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Resumo 
 

  A vitamina D (vit.D), compreendida como um hormônio, é responsável pelos 
mecanismos de absorção do cálcio e fósforo, bem como desencadeia diversos eventos 
genomicos e não genomicos no organismo mediados por seus receptores VDRs presentes em 
uma ampla variedade de tecidos corporais como cérebro, coração, pele, intestino, gônadas, 
ossos, rins, paratireoides e células imunológicas, sendo essa última de interesse em nosso 
estudo. A vit.D apresenta importante papel imunoregulatório sobre linfócitos T e células APC, 
e sobre a diferenciação de células CD4+, promovendo uma alteração no perfil de resposta de 
Th1 para Th2, auxiliando no enfrentamento a determinados patógenos, bem como modulando 
o limiar de dano tissular potencial relacionado à resposta Th1. Além disso, participa da 
regulação da diferenciação das células precursoras em células mais especializadas no sistema 
monocítico-macrofágico. Estudos epidemiológicos evidenciam uma generalizada deficiência 
e insuficiência dessa vitamina em diversas regiões do mundo, especialmente na Ásia, África e 
América Latina o que pode predispor esses indivíduos a diversas doenças. Os continentes em 
destaque para hipovitaminose D apresentam também doenças relevantes de saúde pública, 
como é o caso da esquistossomose que afeta aproximadamente 240 milhões de pessoas ao 
ano, em 54 países, sendo o Brasil uma das regiões acometidas. O Praziquantel (PZQ), única 
droga disponível para o tratamento, não apresenta efeito contra formas jovens do parasito e 
possui eficácia reduzida em determinados grupos, pois depende da resposta imunológica do 
indivíduo para sua eficácia. Portanto, buscamos nesse trabalho compreender e avaliar o 
impacto da suplementação de 10.000UI de vit.D na esquistossomose e na eficácia do 
tratamento com subdoses de praziquantel. Estabelecemos um protocolo de suplementação de 
vitamina D que promoveu alterações séricas de seu metabolito ativo. Avaliamos o impacto 
dessa suplementação sobre o desenvolvimento e sobrevivência do S. mansoni, sobre níveis 
séricos de citocinas, anticorpos e na patologia hepática induzida pela infecção experimental e 
na eficácia do tratamento com doses subcurativas de Praziquantel. Nossos resultados 
mostraram que a suplementação com vitamina D não alterou a carga parasitaria, antes e após 
o tratamento, não afetou os níveis séricos das citocinas TNF- α, IL-4, IL-2 e imunoglobulinas 
IgG, IgG1. Porém, encontramos diferenças significativas nos níveis séricos das citocinas IL-
10, IL-17, IFN- e IL-6 e de IgG2c anti-SWAP e observamos um  redução significativa na 
área do granuloma hepático, em animais suplementados em relação aos controles. Nossos 
resultados evidenciaram a ação da vitamina D sobre a resposta imunológica específica contra 
o parasito e seu possível impacto sobre a patologia hepática. Estudos ainda são necessários 
para melhor compreensão desses eventos.   

 
 

 
Palavras-chave: vitamina D, esquistossomose, sistema imune. 



Abstract 
 

 
The Vitamin D (vit.D) is known as a hormone and is involved in calcium and 

phosphorus absorption, as well as in triggering various genomic and non-genomic events in 
the body. Vitamin D actios are mediated by its VDR receptors present in a wide variety of 
body tissues such as the brain, heart, skin, intestine, gonads, bones, kidneys, parathyroid and 
immune cells, being the latter of interest in our study. The vit.D has an important 
immunoregulatory role on T lymphocytes and APC cells, and in the differentiation of CD4+ 
cells, promoting a switch in the immune response profile from Th1 to Th2. This shift helps 
the immune system to cope with certain pathogens, as well as to modulate potential tissue 
damage related to Th1 response. In addition, it participates in the regulation of differentiation 
of precursor cells into more specialized cells in the monocytic-macrophage system. 
Epidemiological studies show a generalized deficiency and insufficiency of this vitamin in 
several regions of the world, especially in Asia, Africa and Latin America. This 
hypovitaminosis D can predispose individuals to different diseases and is highly prevalent in 
continents that present relevant public health diseases, such as schistosomiasis. 
Schistosomiasis affects approximately 240 million people per year, in 54 countries, among 
them Brazil. Praziquantel (PZQ), the only drug available for treatment, has no effect against 
young forms of the parasite and has reduced efficacy in specific population groups, as it 
depends on the individual's immune response for its efficacy Therefore, in this study we 
aimed to understand and evaluate the impact of supplementation with 10000UI of vit.D in 
schistosomiasis and in the effectiveness of treatment using subdoses of praziquantel. We 
established vitamin D supplementation protocol that promoted serum changes in its active 
metabolite. We evaluated the impact of this supplementation on the development and survival 
of S. mansoni, on serum levels of cytokines, antibodies, on liver the pathology induced by 
experimental infection and on the effectiveness of treatment with subcurative doses of 
Praziquantel. Our results showed that vitamin D supplementation did not alter parasitic 
burden before or after treatment, it also did not affect seric levels of TNF-α, IL-4, IL-2 
cytokines and anti-Swap IgG, IgG1 immunoglobulins. However, we found significant 
differences increase in seric levels of IL-10, IL-17, IFN- and IL-6 and Swap specific IgG2, 
and a signinficant reduction in the area of hepatic granuloma in supplemented animals 
compared to controls. Our results showed the effect of vitamin D supplementation under some 
components of the immune response induced against the parasite that promoted a less severe 
pathology in the liver. More studies are still needed to better understand these events. 

