec¢cdo impactou nos niveis séricos de
ambos os parametros em todos grupos estudados (figura 9D). No entanto, no experimento 1, a
infeccdo ndo afetou a concentracdo de proteinas totais em nenhum dos grupos avaliados (figura
9C).

Ressalta-se que devido a problemas ocorridos na dosagem de hemoglobina no To, ndo
foi possivel quantifica-la no experimento 1. Além disso, € importante destacar que animais que
receberam a dieta hipoproteica 8% (HPT 8%) apresentaram, no experimento 1, reducdo de
albumina e proteinas totais nos periodos Aie Ay, respectivamente (figura 9A). Porém, esses
resultados ndo foram encontrados no experimento 2 (figura 9B).
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Figura 9 - Concentracfes de proteinas totais, albumina e hemoglobina ao longo do tempo em
camundongos alimentados com diferentes dietas experimentais. Camundongos receberam diferentes
dietas restritivas, durante todo o periodo experimental: Controle (CTL), Hipoproteica 3% e 8% (HPT
3% e 8%, respectivamente), Hipolipidica 2,5% e 5% (HPL 2,5% e 5%, respectivamente). Amostras de
sangue foram coletadas nos tempos zero (To), antes da infeccdo (Ai) e antes da perfuséo (Ae) € 0 Soro
foi obtido para andlise do perfil bioguimico. (A, B) Os gréficos representam a distribuicdo dos
parametros bioquimicos em cada grupo, nos diferentes tempos avaliados. A média de cada grupo esta
representada no gréafico. A analise estatistica foi realizada através do teste Kruskal-Wallis, seguido do
pos-teste de comparagdes maltiplas de Dunns. Nos graficos de linha (C, D) encontram-se demonstrados
as médias das concentracfes dos parametros bioquimicos para cada grupo experimental, no decorrer dos
periodos avaliados. A anélise estatistica foi realizada através do teste Two-Way ANOVA, seguido pelo
pos-teste de comparages multiplas de Tukey. Diferencas estatisticas com relagéo ao To estdo indicadas
pela letra a; e com relacdo ao periodo A, com a letra b. As identificacbes Ae C; B e D correspondem,
respectivamente, aos experimentos 1 e 2 realizados independentemente. ND: ndo determinado.
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5.2 Avaliacao parasitologica: determinacdo da carga parasitaria e do nimero de ovos
presentes no figado e intestino

Com o intuito de avaliar o impacto de diferentes dietas restritivas na infeccao pelo S.
mansoni, camundongos de todos 0s grupos experimentais foram desafiados com cercarias de S.
mansoni e perfundidos apds 50 dias da infecgdo desafio, para determinagdo da carga parasitaria.
Como pode ser observado na figura 10 A e B, ndo houve diferenca significativa entre o nimero
de vermes adultos recuperados de camundongos alimentados com ragéo deficiente em proteinas
(HPT 3% e HPT 8%) ou lipidios (HPL 2,5% e HPL 5%) e o grupo controle.

E importante ressaltar que em alguns grupos experimentais o nimero de animais é
inferior a 12, devido a presenca de outliers ou a animais que morreram, no periodo que

antecedeu a perfusdo do sistema porta-hepatico.
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Figura 10 - Namero de vermes recuperados de camundongos alimentados com diferentes dietas
experimentais. Camundongos receberam diferentes dietas restritivas, durante todo o periodo
experimental: Controle (CTL), Hipoproteica 3% e 8% (HPT 3% e 8%, respectivamente), Hipolipidica
2,5% e 5% (HPL 2,5% e 5%, respectivamente). No 39° (experimento 1) e 51° dia (experimento 2) do
inicio das dietas, os animais foram infectados com 100 cercarias e 50 dias ap6s, foram perfundidos para
avaliacdo do nimero de vermes recuperados. Os graficos representam a distribuicdo do nimero de
vermes recuperados em cada grupo (A, B). A média de cada grupo esta representada no grafico. A
analise estatistica foi realizada através do teste Kruskal-Wallis, sequido do pos-teste de comparagoes
multiplas de Dunns. As identificagdes A e B correspondem, respectivamente, aos experimentos 1 e 2
realizados independentemente.

Os camundongos também foram avaliados quanto ao numero de ovos do parasito retidos
no figado e no intestino. Na figura 11A e B € possivel observar que ndo houve diferenca
significativa no nimero de ovos de S. mansoni recuperados do figado de camundongos dos

grupos HPT 3% e 8% e HPL 2,5% e 5%, quando comparados ao grupo CTL. Porém, animais
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do grupo HPT 3% apresentaram uma reducdo significativa no numero de ovos retidos no
intestino, com relagdo a animais do grupo CTL (figura 11C e D).
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Figura 11 - Namero de ovos retidos no figado e intestino de camundongos alimentados com
diferentes dietas experimentais. Camundongos receberam diferentes dietas restritivas, durante todo o
periodo experimental: Controle (CTL), Hipoproteica 3% e 8% (HPT 3% e 8%, respectivamente) e
Hipolipidica 2,5% e 5% (HPL 2,5% e 5%, respectivamente). No 39° (experimento 1) e 51° dia
(experimento 2) do inicio das dietas, os animais foram infectados com 100 cercérias e 50 dias apds,
foram perfundidos para obtengdo do figado e intestino. Os 6rgdos foram digeridos com KOH e o0 nimero
de ovos determinado pela contagem em microscopia de luz. As barras representam a média + o desvio
padrdo do nimero de ovos por grama de figado (A, B) e do nimero de ovos por grama de intestino (C,
D) dos diferentes grupos experimentais. A analise estatistica foi realizada através da analise de variancia
(ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. As diferencas significativas (p<0,05) entre 0s grupos estdo
indicadas nos graficos. As identificagdes A C; B e D correspondem, respectivamente, aos experimentos
1 e 2 realizados independentemente.

Para avaliar se a reducdo no numero de ovos encontrados no intestino de camundongos
do grupo HPT 3% era resultado de uma reducdo na fecundidade da fémea, o nimero de
ovos/grama de dérgdo/casal de vermes foi calculado. Os resultados demonstraram que houve
uma reducdo na postura de ovos por fémea no intestino desses animais, quando comparados
com os CTL (figura 12A e B).
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Figura 12 - Fecundidade das fémeas de S. mansoni de camundongos alimentados com diferentes
dietas experimentais. Camundongos receberam diferentes dietas restritivas, durante todo o periodo
experimental: Controle (CTL), Hipoproteica 3% e 8% (HPT 3% e 8%, respectivamente) e Hipolipidica
2,5% e 5% (HPL 2,5% e 5%, respectivamente). No 39° (experimento 1) e 51° dia (experimento 2) do
inicio das dietas, os animais foram infectados com 100 cercérias e 50 dias ap6s, foram perfundidos para
obtencéo do figado e intestino. Os 6rgdos foram digeridos com KOH e o nimero de ovos determinado
pela contagem em microscopia de luz. A fecundidade foi avaliada a partir do nimero de ovos retidos
por grama de intestino dividido pelo nimero de casais de S. mansoni recuperados na perfusdo. As barras
representam a média = o desvio padrdo da fecundidade de fémeas de S. mansoni dos diferentes grupos
experimentais (A, B). A analise estatistica foi realizada através do teste Kruskal-Wallis, seguido do pds-
teste de comparag6es maltiplas de Dunns. As diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos estdo
indicadas nos gréaficos. As identificaces A e B correspondem, respectivamente, aos experimentos 1 e 2
realizados independentemente.

Secoes do figado de camundongos de todos 0s grupos experimentais foram coletadas 50
dias apo6s a infeccdo, para avaliar os efeitos de diferentes dietas restritivas na formagdo do
granuloma. Conforme se pode observar nas figuras 13A e B, camundongos HPT 3%
apresentaram reducdo significativa na area do granuloma hepatico, em relacdo ao CTL, em
ambos os experimentos realizados. Todavia, no experimento 1 (figura 13A), as dietas
hipoproteica 8% e hipolipidicas 2,5% e 5% também impactaram na area do granuloma, sendo
que esse resultado ndo foi observado no segundo experimento realizado (figura 13 B). Nas
figuras 13C e D encontram-se demonstrados granulomas hepaticos representativos dos grupos

experimentais estudados.
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Figura 13 - Area do granuloma hepatico de camundongos alimentados com diferentes dietas
experimentais. Camundongos receberam diferentes dietas restritivas, durante todo o periodo
experimental: Controle (CTL), Hipoproteica 3% e 8% (HPT 3% e 8%, respectivamente) e Hipolipidica
2,5% e 5% (HPL 2,5% e 5%, respectivamente). No 39° (experimento 1) e 51° dia (experimento 2) do
inicio das dietas, os animais foram infectados com 100 cercarias e 50 dias apds, foram perfundidos.
Cortes histoldgicos do figado foram obtidos (A, B) para avaliacdo da area dos granulomas (um?), a qual
foi realizada a partir de imagens de granulomas que se encontravam no estagio exsudativo-produtivo. C
e D correspondem a imagens representativas de cortes histologicos hepéaticos para os dois experimentos
realizados. As barras representam a média + o desvio padrédo da area do granuloma dos diferentes grupos
experimentais. A andlise estatistica foi realizada através do teste Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste
de comparagfes mdaltiplas de Dunns. As diferengas significativas (p<0,05) entre 0s grupos estdo
indicadas nos gréaficos. As identificacbes Ae C; B e D correspondem, respectivamente, aos experimentos
1 e 2 realizados independentemente.

5.3 Avaliagdo da producéo de citocinas

Para avaliagdo da resposta imune celular dos animais dos grupos CTL, HPT 3%, HPT
8%, HPL 2,5% e HPL 5%, niveis de IL-2, IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 foram
determinados em soro de camundongos nos tempos To, A e Ap (figura 14A e B).

Né&o foram observadas diferengas nos niveis de citocinas séricas entre o To (inicio das
dietas restritivas) e o tempo A;(momento no qual a diferenga em média de peso o grupo controle
e HPT 3% foi de, aproximadamente, 20%). Portanto, serdo consideradas no texto as diferencas
encontradas entre os animais antes da infeccdo e antes da perfusdao. Apo6s a infeccdo pelo S.
mansoni, observou-se um aumento na producdo de IFN-y, TNF-a ¢ IL-6 no grupo controle,
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mesmo padréo observado no grupo HPT 8%. Em animais alimentados com dieta hipoproteica
3%, antes da perfusdo, detectou-se um aumento nos niveis de IFN-y, mas ndo de TNF-a (figura
14A e B). Além disso, observou-se, no experimento 1, que animais alimentados com dieta
hipoproteica 3% nédo apresentaram aumento na producéo de I1L-6, antes da perfuséo, sendo que
as concentracOes dessa citocina foram significativamente menores, com relacdo ao grupo
controle (figura 14A). Contudo, esse resultado ndo se reproduziu no experimento 2 (figura
14B).

No grupo alimentado com a dieta restritiva em lipidios (HPL 2,5% e 5%) observou-se,
apos a infeccdo, aumento nos niveis de IFN-y, TNF-a, IL-6 (figura 14A e B). Além disso, a
dieta hipolipidica 2,5% (HPL 2,5%) aumentou a producéo de IL-2 e IL-17 e a hipolipidica 5%
(HPL 5%) aumentou IL-10 (figura 14A e B). No entanto, algumas divergéncias foram
encontradas nos niveis de algumas citocinas nos grupos alimentados com essas dietas. No
experimento 1, a dieta HPL 5% levou a um aumento nas concentragdes de IL-2 e IL-17 (figura
14A); o que ndo foi observado no segundo experimento. Além disso, no experimento 2, 0 grupo
HPL 2,5% apresentou um aumento nos niveis de IL-4, divergindo do resultado encontrado no

primeiro experimento realizado (figura 14B).
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Figura 14 - Avaliagéo do perfil de resposta celular de camundongos alimentados com diferentes
dietas experimentais. Camundongos receberam diferentes dietas restritivas, durante todo o periodo
experimental: Controle (CTL), Hipoproteica 3% e 8% (HPT 3% e 8%, respectivamente), Hipolipidica
2,5% e 5% (HPL 2,5% e 5%, respectivamente). Amostras de sangue foram coletadas nos tempos zero
(To), antes da infeccdo (Ai) e antes da perfusdo (Ar) e 0 soro foi obtido para avaliacdo da producéo das
citocinas IL-2, IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 através da técnica de CBA (A, B). As barras
representam a média + o desvio padrdo da producdo de citocinas nos diferentes grupos. A analise
estatistica foi realizada através do teste ANOVA, seguido pelo pds-teste de comparaces maltiplas de
Tukey. Diferencas estatisticas (p<0,05) estdo apontadas nos graficos. A linhas tracejadas na horizontal
correspondem ao limite de deteccdo das citocinas do kit utilizado. As identificacbes A e B
correspondem, respectivamente, aos experimentos 1 e 2 realizados independentemente.
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6 DISCUSSAO

A desnutri¢do, em seus diversos graus, permanece como um grave problema de salde
publica que prevalece em paises em desenvolvimento, ainda que ndo esteja restrita somente a
essas regides. Apesar da mudanca no cenario epidemiolégico com 0 aumento na prevaléncia de
obesidade e tendéncia na reducédo das taxas de desnutricdo no mundo, dados da OMS mostram
que desnutricdo e obesidade coexistem em muitos paises e que atualmente vivenciamos duas
situagdes de inseguranca alimentar. Globalmente a desnutri¢do cronica afeta 151 milhdes de
criancas (22,2%), ao passo que 38 milhdes se encontram com excesso de peso (6%). Além
disso, 815 milhdes de pessoas apresentam desnutricdo cronica (11% da populacdo mundial) e
650 milhdes de adultos encontram-se obesos (13% da populagdo adulta mundial) (FAO; WHO,
2018; WHO, 2018c). Esses dados sdo preocupantes e colocam em risco um dos Objetivos do
Desenvolvimento do Milénio a serem cumpridos até 2030: acabar com a fome, alcancar a
seguranca alimentar e melhoria da nutricdo e promover a agricultura sustentavel.