 
Key words: vitamin D, schistosomiasis, immune system. 
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potential cation channel subfamily V member 5 

TRPV6: Canal de Potencial do Receptor Transitório V6, do inglês: Transient receptor 

potential cation channel subfamily V member 6 

UI: Unidade Internacional  

UVB: Radiação Ultravioleta B 

VDR: Receptor de vitamina D, do inglês: Vitamin D Receptor 

VDR-AP: Receptor de vitamina D alternativo, do inglês: VDR-alternative pocket 

VDRmem: Receptor de vitamina D de membrana  

VDRnuc: Receptor de vitamina D nuclear 

Vit.D: Vitamina D 

Vit.D2: Vitamina D2 

Vit.D3: Vitamina D3 
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1. INTRODUÇÃO 

    1.1 Vitamina D 

 

O termo vitamina D (vit.D) refere-se a um conjunto de moléculas secoesteróides, 

lipossolúveis, derivadas de reações enzimáticas interconectadas no organismo que ocorrem no 

sistema endocrinológico vitamina D. Esse sistema é composto pela proteína carreadora de 

vitamina D (DBP) , pelo receptor de vitamina D  (VDR), pelas enzimas que participam da 

cascata de reações de ativação e inativação da vitamina e pelos metabólitos produzidos por 

esta via (CASTRO, 2011). Esse complexo vitamina D se relacionava somente a ações 

osteomineralizantes através da regulação e interação da absorção do cálcio e fosfato pelos 

tecidos. Contudo, as descobertas dos receptores extrarrenais dessa vitamina propiciaram 

estudos que demonstraram as ações não-calcêmicas por ela desempenhadas, como também a 

reconhecendo como molécula hormonal (BOUILLON, 1995; CASTRO, 2011; HOLICK, 

2017). 

O metabolismo da vit.D apresenta como fonte principal a síntese endógena (80%-

90%) que tem seu início na epiderme (camada de Malpighi) após exposição à radiação 

ultravioleta (UVB – 290nm a 315nm) (HOLICK et al., 1977). A parcela restante de vitamina 

D encontrada no organismo é proveniente da dieta (10%-20%) (Figura 2). A produção 

cutânea se origina da clivagem fotoquímica do 7-desidrocolesterol, formando a pré-vitamina 

D3 (HOLICK et al., 1977). Essa molécula, uma vez formada, sofre um rearranjo molecular 

dependente de temperatura que resulta na formação de homodímeros em aproximadamente 24 

horas, resultando na vitamina D3 (colecalciferol) (HOLICK et al., 1977, HART et al., 2011). 

A exposição excessiva à radiação ultravioleta B (UVB) não causa intoxicação por vitamina D, 

pois ela induz a produção de metabólitos inativos com a degradação do 7-desidrocolesterol e 

do colecalciferol (HOLICK, 1977; CASTO, 2011; HART et al., 2011; ALTIERI et al., 2020). 

O Colecalciferol (vit.D3) pode ser também proveniente da dieta através do consumo de  

peixes gordurosos de águas profundas e frias. Outra fonte alimentar de vit.D constitui-se no 

Ergoesterol, oriundo de vegetais, em especial fungos. Assim como ocorre na síntese de 

vitamina D3, o Ergoesterol é convertido por meio da radiação UVB em Ergocalciferol 

(vitamina D2) (JONES et al., 1975). Ambos os metabólitos (vit.D3 e vit.D2) são precursores da 

forma ativa da vitamina D (calcitriol).  
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A diferença entre as duas moléculas, além da origem, consiste na presença, no 

Ergocalciferol, de um grupo metil ligado ao carbono 24 e uma dupla ligação entre os carbonos 

22 e 23 (Figura 1) (HOLICK et al., 1977; HART et al., 2011).  

                  
              Figura 1. Fórmula estrutural plana da Vitamina D2 (Ergocalciferol) e D3 (Colecalciferol) 

             Adaptado: https://robertofrancodoamaral.com.br/blog/wp-content/uploads/2014/01/vitaminas-d2-d3.png 

 

Independente da proveniência (Cutânea ou Intestinal), a biodiversidade desses 

metabólitos ocorre na circulação (HOLICK, 1995). No sangue, esses metabólicos são 

carreados, em sua maioria pelas proteínas carreadoras DBPs e, em uma fração menor, pela 

albumina em direção ao fígado para a primeira etapa de ativação. Alcançado esse órgão, 

sofrem hidroxilação mediada pela enzima citocromo P450 (CYP450) sendo convertidos em 

25-hidroxivitamina D [25(OH) D] ou calcidiol (FRASER et al.,1970), que representa a forma 

circulante de maior quantidade, com meia vida de aproximadamente duas semanas (BLUNT 

et al., 1968; CASTRO, 2011). A etapa de conversão do colecalciferol e do ergocalciferol em 

calcidiol 25(OH)D é pouco regulada, por isso os níveis sanguíneos de 25(OH)D refletem 

proporcionalmente as quantidades de vitamina D ingeridas e/ou produzidas na pele 

(CASTRO, 2011). Na primeira passagem no fígado, aproximadamente 75% dos precursores 

vitamina D3 e D2 circulante são convertidos a calcidiol (HOLICK, 1999; MILLER E 

PORTALE, 1999; PROSSER E JONES, 2004).  

A última etapa de ativação da vitamina D acontece nos rins, produzindo a 1,25 

dihidroxivitamina D [1,25(OH)2D3] através da hidroxilação adicional pela enzima 1-α-

hidroxilase (CYP27B1) na mitocôndria das células renais, originando a forma ativa da 
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vitamina D, o calcitriol (DEEB et al., 2007; HEWISON, 2010; MARQUES et al., 2010; 

CASTRO, 2011).     

      

            

Figura 2. Metabolismo da vitamina D. Adaptado: DEEB et al., 2007.  

 

Estudos demonstraram ocorrer essa hidroxilação final também de forma extrarrenal, 

pois diversas células (linfoides, mieloides, epiteliais) possuem receptores VDR e também a 

enzima necessária para essa reação em sua constituição, formando o metabólito ativo (SUDA 

et al., 1970; BOUILLON, 1995; STUMPF et al., 1979; ADAMS e HEWISON, 2008; BIKLE, 

2014; KUNDU, 2014). 

A regulação da 1-α-hidroxilase renal é dependente dos níveis de cálcio e fosfato, 

metabólitos do calcitriol (1,25(OH)2D3) e do Paratormônio (PTH). Por outro lado, a regulação 

extrarrenal decorre de fatores locais como produção de citocinas, fatores de crescimento e 

níveis de 25(OH)D, tornando essa via mais sensível à deficiência de Vitamina D (LEVENTIS 

et al., 2008). 