A desnutricdo € causada pelo consumo de dietas quanti ou qualitativamente inadequadas
em consequéncia a falta de acesso aos alimentos e de disturbios alimentares, bem como por
doencas que modificam a biodisponibilidade de nutrientes e/ou que aumentam a necessidade
de aporte dos mesmos para a manutencdo da homeostase do organismo (CHANDRA, 1991,
WATERLOW et al., 1996).

A combinacdo de varios graus de privacao proteica juntamente com diversos graus de
deficiéncia caldrica total constitui a base das alteracGes metabdlicas que acometem o organismo
na DPE (WATERLOW et al., 1996). Caso o suprimento de nutrientes seja persistentemente
inferior as necessidades do individuo, o organismo perde a sua capacidade adaptativa, o que
pode levar a faléncia de tecidos e 6rgdos (STINNETT, 1983). Assim, as consequéncias da DPE
dependem da sua causa, intensidade e duracdo (DE ANGELIS, 1986).

Nas Ultimas décadas diversos estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de
compreender a relagéo entre infecgdo/desnutricdo e, embora muitos conhecimentos tenham sido
obtidos, os mecanismos envolvidos nesse processo ainda nao estdo totalmente esclarecidos. A
literatura € um pouco controversa, com relacdo a resposta inflamatdéria em situacfes de
desnutricdo. Isso pode ser devido aos diferentes modelos experimentais, uma vez que 0s
animais possuem diversas caracteristicas distintas, como: diferenca entre as espécies,
isogenicidade, sexo, idade, tipos e formas de desnutricdo e ainda diferentes estimulos

infecciosos.
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Assim, estudos que avaliem a interacéo entre desnutri¢do e doencas infecto-parasitérias
merecem atencdo, uma vez que normalmente, ambas as condi¢cbes coexistem
(CARLOMAGNO etal., 1996; MALAFAIA et al., 2009; SERAFIM et al., 2010; COUTINHO,
2010; BARROS et al., 2014; LOSADA-BARRGAN et al., 2017; FEVANG et al., 2018).

No presente trabalho estabelecemos um modelo murino para esse tipo de abordagem,
através do fornecimento de diferentes dietas experimentais, com o intuito de avaliar o impacto
da desnutricdo na infeccdo experimental por Schistosoma mansoni. Para isso, conforme citado
anteriormente, os animais foram divididos em cinco grupos: controle (AIN-93M, com 14% de
proteina e 10% de lipidios); hipoproteico 3% e 8%, (AIN-93M modificada, com 3% e 8% de
proteina, respectivamente) e hipolipidica 2,5% e 5% (AIN93M modificada, com 2,5% e 5% de
lipidios, respectivamente). (REEVES et al., 1993).

Trabalhos que utilizaram dietas hipoproteicas com diferentes teores de proteinas na
inducdo da desnutricdo sdo amplamente descritos na literatura. Malafaia et al. (2009) induziram
a DPE em camundongos BALB/c com o fornecimento de uma ragdo hipoproteica (3% de
proteina) e deficiente em ferro e zinco (mistura de sais sem sulfato ferroso e sulfato de zinco).
Na 62 semana experimental foi observada uma reducéo de 35,6% na massa corpdrea dos animais
desnutridos quando comparados com o grupo controle. Anstead et al. (2001) avaliaram o efeito
de diferentes dietas hipoproteicas (1%, 3% e 6% de proteina) no estabelecimento da desnutrigédo
em camundongos BALB/c. Os respectivos ganho/perda de massa corporal foram de 37,5%,
22,1%, 5,59% e -26,8%, nos animais que receberam as dietas controle e hipoproteicas 6%, 3%
e 1%, respectivamente. Além disso, somente as dietas com teores proteicos de 1% e 3% foram
suficientes para promover diferenca de peso significativa, em comparagdo ao grupo controle.
Esses achados corroboram com os resultados obtidos em nosso estudo, no qual observamos que
animais do grupo HPT 3% apresentaram reducdo significativa da massa corporea, quando
comparados ao CTL.

E importante destacar que a porcentagem de perda ponderal apresentada pelos animais
do grupo HPT 3%, ao final do periodo experimental, foi maior no segundo experimento (19%),
em relacdo ao primeiro experimento realizado (14%). Essa diferenga pode ser justificada pelo
fato de que a duracgdo do segundo ensaio (97 dias) foi superior ao primeiro (81 dias), ou seja,
camundongos do 2° experimento ficaram expostos por mais tempo a dieta hipoproteica 3%,

favorecendo portanto, uma maior perda de massa corporal.
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Varios outros trabalhos descritos na literatura utilizaram a dieta basica regional (DBR),
na indugdo da DEP. Essa dieta foi desenvolvida com base na realizacdo de inquéritos de
consumo alimentar em populagbes humanas residentes em areas endémicas para
esquistossomose mansonica em Pernambuco e outros estados do Nordeste brasileiro, sendo
composta de quatro tipos fundamentais de alimentos (feijdo mulatinho, farinha de mandioca,
batata doce roxa, carne seca). A DBR corresponde a uma dieta multideficiente em
micronutrientes, proteinas (contém cerca de 8% de proteinas dos quais a maior proporc¢éo € de
origem vegetal) e 1% de lipidios. Camundongos C57BL/6 ao serem alimentados com essa dieta,
sdo capazes de desenvolver desnutrigdo proteico-energética do tipo marasmatico (COUTINHO;
FREITAS; ABATH et al., 1992; COUTINHO et al., 1997b, 2007; OLIVEIRA et al., 2004;
BARROS et al., 2014).

Ao longo do periodo experimental, o consumo de racao pelos animais do grupo HPT
3% foi significativamente menor em relacdo aqueles que receberam ragdo normoproteica
(grupo controle). Consequentemente, animais desnutridos ingeriram menos calorias que seus
respectivos controles. Dado que o teor proteico da racéo hipoproteica 3% (3% proteina) € menor
que o da racdo normoproteica (14% de proteina), camundongos do grupo HPT 3% consumiram
uma quantidade diaria de proteinas significativamente menor em relagéo ao grupo CTL.