 

1.1.2 Receptor VDR 

 

A resposta biológica da 1,25(OH)2D3 é mediada pelo receptor de vitamina D (VDR) 

presente nas células em sua membrana plasmática (VDRmem) e na membrana nuclear 

(VDRnuc) (Figura 3).  As ações desencadeadas a partir da interação vitamina-receptor 

distinguem-se em ações genômicas (vit.d-VDRnuc) e ações não-genômicas (vit.d-VDRmem). 
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As ações genômicas da 1,25 (OH) 2D3 resultam de sua interação estereoespecífica com seu 

receptor nuclear, VDRnuc, que na presença do hormônio sofre mudanças conformacionais 

que resultam na heterodimerização com o receptor retinóide (RXR), interagindo com o DNA 

de forma a modular a expressão gênica. Estas ações podem perdurar por horas ou dias e são 

conhecidas como respostas genômicas (BOUILLON et al., 1995). Essa via resulta na ativação 

ou regulação da expressão de genes controlados pelo complexo vitamina D-VDR-RXR que se 

estima regular a expressão de 3% de todo genoma humano (BOUILLON et al., 2008). 

 Por outro lado, essa vitamina também pode desencadear uma resposta não-genômica 

por meio do receptor de membrana (VDRmem ou VDR-AP) com ação rápida, segundos ou 

minutos, através da ativação de mensageiros secundários, tais como: vias guanilato ciclase 

(GC), fosfatidilinositol–3–quinase, Adenosina monofosfato cíclica (cAMP), mitogen-

activated protein kinase; proteína quinase (PK)A e fosfolipase C; abertura dos canais de cálcio 

e cloro dependentes de voltagem e mobilização de cálcio do retículo sarcoplasmático 

(MASSHEIMER et al., 1994; LE MELLAY et al., 1997; MIZWICKI et al., 2009; 

HAUSSLER et al., 2011). 

Figura 3. Mecanismo de ação genômica e não-genômica da 1,25D. Adaptado de Mizwicki et  al., 2009. 

 

O VDR e a enzima 1α-hidroxilase (enzima de conversão ao calcitriol) são expressos 

em diversas células, tais como: mamárias (SUDA et al., 1970), prostáticas (PEEHL et al., 

1994), neurônios (EYLES et al., 2005), adipócitos, enterócitos (STUMPF et al., 1979), 

miócitos (BISCHOFF et al., 2001) e leucócitos (BOUILLON, 1995). Essas células são 

capazes de sintetizar a 1,25(OH)2D3 e, consequentemente, responder a esse hormônio através 

de seus respectivos VDRs. Dessa forma, ocorrem as ações intácrina, parácrina e endócrina da 

vitamina D (ADAMS et al., 2007; NORMAN, 2008; MIZWICKI et al., 2009; SCHUCH, 

2009; VERHAVE et al., 2010). 
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1.1.3 Efeitos Biológicos da Vitamina D 

 

A interação entre a forma ativa da vit.D (calcitriol) e seus receptores VDRs (de 

membrana ou nuclear) resultam em efeitos biológicos rápidos ou de longa duração, como já 

explanado.  

As ações calcêmicas envolvem a homeostase do cálcio e fosfato e o metabolismo 

ósseo. O equilíbrio do cálcio no organismo mediado pela vitamina D ocorre através da 

absorção intestinal e renal. A 1,25(OH)2D3 regula a absorção intestinal do cálcio via 

transporte transcelular e paracelular (HAUSSLER et al., 2013; CHRISTAKOS et al., 2016). A 

absorção de Ca+ ativa é regulada pelo estímulo à expressão de proteínas responsáveis pela 

captação do cálcio pelos enterócitos (TRPV5 e TRPV6), pelo aumento na produção de 

proteínas envolvidas no transporte intracelular do cálcio (claudinas) e também dos canais de 

membrana ATP-dependentes para extrusão do cálcio para o fluido extracelular. Além disso, a 

vitamina D induz a expressão de paracelinas (proteínas intercelulares), formando canais que 

auxiliam no transporte passivo desse cálcio por gradiente de concentração (HOENDEROP et 

al., 2005; HAUSSLER et al., 2013; CHRISTAKOS et al., 2016). Nos rins, ao nível do túbulo 

distal, acontece à reabsorção de cálcio via regulação da 1,25(OH)2D3 e pelo PTH, através de 

um mecanismo de transporte ativo, transcelular, semelhante ao que ocorre a nível intestinal 

(HOENDEROP et al., 2005; HAUSSLER et al., 2013; CHRISTAKOS et al., 2016). Assim, 

perante baixos níveis séricos de cálcio, a 1,25(OH)2D3 e o PTH estimulam a reabsorção renal 

de cálcio, induzindo a expressão e ativando o canal de cálcio TRPV5 e PTH (HOENDEROP 

et al., 2005; HAUSSLER et al., 2013; CHRISTAKOS et al., 2016). 

O mecanismo envolvido na homeostase do fosfato compreende a corregulação da 

expressão do FGF-23 e da proteína cotransportadora de sódio e fosfato tipo 2b (NaPi2b). A 

vitamina D estimula a produção de NaPi2b que promove a absorção intestinal de fosfato, 

sendo inibida pelo FGF-23 (SHIMADA et al., 2004). Ao mesmo tempo, a expressão do FGF-

23 pode ser regulada por vias de sinalização dependentes ou independentes da ativação do 

VDR (SHIMADA et al., 2004).  

O metabolismo ósseo via calcitriol decorre da ação sobre osteoblastos, através da 

ativação da via do NF-kB, promovendo a transcrição do fator osteogénico RANKL (ligante 

do recetor ativador do NF-kB) que liga-se ao receptor RANK presente nos precursores dos 

osteoclastos, induzindo a sua diferenciação em osteoclastos, e estimulando sua ação 

osteoclastogênica (HARRISON et al., 1989; ZHANG et al., 1997; DOSSING et al., 2005; 

HAUSSLER et al., 2013; CHRISTAKOS et al., 2016). A 1,25(OH)2D3 também atua via 
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intácrina, por meio da CYP21B (25-hidroxivitamina D-1-alfa-hidroxilase) presente nos 

condrócitos da placa de crescimento, na diferenciação dessas células, na angiogênese e na 

osteoclastogênese durante o desenvolvimento endocondral in vivo (NAJA et al., 2009). 

Os achados de receptores VDRs extrarrenais direcionaram estudos sobre sua ação em 

células e tecidos. As funções não-calcêmicas já descritas compreendem: modulação da 

ativação ou repressão de genes do ciclo G0/G1, diferenciação, multiplicação e apoptose de 

células (DEEB et al., 2007); regulação da esteroidogênese local, foliculogênese e 

espermogênese nas gônadas (BLOMBERG  et al., 2010); modulação do crescimento celular 

da musculatura lisa e do sistema renina-angiotensina no músculo cardíaco (SIMPSON et al., 

2007; LI et al., 2008); regulação do crescimento de miócitos, do volume da massa muscular, 

tônus e força no músculo esquelético (ROMEU et al., 2019); controle e síntese da insulina 

(BOURLON et al., 1999; STUMPF, 2008); crescimento neural e moduladores do 

desenvolvimento cerebral (NEVEU et al., 1994; SANCHES et al., 2009) e regulação, 

proliferação, maturação e diferenciação de leucócitos (PROVVEDINI et al., 1983; 

BOONSTRA et al., 2001; HEWISON, 2010). 

Esses efeitos evidenciam a importância da vitamina D sobre sistemas biológicos, 

podendo exercer funções relevantes tanto na manutenção da homeostasia como no 

estabelecimento de doenças. 

  

1.1.4 Vitamina D e Sistema Imune 

 

As descobertas dos receptores VDRs em células do sistema imune despertaram o 

interesse em compreender o papel exercido pela vitamina D nas células do sistema 

imunológico. Pesquisas evidenciaram a presença desse receptor tanto em células da resposta 

imune inata (células epiteliais, macrófagos, células dendríticas), quanto em células da resposta 

imune adaptativa (células B e células T) (BHALLA et al., 1983; PROVVEDINI et al., 1983; 

BOONSTRA et al., 2001; MOK, 2013; AZRIELANT, 2017).  

O sistema imunológico inato compreende componentes tanto do indivíduo quanto dos 

residentes (microbiota), sendo representado pelas barreiras físicas (pele, superfícies mucosas, 

muco e células endoteliais vasculares), enzimas expressas por células epiteliais e células 

fagocíticas (lisozima), proteínas e peptídeos antimicrobianos (defensinas, catelicidinas e 

outros expressos por fagócitos), componentes humorais inflamatórios (complemento, 

opsoninas, quimiocinas e citocinas), receptores celulares que reconhecem rapidamente 
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patógenos (receptores toll-like, NLR, receptores do tipo c-lectina) e células (mastócitos, 

células dendríticas, macrófagos, células neutrófilas e natural killer) presentes em todos os 

indivíduos desde o nascimento (ABBAS et al., 2015; AZRIELANT, 2017; SASSI et al., 

2018).  

A vitamina D é um regulador da imunidade inata e da imunidade adquirida (Figura 4). 

Os primeiros trabalhos publicados sobre esse tema foram estudos sobre patologias causadas 

por Mycobacterium, como tuberculose e hanseníase (HERRERA, 1949; AIREY, 1946). Essas 

pesquisas verificaram que a vitamina D foi capaz de contribuir para a melhora do quadro 

clínico, auxiliando no tratamento dos infectados com as sulfonas (Promin). Pesquisas 

posteriores demonstraram in vitro e in vivo os mecanismos envolvidos nos achados 

observados nesses primeiros trabalhos, demonstrando que a vit.D estimula a proliferação de 

monócitos, eleva nesses e em macrófagos a quimiotaxia, a autofagia, a capacidade fagocítica, 

a produção de IL-1 e catelicidinas, aumentando a atividade antimicrobiana (WANG et al., 

2004, 2010; LIU et al., 2007; MARTINEAU et al., 2007; KHOO et al., 2011; SU et al., 2016; 

KIM et al., 2018).  A exposição de monócitos humanos a patógenos, como M. tuberculosis e 

outros, regula a expressão do CYP27B1 e do VDR, aumentando assim a capacidade celular de 

produzir 1,25 (OH) 2D3 no local da infecção e a capadacidade para responder a esse 

metabólito (MARTINEAU et al., 2007; COUSSENS et al., 2012; SASSI et al., 2018).  

 Existem poucos dados sobre um efeito direto da vitamina D sobre eosinófilos, a 

principal célula efetora em reações alérgicas e importante na resposta contra helmintos. Sabe-

se que os eosinófilos, assim como outras células imunológicas, expressam VDR. A expressão 

deste receptor é regulada pela exposição a 1,25 (OH) 2D3, como mostrado na linhagem 

celular eosinofílica humana EoL-1(LU et al., 2017). É importante ressaltar que o tratamento 

com 1,25 (OH) 2D3 inibe a apoptose de eosinófilos, prolongando a sobrevivência celular. 

Além disso, a 1,25 (OH) 2D3 regula positivamente a expressão de CXCR4 nos eosinófilos 

favorecendo a migração destas células para tecidos não inflamados (HIRAGUCHI et al., 

2012). O efeito anti-apoptótico da vit.D promove também uma regulação da inflamação, ao 

reduzir a citólise destas células e a liberação de seus mediadores inflamatórios (ETHIER et al. 

2016). Igualmente, já foi demonstrado in vitro que essa vitamina diminui a expressão dos 

mediadores inflamatórios de eosinófilos ao promover a interação do VDR com fatores de 

transcrição que regulam a expressão destes genes (LU et al., 2017). In vivo, camundongos 

deficientes em VDR apresentaram ativação espontânea de eosinófilos no intestino o que 

demosntra a importância da vit.D e seu receptor na regulação dessas células imunitárias (LU 

et al., 2017).  
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A resposta imunológica adaptativa também pode ser modulada pelo calcitriol. Foi 

demosntrado que este hormônio promove uma alteração no perfil de resposta de Th1 para 

Th2, modulando o dano tecidual potencial relacionado à resposta Th1 (BOONSTRA et al., 

2001; HEWISON, 2010). Nas células T ativadas observa-se um aumento na expressão de 

receptores VDR e maior ligação e ativação desta vitamina. Esse mecanismo induz uma 

redução na produção de IFN-, IL-2, IL-6, IL-17, IL-22 e IL-23, e estimula a produção de IL- 

4, IL-5 e IL-10 (BOONSTRA et al., 2001; ZAHRAN et al., 2018). Desse modo, há 

decréscimo no desenvolvimento de células Th1 e Th17 e acréscimo de Th2 (BOONSTRA et 

al., 2001; KHOO et al., 2011; STERLING et al., 2012; ZAHRAN et al., 2018). Na sepse 

infantil, a suplementação com vitamina D direcionaram a redução na produção de citocinas 

inflamatórias IL-6 e IL-1β, melhorando o perfil da doença e o quadro geral das crianças 

(QURAISHI et al., 2015).  