Trabalhos descritos na literatura sdo conflitantes com relacdo a dietas hipoproteicas e ao
consumo de racdo. Alguns estudos relataram aumento de consumo (COLOMBO et al., 1992;
WHITE; DEAN; MARTIN, 1998; NAKAJIMA et al., 2014), enquanto outros demonstraram
gue os animais tiveram comportamento anorético (MERCER et al., 1994; BORELLI et al.,
2009; DE OLIVEIRA et al., 2014.).

A reducdo no consumo de racdo em animais alimentados com dietas deficientes em
proteinas pode explicar, em parte, a intensa perda de massa corporea dos mesmos. Além disso,
com a ingestdo de uma dieta balanceada, o organismo encontra-se em balanco nitrogenado
(equilibrio nitrogenado) (VITURI et al., 2008). No entanto, a desnutricdo pode desequilibrar
esse balango, tornando-o negativo, levando a perda de peso frequentemente observada em
individuos desnutridos (MERCER et al., 1994; WESTERTERP-PLANTENGA et al., 2009).
Em situacGes de restricdo proteica, ocorre deplecdo da musculatura esquelética e liberagéo de
aminoacidos provenientes do catabolismo muscular (MALAFAIA et al., 2009). Esses
aminoéacidos liberados séo direcionados para o figado para a realizacdo da gliconeogénese e/ou
podem ser usados na sintese proteica (CARPENTIER et al., 1982). E importante ressaltar que

a reducdo do consumo de dieta leva a um quadro de deficiéncia caldrica e de micronutrientes,
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embora a racdo hipoproteica utilizada neste estudo seja isocal6rica e apresente concentracdes
adequadas de todos os micronutrientes, exceto ferro e zinco, quando comparada com a dieta
controle. Além disso, quadros de deficiéncia nutricional podem induzir a degradacao de tecido
adiposo para manutencdo do metabolismo energético (GROVER, 2009). Portanto, todos esses
fatores contribuem para a perda de peso.

Até recentemente, ndo havia concordancia na literatura com relagdo ao conjunto de
alteracdes clinicas que possibilitaria um diagnéstico assertivo de desnutricdo (SOETERS et al.,
2008; MEIJERS et al., 2010). Em 2012, a American Society for Parenteral and Enteral
Nutrition (ASPEN) publicou um consenso (WHITE et al., 2012) no qual foi determinado que,
para o diagndstico de desnutricdo, pelo menos dois dos seis sintomas clinicos devem ser
observados: consumo insuficiente de nutrientes, perda involuntéria de peso, perda de massa
muscular, perda de gordura subcutanea, edema e caquexia. Nesse contexto, animais do grupo
HPT 3% apresentaram perda de massa corpérea significativa e reducdo no consumo ragdo
(calorias) e de proteinas. Essas altera¢des sao suficientes para classificar a desnutri¢do induzida
no nosso modelo experimental como DPE, de acordo com a ASPEN.

A contréario da racdo hipoproteica 3%, a dieta com 8% de proteina (HPT 8%) néo foi
capaz de reduzir a massa corporal dos animais. No entanto, apesar dessa racdo néo ter sido
adequada no estabelecimento da desnutrigdo, estudos que utilizaram racdes com teor proteico
semelhante, conseguiram estabelecer esse quadro. Em estudos experimentais de Coutinho et al.
(19974, 2003, 2007), Barros (2008) e Couto et al. (2007), dentre outros, a DEP foi induzida
pela administracdo da DBR. Como citado anteriormente, essa dieta € multideficiente em
calorias, micronutrientes, proteinas e lipidios. Os resultados desses trabalhos mostram que
camundongos alimentados com a DBR apresentam cerca de 30% de perda ponderal, com
relacdo ao grupo controle (dieta normoproteica).

Como esperado, animais que foram alimentados com as dietas hipolipidicas 2,5% e 5%
(HPL 2,5% e HPL 5%, respectivamente) ndo apresentaram perda de massa corpérea, em relagédo
a animais do grupo controle. Apesar dessas dietas apresentarem uma menor quantidade de
lipidios, elas possuem valor energético muito préximo ao da ragdo controle, uma vez que o 6leo
de soja removido foi substituido por amido de milho. Optamos em utilizar dietas hipolipidicas
em nosso estudo, com o objetivo de avaliar o efeito da restricdo de lipidios na infecgéo por S.
mansoni. Os resultados que responderam a essa pergunta serdo discutidos juntamente com 0s

dados de avaliacdo parasitoldgica.
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Em nosso estudo, encontramos uma reducdo significativa nas concentragfes séricas de
proteinas totais entre os grupos controle e hipoproteico 3%, ap6s a infecgdo por S. mansoni. A
interacdo entre dieta e infeccdo culminaram na diminuicdo desse parametro. Varios estudos
disponiveis na literatura demonstram que baixas concentracfes séricas de proteinas totais sdo
uma caracteristica comumente observada em seres humanos desnutridos (WATERLOW;
ALLEYNE, 1974; MISHRA,; BASTOLA; JHA, 2009; ADEGBUSI; SULE ET al., 2011; SAH
et al., 2017) e em modelos animais de DPE (BORELLI et al., 2007; KOMATSU et al., 2007;
FOCK et al., 2007, 2008; MALAFAIA et al., 2009; CUNHA et al., 2013; DE OLIVEIRA et
al., 2014; SANTOS, et al., 2016; RHO et al., 2017).

Sabe-se que a avaliagdo das proteinas plasmaticas pode contribuir com informacoes
importantes a respeito do estado geral de um paciente, com relacdo ao seu estado nutricional e
a gravidade de doencas condicionantes de um estado clinico critico a sua saude (HENRY/, 1996;
CHAVES, 1985). O uso de proteinas séricas como instrumento para avaliacdo do estado
nutricional é considerado um importante e confiavel medidor, haja vista que a sintese de
proteinas hepéticas depende de aminoacidos disponiveis e o individuo com desnutri¢do terad
essa deficiéncia em seu organismo (FONTOURA et al., 2006).

As proteinas possuem importantes fung@es, como crescimento e manutencao de tecidos,
hormonal (ja que muitos hormdnios possuem constituicdo proteica), transporte de substancias,
protecdo imunoldgica, além de participarem como catalisadores de reacdes organicas e de
servirem como substratos para obtencao de energia (CHAVES, 1985; BERTHOLF, 2014).

Com relacdo a reducdo significativa nos niveis séricos de albumina dos animais do
hipoproteico 3%, os resultados do presente trabalho corroboram com estudos descritos na
literatura. Durante a década de 1950, foi reconhecido que a presenca de edema na desnutricdo
do tipo Kwashiorkor estava correlacionada com uma baixa concentracdo de albumina no
plasma, presumivelmente relacionada a falta de proteinas na dieta (GITLIN et al., 1958). Desde
entdo, inimeros trabalhos utilizam a avaliacdo dos niveis séricos desse parametro como um
marcador de desnutricdo tanto em estudos com humanos (WHITEHEAD et al., 1973; HAY et
al., 1975; BRASSEUER et al., 1994; COULTHARD, 2015), quanto em animais (SERAFIM et
al., 2010; CUNHA et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2014; NAKAJIMA et al., 2014;
SANTOS, et al., 2016).