Acredita-se que a vit.D normalize a proliferação e diferenciação de queratinócitos 

(BIKLE et al., 2012) e reduza a inflamação modulando as funções das células T e células 

dendríticas (DCs). A exposição direta a vitamina inibe a proliferação de células T, a expressão 

de IL-2, a produção de citocinas inflamatórias e promove o desenvolvimento de células T em 

Tregs (RIGBY et al., 1984; JEFFERY et al., 2009).  Em suas ações também reprime a 

expressão de MHC-II e moléculas co-estimuladoras por DCs, levando à capacidade 

imunoestimuladora reduzida (PIEMONTI et al., 2000; GRIFFIN et al., 2001).  Além disso, 

ela torna as DCs tolerogênicas ao regular negativamente a síntese de IL-12, aumentando a 

secreção de IL-10 e induzindo a expressão de ILT3 e PD-L1, direcionando a diferenciação de 

Treg e inibindo o desenvolvimento de células Th1 (PENNA et al., 2005; VAN DER AAR et 

al., 2011).  

Estudos anteriores evidenciaram que linfócitos B em repouso expressam baixos níveis 

de VDR, no entanto, a expressão deste receptor é aumentada durante a ativação desta célula 

(MÜLLER et al. 1991).  A 1,25 (OH) 2D3 pode inibir a proliferação e diferenciação de células 

B. Contudo, dados referentes à ação da 1,25 (OH) 2D3 nas células B são controversos. Por um 

lado, a vitamina D pode inibir indiretamente a função da célula B como resultado de 

alterações nas respostas das células T ou supressão da secreção de citocinas por monócitos / 

macrófagos (MÜLLER et al. 1991). Por outro lado, há relatos de que 1,25 (OH) 2D3 afeta 

diretamente células B humanas inibindo a produção de imunoblobulinas (HEINE et al. 2002 ).  

A vit.D é um imunossupressor em modelos de camundongos com doenças autoimunes, 

inflamatórias e alérgicas (LEMIRE et al., 1991; TAHER et al., 2008). Desse modo, ela e seus 

análogos vêm sendo utilizados com resultados promissores em tratamento tópico da psoríase 
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(SIGMON et al., 2009), em doenças autoimunes (esclerose múltipla, lúpus eritematoso 

sistêmico) (MARQUES et al., 2010; McLAUGHLIN et al., 2018) nas doenças inflamatórias 

intestinais (doença de Crohn e colite ulcerativa) (GARG et al., 2018; MARTIN et al., 2019), 

entre outras. Pesquisas realizadas com pacientes portadores de doenças autoimunes 

demonstraram uma redução na produção de IL-17A via ligação do VDR/calcitriol ao 

promotor do fator nuclear de ativação de células T (NFAT) e fator de transcrição 1 runt 

(RUNx1), inibindo o receptor órfão Gamma 2 (RORɣt), que é o fator de transcrição de IL-

17A e induzindo a produção de FOXP3 (CHANG et al., 2010; JOSHI et al., 2011; PALMER 

et al., 2011; XIE et al., 2017). 

Coussens et al. (2015), em um estudo longitudinal, ao avaliar o impacto da vitamina D 

basal, bem como a suplementação de 50.000UI em pacientes infectados pelo vírus  HIV, 

verificou que altos níveis séricos de calcitriol relacionaram-se ao aumento de leucócitos 

circulantes, principalmente linfócitos  (TCD4 e TCD8), redução na replicação viral periférica 

(via produção de peptídeos antimicrobianos) e melhora do estado geral, ao passo que baixas 

dosagens séricas desse metabólito associaram-se a progressão e mortalidade pela doença. Em 

pesquisa relacionada à vitamina D e câncer de mama, ao avaliarem 181 mulheres com câncer 

de mama e 197 controles, verificaram que os níveis de suficiência de vitamina D e a prática 

moderada de atividade física foram variáveis protetoras para esse tipo de câncer (OLIVEIRA-

SEDIYAMA et al., 2016). 

         
Figura 4. Ações da vitamina D sobre a imunidade inata e adaptativa. In vitro, a 1,25 (OH) 2D3 estimula o 
sistema imune inato, otimizando as respostas quimiotáticas e fagocitóticas de macrófagos, bem como a produção 
de proteínas antimicrobianas como a catelicidina. Por outro lado, ela promove uma modulaçãoda imunidade 
adaptativa. A vitamina D induz a produção de citocinas Th2 (IL-4), ao passo que inibe a expressão das citocinas 
IL-12 e IL-23, deslocando indiretamente a polarização das células T de um fenótipo Th1 e Th17 em direção a um 
fenótipo Th2. Ela afeta diretamente as respostas das células T, inibindo a produção de citocinas Th1 (IL-2 e IFN-
γ) e citocinas Th17 (IL-17 e IL-21). Em Células Apresentadoras de Antígeno (APC) inibe a expressão do 
complexo MHC-II e de moléculas co-estimulatórias. Além disso, 1,25 (OH) 2D3 favorece o desenvolvimento de 
células Treg através da modulação de DCs por meio das células T. Fonte: Adaptado: MATHIEU, 2011. 
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Apesar de dados da literatura evidenciarem sua ação eficaz em diversas patologias 

humanas, estudos também demonstraram que a Vitamina D não apresenta efeito sobre 

algumas doenças. Ashenafi et al. (2019), em um estudo duplo-cego, em pacientes HIV 

positivos com doença progressiva lenta foram suplementados com 5.000UI de vitamina D, 

não verificaram diferença significativa em relação a carga viral e contagem de linfócitos entre 

os grupos controle e suplementado.  No trabalho de De Lyra et al. (2006),  foi avaliada a 

relação entre os níveis de Vitamina D e o câncer de mama em 88 mulheres com esse tipo de 

câncer e 35 controles (submetidos a mamoplastias ou ressecção de lesões benignas), não 

observando correlações significativas entre os níveis de vitamina D e o grau histológico do 

tumor  I / II  e III / IV.  

Bilici et al. (2019), ao verificarem o efeito da suplementação de 200UIdia em 

adolescentes obesos não observaram alterações significativas nas medidas de glicose, 

insulina, HOMA-IR, peptídeo C, resistência a insulina e taxa de síndrome metabólica, apesar 

de observarem uma redução significativa nos níveis de colesterol total e LDL, HbA1c, AST, 

PTH e IL-6.  

 

1.1.5 Epidemiologia da Hipovitaminose D 

 

 

A prevalência de baixo nível de vitamina D (hipovitaminose D) é um problema global 

em todas as faixas etárias, mesmo em países com exposição solar o ano todo (Figura 5). 

Estudos epidemiológicos e meta-análises revelaram uma deficiência e insuficiência dessa 

vitamina nos indivíduos em diversas regiões do mundo, o que pode predispor a doenças, pois 

a vit.D interage diretamente sobre tecidos biológicos importantes (PALACIOS et al., 2014; 

HILGER et al., 2014; HOLICK, 2017; ANTONIO et al., 2018).  

Os limites de referência para determinação do status sérico de vitamina D que se 

associam a um maior risco de complicações à saúde se encontram em ampla discussão. Desse 

modo, as sociedades científicas atualizam regularmente suas recomendações quanto à 

suplementação de vitamina D (ZANINELLI, 2017).  
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Figura 5. Prevalência da Deficiência de Vitamina D na população em geral e em gestantes. Adaptado: 

Fonte: Holick, 2017. 

 

No Brasil, a Sociedade Brasileira de Patologia Clínica/Medicina Laboratorial, a 

Sociedade Brasileira de Metabolismo Ósseo e a Sociedade Brasileira de Endocrinologia se 

orientam pelas determinações do Instituto de Medicina - USA (IOM) e estabelecem os 

seguintes valores preconizados para dosagens séricas de vitamina D:  

- Maior do que 20 ng/ml é o desejável para população geral saudável; 

- Entre 30 e 60 ng/ml é o recomendado para grupos de risco como idosos (acima de 60 

anos), indivíduos com fraturas ou quedas recorrentes, gestantes e lactantes, osteoporose 

(primária e secundária), doenças osteometabólicas tais como raquitismo, osteomalácia, 

hiperparatireoidismo, doença renal crônica, síndromes de má-absorção, após cirurgia 

bariátrica, doença inflamatória intestinal, medicações que possam interferir com a formação e 

degradação da vitamina D (terapia antirretroviral, glicocorticoides e anticonvulsivantes), 

neoplasias malignas, sarcopenia e diabetes; 

- Entre 10 e 20 ng/ml é considerado baixo com risco de aumento da remodelação óssea 

e, com isso, perda de massa óssea, além do risco de osteoporose e fraturas; 

- Menor do que 10 ng/ml é uma concetração muito baixa e com risco de evoluir com 

defeito na mineralização óssea, que é a osteomalácia, e raquitismo; 

- Acima de 100 ng/mL risco de toxicidade e hipercalcemia. 
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BOUILLON (2017), em estudo publicado na Nature Reviews Endocrinology  discutiu 

as diferenças nas recomendações para suplementação de vitamina D em mais de 40 nações, 

demonstrando a forma como as diferentes agências e países recomendam que seja feita a 

interpretação dos níveis séricos de 25 hidroxivitamina D (25(OH)D), conforme esquema a 

seguir:  

               
Figura 6. Recomendações para a interpretação dos níveis séricos de 25OHD. Código de cores: 

vermelho indica um estado de grave deficiência que deve ser corrigido sem exceção; laranja denota um estado de 
leve deficiência, em que a intervenção é aconselhável; verde indica um estado suficiente de níveis séricos que 
não necessita de suplementação adicional. AAP, americana Academia de Pediatria; AGS, American Geriatrics 
Society; DACH, Deutschland (Alemanha), Áustria e Confoederatio Helvetica (Suíça); IOF, Fundação 
Internacional de Osteoporose; IOM, Instituto de Medicina; SACN, Assessoria Científica Comitê de Nutrição. 
Fonte: BOUILLON, 2017.  
 

A prevenção da hipovitaminose D, segundo o Instituto de Medicina (IOM), recomenda 

que bebês recebam imediatamente suplementação diária de vitamina D de 400 UI durante o 

primeiro ano de vida. Indivíduos entre 1 e 70 anos devem receber 600 UI de vitamina D 

diariamente e adultos  > 70 anos devem receber diariamente dose de 800 UI de vitamina D 

(IOM, 2011). As doses preconizadas pelo IOM provavelmente aumentarão o 25 (OH) D a 20 

ng/mL, que consideram adequados para a saúde óssea, mas não para níveis > 30 ng/mL, 

conforme o recomendado pela Sociedade de Endocrinologia. 

Conforme entendimento da Sociedade de Endocrinologia (ES) a recomendação em 

suas Diretrizes Práticas é que os bebês durante seus primeiro ano de vida recebem uma 

suplementação diária de 400 a 1000 UI (até 2000 UI é seguro), crianças e adolescentes entre 1 

e 18 anos uma suplementação diária de 600 a 1000 UI (até 4000 UI é seguro) e adultos > 18 

anos suplementação diária de 1500 a 2000 UI (até 10.000 UI é seguro) para a prevenção de 

deficiência de vitamina D, pois as ações exercidas por essa vitamina no organismo são 

múltiplas (HOLICK et al., 2012 e ES, 2012).  

Entretanto, indivíduos obesos, pacientes com síndromes de má absorção e pacientes 

com glicocorticóides, medicamentos anti-convulsivos e AIDS podem exigir doses mais altas 
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de vitamina D do que indivíduos sem estas condições (HOLICK et al., 2012). As Diretrizes de 

Prática Clínica da Sociedade Endócrina também recomendaram exposição ao sol, que para a 

maioria dos indivíduos é a principal fonte fisiológica de vitamina D, e forneceu uma lista dos 

alimentos ricos em vitamina D, incentivando a tomar um suplemento diário de vitamina D 

para garantir níveis adequados de 25 (OH) D. 

Pesquisas que investigam o efeito da suplementação de vitamina D, em diversas 

regiões do mundo, demonstram uma melhora no quadro de saúde geral de indivíduos, seja na 

prevenção em populações de risco ou no tratamento da hipovitaminose D, bem como naqueles 

com patologias que se beneficiam com seu uso, após suplementação de vitamina D (SOUSA 

et al., 2017; DOBSON et al., 2018).  

Trabalhos científicos desenvolvidos em diversas partes do mundo, com distintas faixas 

etárias, vem assinalando para uma abordagem mais reflexiva sobre os limiares dessa vitamina 

no organismo, pois os apontamentos são para um quadro mundial de deficiência em vit.D 

(PALACIOS et al., 2014; HILGER et al., 2014; HOLICK, 2017; ANTONIO et al., 2018).  