Ostolin et al. (2014) observaram, dentre outros aspectos, que camundongos BALB/c
com DPE (alimentados com dieta contendo 3% de proteina) apresentaram uma concentracdo

sérica de albumina significativamente menor do que a verificada nos animais do grupo controle
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(alimentados com dieta contendo 14% de proteina). Ja Beltran et al., (2018) observaram que
camundongos C57BL/6 alimentados com uma dieta hipoproteica (2% de proteina)
apresentaram baixa concentracao de albumina sérica em relagdo ao grupo alimentado com dieta
controle. Em um outro estudo, Oliveira; Angelis (2001), encontraram uma reducéo em até 90%
na concentracdo de albumina plasmética em ratos alimentados com dietas contendo baixo teor
proteico (3% de proteina) ou com dieta aproteica. Segundo os autores essa diminui¢do estaria
diretamente relacionada a falhas nos mecanismos de controle homeostatico que regulam a
concentracdo de albumina intravascular, comum nos casos graves de DPE (LOWRY et al.,
1951; KIRSCH et al., 1968).

A albumina é a proteina plasmatica mais abundante, correspondendo a cerca de 50%
das proteinas totais do soro humano e o pardmetro bioguimico mais frequentemente utilizado
para avaliacdo nutricional (RAGUSO; DUPERTIUS; PICHARD et al., 2003; BERTHOLF,
2014; MAICA; SCHWEIGERT, 2008). Dentre as funcdes desempenhadas por esse marcador,
destacam-se: a participagdo na manutengdo do volume plasmatico circulante (SANTOS et al.,
2003), do equilibrio acido-basico (DOWEIKO; NOMPLEGGI, 1991) e envolvimento no
transporte de uma ampla variedade de substancias fisioldgicas (SANTOS et al., 2003).

E importante ressaltar que os indicadores bioquimicos s&o auxiliares na avaliagio do
estado nutricional, fornecendo medidas objetivas das alteracbes do mesmo, tendo como
vantagem, possibilitar seguimento ao longo do tempo e de intervencdes nutricionais
(MONTEJO GONZALEZ et al., 2006). A diminuicdo da concentracdo sérica das proteinas de
prevalente sintese hepéatica pode ser um bom indice de DPE. E importante, porém, considerar
que existem numerosos fatores, além dos nutricionais, que podem modificar a concentracdo das
proteinas séricas (variacOes do estado de hidratacdo, hepatopatias, infec¢do ou inflamacéao), nao
se devendo utilizar o metodo isoladamente para estabelecer o diagndstico nutricional
(CUPPARI, 2005; KAMIMURA et al., 2006; BHARADWAJ et al., 2016).

Dessa forma, a concentracdo de algumas proteinas plasmaticas, dentre elas a albumina,
pode ser afetada por condic¢des inflamatdrias, uma vez que se caracterizam como proteinas de
fase aguda negativa (BHARADWAJ et al., 2016). Nesse contexto, durante o processo de
resposta inflamatoria, citocinas como IL-6 e TNF-o estimulam no figado a sintese de algumas
proteinas e, paralelamente, inibem a sintese de outras. Por isso, essas proteinas sao
denominadas, respectivamente, proteinas de fase aguda positivas e negativas da resposta
inflamatdria. Particularmente no figado, a IL-6 inibe a sintese de albumina (BISTRIAN, 1998;
KOPFetal., 1994; MALAFARINA etal., 2012; CARBRERIZO et al., 2015). Em concordéncia
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com as evidéncias disponiveis na literatura, em nosso estudo, apos a infec¢éo por S. mansoni,
0s niveis sericos de albumina reduziram em ambos os experimentos e de proteinas totais no
segundo ensaio realizado. E importante destacar que embora a albumina seja uma proteina de
fase aguda negativa, em nosso modelo experimental houve uma reducdo dos niveis sericos
desse parametro nos animais do grupo HPT 3%, antes da infecc¢do por S. mansoni, 0 que sugere
que a desnutricdo induz um quadro inflamatério que contribui para a ocorréncia de
hipoalbuminemia.

Apesar das crescentes evidéncias cientificas de que os niveis de proteinas plasmaticas
dependem de outros fatores, além da ingestdo, essas proteinas continuam sendo usadas para
avaliar o estado nutricional e diagnosticar a desnutricdo (FUHRMAN; CHARNEY, 2004,
CABRERIZO et al., 2015). Assim, embora 0s niveis de proteinas estejam alterados na presenca
de processos inflamatorios, considerando-se em conjunto a significativa perda de 19% de massa
corporal, a reducdo do consumo de calorias e de proteina e dos niveis de aloumina e proteinas
totais, tem-se bons indicadores da indugdo da DEP em nosso no modelo experimental.
(BONANNI, 2011)

Em nosso modelo de DPE, apds a infeccdo, houve reducdo dos niveis séricos de
hemoglobina em animais que receberam a dieta hipoproteica 3%. A diminuicdo desse
pardmetro é um achado muito comum em condig¢des de desnutricdo (NAKAJIMA et al., 2014;
SANTOS et al., 2016). Malafaia et al. (2009) e Serafim et al. (2010) encontraram diminui¢ao
significativa na concentracdo sérica de hemoglobina em camundongos BALB/c infectados com
L. chagasi e alimentados com dieta contendo 3% de proteina e deficiente em ferro e zinco.

Desnutricdo e anemia permanecem como importantes problemas de salde publica em
paises em desenvolvimento (MUNISI et al., 2016). Deste modo, a DPE é uma sindrome na qual
a anemia pode estar presente. A literatura descreve que a ocorréncia de anemia na desnutricdo
pode ser devido a deficiéncia de ferro e folato (MACDOUGALL etal., 1982; VILLALPANDO
etal., 2003; GASCHE et al., 2004; MORETTI et al., 2004), a deficiéncia proteica, a diminui¢ao
nos niveis de eritropoietina  (STENVINKEL, 2003; GIBSON, 2004), a hemdlise devido a
modificacbes nos mecanismos antioxidantes dos eritrocitos e a doengas infecto-parasitérias
(BUITRON et al., 2004; STOLTZFUS et al., 2004).