Pesquisas em países com limitação de radiação solar como Nova Zelândia, Reino 

Unido e Estados Unidos demonstram que há deficiência de vitamina D em lactentes, o que 

também ocorre em regiões ensolaradas como África, Arábia Saudita e Austrália (CASEY et 

al., 2010). 

Estudos em populações materno infantis na Turquia encontraram deficiência de 

vitamina D em 27,3% dos casos em lactentes e 30% dos casos em crianças de 12 a 24 meses 

(ONAL et al., 2010); no Canadá 50% dos 353 pesquisados, menores de seis meses, com 

amamentação não exclusiva e sem suplementação, não atingiram o consumo recomendado de 

vitamina D (SINA et al., 2010); no Japão, em 2009, nove em cada 100.000 crianças estavam 

com valores insuficientes dessa vitamina (MATSUO et al., 2009). No Brasil, em pesquisa 

com lactentes saudáveis com idade ≥ 6 a ≤ 24 meses, 6% apresentaram deficiência e 40% 

insuficiência dessa vitamina (ALMEIDA et al., 2018). Pesquisas em escolares indianos 

revelaram uma prevalência de deficiência grave de vitamina D (<9 ng/mL) em mais de 35% 

(MARWAHA et al., 2005) e mais de 80% das mulheres grávidas na Índia tiveram níveis de 

25 (OH) D < 22,5 ng/mL (SACHAN et al., 2005). Dados epidemiológicos na África 

(PRENTICE et al., 2009), Austrália (VAN DER MEI et al., 2007), Brasil (MAEDA et al., 

2007), Oriente Médio (SEDRANI et al., 1984; EL-HAJJ FULEIHAN et al., 2010, Mongólia 

(RICH-EDWARDS et al., 2011) e Nova Zelândia (ROCKELL et al., 2006) documentaram 

um alto risco de deficiência em vitamina D em adultos e crianças (PRENTICE et al., 2008; 

HOLICK et al., 2012). 
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As mudanças no estilo de vida, nos hábitos alimentares e nas formas de exposição 

solar são fatores de risco para a hipovitaminose D. Exposição à irradiação UVB restrita e 

limitada por roupas e bloqueadores, locais com pouca insolação e penetração da luz UVB, 

fatores biológicos como envelhecimento, cor da pele, doenças metabólicas (obesidade), 

degenerativas, inflamatórias, autoimunes, hepáticas e renais e alimentação pobre em 

nutrientes ricos em vit.D contribuem para redução da biodisponibilidade dessa vitamina no 

organismo (PREMAOR et al., 2005).   

Conforme a literatura, as alterações séricas da vitamina estabelecem-se na proporção 

100UI de vitamina D para elevar 1ng/ml na corrente sanguínea (VIETH et al., 2001; 

HEANEY et al., 2003; CATARINO et al., 2016).  A exposição diária, de todo o corpo, 

durante 20 minutos a 1 hora é capaz de produzir por via endógena uma quantidade 

equivalente a 20.000UI de vitamina D (WACKER et al, 2013; HOLICK, 2014).  

No entanto, certas condições, como doenças genéticas (TAYLOR et al., 1982) ou raros 

polimorfismos de enzimas envolvidas no metabolismo da vitamina D (SCHLINGMANN et 

al., 2011), assim como a ingestão excessiva com concentração sérica superior a 300ngml 

estão associados a um aumento do risco de toxicidade da vitamina D (JONES et al., 2008). Os 

sintomas de intoxicação por vitamina D incluem perda do apetite, náuseas e vômitos, seguidos 

por sede excessiva, aumento da emissão de urina, fraqueza, nervosismo e hipertensão arterial.  

 

1.2 Esquistossomose 
 

A esquistossomose, barriga d’água, xistose ou bilharziose consiste em uma verminose 

que compõe os quadros de doença tropical negligenciada, de transmissão hídrica, tratável, de 

relevância para a saúde pública. Essa patologia pode ser causada por sete espécies do 

trematodo Schistosoma: S. haematobium (Bilharz, 1852), S.japonicum (Katsurada, 1904), S. 

mansoni (Sambon, 1907), S. mattheei (Veglia & Le Roux, 1929), S.intercalatum (Fisher, 

1934), S. mekongi (Voge, Bruckner & Bruce, 1978) e o S. malayensis (Greer, Ow-Yang & 

Yong, 1988). Destas, o S. mansoni é a predominante no continente americano.  

A ocorrência dessa parasitose associa-se a localidades sem saneamento ou com 

saneamento básico inadequado. Outros fatores, como o nível socioeconômico, ocupação, 

lazer, grau de educação e informação da população exposta ao risco da doença, além do 

saneamento, contribuem para a ocorrência dessa patologia, em maior ou menor intensidade, 

de acordo com a realidade local (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 
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A esquistossomose acomete aproximadamente 240 milhões de indivíduos ao ano, em 

54 países, com predominância na África, Ásia e América Latina (WHO, 2014, MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2017/2014; KATZ, 2018; McMANUS et al., 2018). O Global Health Data 

(GHD) estimou uma perda de 1,45 milhões de DALYs (Disability-adjusted life years) pela 

esquistossomose no mundo, sendo essa considerada, entre as helmintoses, a mais 

representativa em termos de morbidade e mortalidade. Esse indicador mede a 

morbimortalidade levando em conta os anos de vida perdidos ajustados pela incapacidade ou 

os anos de vida potencialmente perdidos por morte prematura devido à doença (GHD, 2016). 

O Brasil enquadra-se nas áreas de risco para a patologia, estando ela presente em 19 

estados, sendo 8 destes endêmicos, apresentando-se o Nordeste e Sudeste como os limites 

geográficos mais acometidos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017/2014; KATZ, 2018) (Figura 

7). O Brasil figura entre os quadros da Organização Mundial de Saúde (OMS) como nação 

compromissada no controle e eliminação da infeção (WHO, 2014; OPAS, 2017).  