Segundo Borelli et al. (2007), os tecidos hematopoiéticos, assim como todos aqueles
com alto indice de renovacdo e turnover, apresentam alta demanda por nutrientes. A
necessidade de proteina para a hematopoiese, particularmente para a eritropoiese, poderia por

si sO justificar a ocorréncia de anemia frequentemente observada em casos de desnutri¢éo
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Inicialmente, a deficiéncia de ferro foi considerada como a principal causa de anemia
na desnutricdo (FINCH, 1975). No entanto, diversos trabalhos evidenciaram que a DPE provoca
alteracdes hematologicas quantitativas como a anemia nao ferropriva e com reducdo de
reticulocitos (DE ANGELIS, 1986; ROBBINS et al., 2001; BORELLI et al., 2009), sendo que
0 quadro anémico encontrado € decorrente da reducdo da producdo de células e precursores
eritroides, com baixa resposta a eritropoietina (BORELLI et al., 2007). Fundamentando estes
achados, observou-se, em animais submetidos a DPE, alteracGes no ciclo celular de células
tronco hematopoiéticas e de progenitores hematopoiéticos, de forma que essas células estdo
predominantemente nas fases GO e G1 do ciclo celular (BORELLI et al., 2009; NAKAJIMA et
al., 2014).

A esquistossomose pode acarretar em diversas morbidades nos individuos infectados,
como anemia, desnutricdo, dificuldade de crescimento em criancas e prejuizo nas funcdes
cognitivas (FRIEDMAN et al., 2005; EZEAMAMA et al., 2005). A anemia é um dos sintomas
frequentemente associados a esquistossomose, tanto nos quadros de esquistossomose intestinal
como nos quadros graves de hepatoesplenomegalia, sendo mais intensa em portadores de
infeccdes mais graves (KING; DANGERFIELD-CHA, 2008). Desse modo, varios trabalhos
demonstraram que infec¢Ges graves por S. mansoni e desnutrigdo estavam significativamente
associadas com a anemia (KOUKOUNARI et al., 2006, 2008; KABATEREINE et al., 2007;
BUTLER et al., 2012). Em concordancia com a literatura, em nosso estudo, a infec¢éo por S.
mansoni impactou significativamente nos niveis séricos de hemoglobina, visto que
camundongos de todos os grupos experimentais apresentaram reducdo na concentracdo desse
parametro, apds serem infectados. Durante muitos anos vem sendo discutido os possiveis
mecanismos responsaveis pela anemia reportada em hospedeiros infectados por parasitos do
género Schistosoma, dentre eles, tem-se: deficiéncia de ferro por perda de sangue extracorporea,
por exemplo, eliminacdo de sangue gastrointestinal e nas fezes, pelo sequestro esplénico,
hemdlise auto-imune e a anemia desenvolvida pela inflamacdo (FRIEDMAN et al., 2005).

Com o objetivo de avaliar o impacto da desnutricdo na infeccdo por S. mansoni,
camundongos de todos os grupos experimentais foram infectados e cinquenta dias apo6s, foi
realizada a perfusdo hepato-mesentérica dos animais, para avaliagdo da carga parasitéaria e do
numero de ovos retidos no figado e intestino. Ndo ha consenso na literatura a respeito do nimero
de vermes recuperados em animais desnutridos. Em conformidade com nosso trabalho, Simdes

et al. (2002) ndo encontraram diferenca significativa no nimero de vermes recuperados em
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animais desnutridos. No entanto, Barros et al. (2014) e Coutinho et al. (2007) demonstraram
que a desnutricdo impactou nesse parametro.

Sé&o poucas as publicacBes que avaliaram o efeito da desnutricdo no nimero de ovos de
S. mansoni retidos no intestino e figado. Em nosso estudo, a DPE levou a reducéo do numero
de ovos presos no intestino, porém no figado ndo foi encontrado diferenca significativa entre
0s grupos. Em um trabalho realizado por Barros et al. (2014), camundongos C57BL/6 foram
alimentados com a DBR, para o estabelecimento da desnutricdo. Trinta dias apds o inicio da
administracdo das dietas, os animais foram infectados e apds 60 e 150 dias da infeccéo (fase
aguda e cronica, respectivamente), foram perfundidos para avaliagdo parasitolégica. Em ambas
as fases da doenca, camundongos desnutridos apresentaram diminuigdo significativa no nimero
de ovos retidos nesses 6rgdos. Coutinho et al. (1997b), utilizando camundongos swiss, 0s quais
foram infectados ap0s receberem dieta hipoproteica (DBR) por 30 dias e perfundidos apds 24
semanas (fase crénica), demonstraram também que a DPE levou a uma redugdo no nimero de
ovos de S. mansoni retidos no figado.

Nesse aspecto, € interessante notar que neste trabalho, a dieta hipoproteica 3% interferiu
na fecundidade do S. mansoni, visto que em animais que receberam essa dieta houve uma
reducdo na postura de ovos pela fémea, com uma significativa diminuigdo no acimulo de ovos
no intestino. Neves et al. (2002) e Oliveira et al. (2003) ao realizarem avaliacfes morfométricas
em vermes machos e fémeas adultos, recuperados de camundongos com DPE, os quais foram
alimentados com a DBR (8% de proteina), encontraram diversas alteragdes somaticas nos
parasitos, como redu¢do no comprimento e largura do corpo; na distancia entre as ventosas oral
e ventral e areas correspondentes as mesmas; na area ocupada pelas massas testiculares; menor
frequéncia do achado de ovos na cavidade uterina; reducdo do comprimento e da area ocupada
pelo ovario; reducdo da distancia entre o poro genital e o término das glandulas vitelinas.
Segundo Coutinho (2008), as alteracfes que comprometem o sistema reprodutor justificam os
disturbios de maturacdo e a menor capacidade de produgdo de ovos por vermes retirados de
hospedeiros experimentais desnutridos. Além disso, essas alteragfes sdo, provavelmente,
decorrentes da menor disponibilidade de nutrientes essenciais necessarios para um adequado
crescimento e desenvolvimento do parasito no interior dos vasos sanguineos, ocasionada pela
caréncia nutricional do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2003).

A avaliacédo histopatologica em nosso estudo demonstrou que camundongos HPT 3%
apresentaram reducdo significativa na area do granuloma hepético. Esse achado corrobora com

outros estudos, os quais demonstraram que camundongos infectados por S. mansoni e
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alimentados com dieta hipoproteica desenvolvem granulomas periovulares menores,
inflamacdo portal menos intensa, menor producdo de tecido fibroso e incapacidade de
desenvolver a fibrose periportal semelhante a humana (KANAUFT; WARREN, 1969;
MAGALHAES et al., 1986; COUTINHO et al., 1997b, 2003, 2007).

Estudos anteriores sobre o desenvolvimento da fibrose hepética em camundongos
demonstraram a importancia de mecanismos imunoldgicos, enfatizando o papel da resposta
Th2, incluindo a producéo de IL-4, IL-10 e IL-13, como citocinas-chave para a fibrogénese
(FALLON et al., 2000; PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004). Embora em
nossos resultados ndo tenhamos encontrado alteragcdo na secregédo de citocinas em animais do
grupo HPT 3%, outros estudos demonstram que camundongos desnutridos e infectados por S.
mansoni produzem baixos niveis de IL-4 (fase aguda da doenca) (RAMOS, 2007) e I1L-13 (fase
crénica da doenca) (SILVA, 2008; COUTINHO, 2010) em sobrenadante de cultura de
esplendcitos. No entanto, ao contrério desses estudos, em nosso trabalho, realizamos a dosagem
de citocinas séricas, utilizando um kit CBA Th1/Th2/Th17 que ndo determina os niveis de IL-
13. Com o prosseguimento deste trabalho, iremos também avaliar a producdo de citocinas em
sobrenadante de cultura de esplendcitos sob estimulacdo, incluindo também a IL-13 entre as
citocinas a serem avaliadas.

Barros et al. (2014) avaliaram alguns dos possiveis mecanismos envolvidos na reducéo
do tecido fibroso e do granuloma hepético em camundongos desnutridos e infectados por S.
mansoni. A desnutricdo levou a reducdo da oviposicdo, ao aumento do nimero de ovos
inviaveis e a um efeito depressor sobre a capacidade reprodutiva, com desproporc¢do entre 0s
estagios de maturacdo dos ovos excretados nas fezes. Além disso, uma menor deposicdo de
coladgeno do tipo | nos granulomas periovulares e uma reducdo dos niveis do fator de
crescimento transformador beta 1 (TGF-B1) foram observados nesses animais. Segundo os
autores, os resultados obtidos sugerem que a reducéo da postura e o prejuizo da maturacdo dos
ovos de S. mansoni, levam a diminuicdo da liberacdo de imundgenos, afetando a expressao de
citocinas fibrogénicas, como o TGF-Bl. Dessa forma, a deficiéncia proteica dietética,
juntamente com o baixo estimulo imunogénico gerado, podem ser responsaveis pela redugédo
na producdo de colageno e do volume dos granulomas hepaticos.

E importante ressaltar que no figado, 0 TGF-B ¢ um mediador pré-fibrogénico muito
potente das respostas celulares que levam ao reparo tecidual, producdo de matriz extracelular,
regulagdo do crescimento e apoptose. Durante a fibrogénese, os niveis teciduais e sanguineos

de TGF- estdo elevados e a superexpressao de TGF-B1 em camundongos transgénicos induz
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a fibrose (GRESSNER et al., 2002). Devido aos estimulos fibrogénicos (HANG et al., 1974;
WALICK et al. 2012), células inflamatdrias e macrofagos sdo ativados e secretam citocinas
fibrogénicas, como TGF-B1, IL-13, bem como estimulam a ativacdo de células estreladas
hepaticas (GEERTS, 2001, GRESSNER et al., 2002). Véarios estudos in vivo demonstram que
a expressao aumentada de TGF-B1 em soro e tecido hepatico esta correlacionado com
fibrogénese (KANZLER et al., 2001; EL-BASSIOUNI et al.,, 2012; PIAO et al., 2012).
Contudo, a literatura é controversa a respeito da relacdo entre TGF-B1 e desenvolvimento de
fibrose. Alves-Oliveira et al. (2006), ao estudar grupos de pacientes com diferentes graus de
fibrose, descobriram que altos niveis de TGF-f parecem estar associados a prote¢do contra
fibrose, porém a forca dessa associacdo foi baixa. De Jesus et al. (2004) ndo encontraram
diferencas nos niveis de TGF- em culturas de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) estimulados com SEA, entre grupos de pacientes com diferentes graus de fibrose
hepética. No entanto, Fernandes et al. (2014) encontram um aumento da produc¢do de TGF-f
em grupo de individuos com fibrose moderada a grave em comparagdo com individuos sem
fibrose. De acordo com esses autores, possivelmente, a expressdo de TGF-  por mondcitos
humanos esta associada a fibrose, enquanto a producdo dessa citocina por linfocitos ndo é
essencial. Outras publicagdes indicam que 0 TGF-B ¢ uma citocina produzida principalmente
por células T reguladoras, fornecendo um mecanismo efetivo de controle da progressdo da
fibrose (KITANI et al., 2003; HESSE et al., 2004).

Nossos resultados mostraram que as dietas hipolipidicas (2,5% e 5%) ndo impactaram
na sobrevivéncia do parasito e nas demais avaliacdes parasitologicas realizadas. Optamos em
utiliza-las em nossos experimentos, com o intuito de avaliar se a restricdo de lipidios na dieta
poderia impactar na sobrevivéncia do parasito, uma vez que embora rico em membranas, o S.
mansoni ¢ incapaz de sintetizar acidos graxos de cadeia longa ou colesterol ‘de novo’ (MEYER;
1970) podendo, no entanto, alongar acidos graxos incorporados. Consequentemente, essas
moléculas devem ser obtidas do hospedeiro.

Existem poucos trabalhos que avaliaram o efeito de dietas hipolipidicas na infeccéo
experimental por S. mansoni. Além disso, esses trabalhos ndo avaliaram o efeito de uma dieta
somente restrita em lipidios na infeccdo por S. mansoni. Coutinho et al. (1997b, 2003, 2007,
2008) ao estudarem os efeitos da desnutri¢do na infecgcdo por esse parasito, utilizaram a DBR,
a qual é multideficiente em macro e micronutrientes, incluindo lipidios (1%). Animais

desnutridos e infectados apresentaram reducdo do nimero de vermes recuperados, da carga
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parasitaria e da &rea do granuloma hepatico. Alteracbes morfométricas em vermes machos e
fémeas adultos também foram encontradas.

Santos et al. (1992) investigaram o efeito de uma dieta deficiente em acidos graxos
essenciais (ragdes sem o6leo de soja) na infeccdo por Trypanosoma cruzi. Os animais que
receberam a ragcdo com deficiéncia em &cidos graxos essenciais apresentaram diminuicdo na
parasitemia e maior taxa de sobrevivéncia.

Uma possivel explicacdo para que a restricdo lipidica na dieta, em nosso trabalho, ndo
tenha afetado a infecgcdo por S. mansoni é que a apesar de ndo haver sintese de acidos graxos, a
incorporacdo de lipidios pelos parasitos é intensa. Ensaios in vitro demostraram que vérias
classes de lipidios sdo incorporadas com maior ou menor eficiéncia pelos vermes adultos, além
de ocorrer a interconversdo de lipidios, de uma classe para outra. Por exemplo, os fosfolipidios
incorporados por S. mansoni sofrem, inicialmente, a acdo de lipases e fosfolipases, e os acidos
graxos livres sdo, entdo, incorporados nos triglicerideos e nos fosfolipidios dos parasitos
(RUMJANEK; SIMPSON, 1980).