As formas de controle e eliminação da esquistossomose compreendem o diagnóstico e 

tratamento, vigilância e controle dos hospedeiros intermediários, ações educativas em saúde e 

ações sanitárias; ainda não existem vacinas disponíveis (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

O diagnóstico é orientado pelo histórico do paciente em área endêmica, residente ou 

visitante. A confirmação da parasitose realiza-se pelo exame parasitólogico de Kato-Katz e de 

modo complementar por testes sorológicos, biópsia retal, biópsia hepática, pesquisa de 

antígeno circulante por ELISA, intradermorreação, ultra-sonografia do abdômen, radiografia 

do tórax e endoscopia digestiva (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

O Praziquantel, único fármaco disponível para o tratamento dos infectados, possui 

baixo custo, sendo administrado em dose única, 50 mg/kg de peso para adultos e de 60 mg/kg 

de peso para crianças, por via oral (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Porém, este fármaco 

apresenta limitações de eficácia quando utilizado em paciente imunocomprometidos, crianças 

menores de 2 anos, gestantes e idosos, pois necessita da resposta imune dos indivíduos para 

eliminação eficaz do verme (FREZZA et al., 2007; DA SILVA et al., 2017). Além disso, não 

é efetivo contra formas mais jovens do parasito e foram relatadas resistência e tolerância do 

helminto ao fármaco, bem como restrições quanto a produção em larga escala (FREZZA et 

al., 2007; MESSERLI et al., 2009; DA SILVA et al., 2017; ABOU-EL-NAGA et al., 2019).  

A abordagem terapêutica inadequada cursa com agravamento e possível óbito do infectado 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  
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Figura 7. Distribuição da esquistossomose segundo percentual de positividade em inquéritos 
coproscópicos no Brasil de 1998 a 2008. Fonte: Secretaria de Vigilância em Saúde/MS  
 

 

1.2.2 Ciclo de Vida do S. mansoni 

 

O ciclo biológico do S. mansoni ocorre alternadamente em um hospedeiro 

intermediário, os caramujos do gênero Biomphalaria, onde ocorre a reprodução assexuada e 

um hospedeiro vertebrado definitivo, principalmente o homem, no qual a reprodução é 

sexuada (SOUZA & LIMA, 1997; LEWIS E TUCKER, 2014) (Figura 8).  

A transmissão da esquistossomose ocorre por meio do contato do homem com 

coleções hídricas contaminadas por cercárias liberadas pelo hospedeiro invertebrado. As 

cercarias penetram ativamente pela pele do hospedeiro definitivo, auxiliadas pela presença de 

L-arginina e pelo calor proveniente desse (HAAS et al., 1997 e 2002; INGRAM et al., 2003).  

Ao atravessar a pele, as cercarias perdem a cauda e sofrem modificações morfológicas se 

transformando em esquistossomulos que alcançam a corrente sanguínea (FAUST et al., 1934; 

SOUZA & LIMA, 1997). Os esquistossomulos são carreados pelo fluxo sanguíneo para 

coração, pulmão e fígado. Nos vasos intra-hepáticos, os esquistossomulos se desenvolvem em 

vermes adultos machos e fêmeas. (FAUST et al., 1934; SOUZA & LIMA, 1997; HAAS et al., 

1997 e 2002; INGRAM et al., 2003).  
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Os vermes adultos, acasalados, migram contra corrente circulatória, para as veias 

mesentéricas, onde farão a oviposição. As fêmeas maduras passam a depositar 

aproximadamente 350 ovos por dia. Uma parcela destes ovos atravessa a parede do intestino e 

são liberados junto às fezes no meio externo (VALADARES et al., 1981; PELLEGRINO & 

COELHO, 1978). Contudo, alguns ovos permanecem retidos na mucosa intestinal e/ou são 

direcionados, por meio do sistema vascular para o fígado, desencadeando uma reação 

inflamatória granulomatosa nesses locais.  

Uma vez que os ovos do parasito eliminados junto às fezes do hospedeiro entram em 

contato com aguá, os miracídeos, estimulados pela luz e alta temperatura eclodem e nadam 

em direção ao hospedeiro invertebrado. Ao penetrarem os moluscos, os miracídeos 

transformam-se em esporocistos primários e estes em esporocitos secundários, que darão 

origem às cercarias de cauda bifurcada que retornarão ao ambiente.  

 

             
 
Figura 8. Ciclo da Esquistossomose. O esquema representa o ciclo de desenvolvimento do Schistosoma mansoni. Apresenta 
uma fase de reprodução assexuada no hospedeiro intermediário (setas vermelhas) e uma fase de reprodução sexuada no 
hospeiro vertebrado (setas azuis). Adaptado do CDC: Fonte: https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html. 

 

1.2.1 Fases da Doença  
 

A infecção por S. mansoni classifica-se em duas fases: uma fase transitória (aguda) e 

outra crônica que pode se apresentar de maneira polimórfica, compreendendo as formas 

digestivas, os distúrbios vasculares pulmonares, as formas pseudoneoplásicas, a nefropatia 

esquistossomótica e as lesões ectópicas (FILHO et al., 1996; DE SOUZA et al., 2011). 



36 
 

 

A fase inicial ocorre logo após o contato infectante, podendo apresentar manifestações 

clínicas como a dermatite cercariana, caracterizada pela erupção papular, eritema, edema e 

prurido, de duração transitória que cede quase sempre espontaneamente (DE SOUZA et al., 

2011; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014; McMANUS et al., 2018). Após três a sete semanas 

de exposição pode ocorrer a febre de Katayama associada à migração dos esquistossômulos e 

ao início da oviposição, com sintomas que incluem febre, calafrios, tosse, náuseas, dor 

abdominal, mal-estar, mialgia, eosinofilia marcante e infiltrados pulmonares 

(LAMBERTUCCI et al. 1987; JAURÉGUIBERRY et al., 2010; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2014; McMANUS et al., 2018).  

Entretanto, na maioria dos casos, essa fase manifesta-se de forma assintomática, 

principalmente nos residentes de áreas endêmicas, e, por isso, os sinais e sintomas são mais 

observados em infecções primárias (NEVES, MARTINS & TONELLI, 1966; 

JAURÉGUIBERRY et al., 2010, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017).  

Após a fase inicial da doença, que pode apresentar-se expressiva, branda ou 

assintomática, institui-se a fase crônica aproximadamente seis meses após a infecção. Nesse 

estágio, distintas manifestações clínicas podem se desenvolver, pois seu curso dependerá de 

fatores endógenos e exógenos ao hospedeiro, o que determinará a gravidade da patologia. 

Segundo Andrade (2008), 90% dos pacientes desenvolvem a forma leve, sendo muitas vezes 

assintomáticos, e de 4 a 10% apresentam formas graves. A gravidade nessa fase relaciona-se 

aos tecidos afetados e a severidade do seu comprometimento.  

A fase crônica, como já mencionada, apresenta