Além disso, a auséncia de sintese ‘de novo’ de 4cidos graxos e de colesterol por S.
mansoni indica que existam mecanismos eficientes de captura de lipidios do hospedeiro.
Acredita-se que esses mecanismos tenham inicio imediatamente ap6s a entrada dos
esquistossdbmulos na corrente sanguinea (RUMJANEK, MCLAREN; SMITHERS, 1983) e
parecem lancar mdo da associacdo intima entre as lipoproteinas do hospedeiro e 0s vermes
adultos. Devido a rapida expressdo de uma proteina de superficie nos esquistossdmulos, em
resposta a incubacdo com soro humano, inferiu-se que os parasitos, na presenca de sinal
quimico ainda desconhecido, expdem receptores de LDL (Low Density Lipoproteins) na
superficie do tegumento. A ocorréncia de receptores de LDL em S. mansoni foi confirmada
com outros estudos (RUMJANEK, CAMPOS; CROCCO-AFONSO, 1988; XU; CAULFIELD,
1992).

Em relacdo a resposta imune, podemos observar que ap6s a infeccdo por S. mansoni
houve um aumento da secrecéo de citocinas com perfil inflamatorio (IFN-y, TNF-a ¢ IL-6) em
todos 0s grupos experimentais, com exce¢do do grupo HPT 3%, o qual ndo apresentou aumento
na producdo de TNF-a, com relagdo ao CTL. De fato, em murinos, nos estagios iniciais da
infeccdo, ocorre uma resposta imunologica predominante Thl, contra a migracdo dos
esquistossomulos e das formas imaturas adultas. Essa resposta é caracterizada pelo aumento da
expressao das citocinas IFN-y, IL-6, IL-1, TNF-a e IL-12 (BURKE et al., 2009; CHUAH et al.,
2014).



78
Discussdo

Além disso, é possivel perceber em nossos resultados que apo6s cinquenta dias de
infeccdo, ainda ndo houve um aumento dos niveis de citocinas do tipo Th2. Do ponto de vista
imunolodgico, oito semanas apos a infec¢do com Schistosoma mansoni, a producéo de citocinas
do perfil Th2 é predominante se comparada a producdo de citocinas do perfil Thl
(STAVITSKY, 2004; BURKE et al., 2009; CHUAH et al., 2014). Essa resposta é caracterizada
pelo aumento de IL-4, IL-5 e IL-13. Em murinos, essas citocinas tém importante fungdo na
formacdo do granuloma, na presenca de eosinofilos e no desenvolvimento da fibrose (DE
JESUS et al., 2004).

Em nosso trabalho, animais alimentados com a dieta hipoproteica 3% ndo apresentaram
aumento de TNF-a, apds a infeccdo. S80 escassas, na literatura, referéncias sobre o perfil
imunoldgico de camundongos desnutridos infectados, considerando que o estado nutricional do
hospedeiro é tido como um dos provaveis fatores coadjuvantes no agravamento dessa infec¢éo
parasitaria.

As principais metodologias empregadas avaliam o perfil de resposta celular em
diferentes momentos apds a infeccdo: inicio (até 60 dias), periodo intermediario (até 90 dias),
e tardio (apds 150 dias), em sobrenadante de cultura de esplendcitos. Silva (2008) avaliaram a
resposta imune celular em camundongos desnutridos, infectados por S. mansoni. Apesar do
padrdo de resposta imunoldgica ap6s a infeccdo ser semelhante em camundongos controle e
desnutrido, tendo uma fase inicial com predominancia de resposta Th1, uma fase intermediaria
com aumento de resposta Th2 e uma fase tardia com uma regulacdo dessas citocinas, em
animais desnutridos os niveis de IFN-y na fase inicial e de IL-4 na fase intermediaria foram
significativamente maiores, com relacdo ao grupo controle. Além disso, na fase tardia os niveis
de IL-13 nos camundongos desnutridos encontraram-se significativamente menores, quando
comparados a animais controle. Segundo os autores, pode-se especular que essa cinética
dificulte a atuacdo das citocinas fibrogénicas, sendo uma das razdes pelas quais camundongos
desnutridos ndo desenvolvem fibrose periportal murina.

Pretendemos prosseguir com este trabalho no qual avaliaremos o impacto da desnutri¢éo
proteico-energética no desenvolvimento da resposta imune protetora induzida pela imunizagéo
com o antigeno Sm14 do Schistosoma mansoni. E, a partir destes experimentos, objetivamos
contribuir para o melhor entendimento dos fatores que afetam a resisténcia do hospedeiro a
infeccdo e demonstrar a importancia do emprego racional de abordagens necessarias para que

a vacina alcance eficacia e impacto desejados, como o fornecimento adequado de nutrientes.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que conseguimos padronizar um modelo de DPE em
camundongos C57BL/6, através do fornecimento da dieta hipoproteica 3%, o0s quais
apresentaram alteracdes caracteristicas desse quadro de caréncia nutricional, como diminuicao
significativa da massa corporal, dos niveis séricos de albumina e do consumo energético e de
proteinas. Em nosso modelo de desnutrigdo, ndo se detectou aumento nos niveis sericos de
TNF-a. Além disso, a DPE impactou na infec¢do experimental por S. mansoni, uma vez que
houve reducdo do nimero de ovos retidos no intestino, da area dos granulomas hepaticos e na
fecundidade das fémeas do parasito. Ademais, a restricdo de lipidios na dieta ndo afetou a
infecgdo por S. mansoni, porém levou ao aumento da produgéo de algumas citocinas avaliadas.

Portanto, com base no exposto, estabelecemos um modelo de desnutri¢cdo proteico-
energética com a utilizacdo da dieta hipoproteica 3%, a qual sera utilizada em um préximo
passo para avaliar o impacto da desnutricdo no desenvolvimento da resposta imune protetora

induzida pela vacinagdo com o antigeno Sm14 do Schistosoma mansoni.
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ANEXO 1 - Licenca do CEUA

Ministério da SaGde

FIOCRUZ

Fundagiio Oswaldo Cruz L =

Vice- Presidéncia de Pesquisa e Comisséo de Etica
Colegdes Biologicas no Uso de Animais

LICENCA LW-2/18

Certificamos que o protocolo (P-6/17-8), intitulado "Avaliagdo da resposta imune contra o
antigeno vacinal do Schistosoma mansoni (Sm14) em camundongos desnutridos”, sob a responsabilidade
de CRISTINA TOSCANO FONSECA, atende ao disposto na Lei 11794/08, que disp&e sobre o uso cientifico
no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL). A referida licenga ndo exime a observincia das Leis e demais exigéncias legais
na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 14/05/2022 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 560 Fémeas de C57BL/6, Idade: 3 Semana(s), Peso: 17,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 14 de maio de 2018

Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA



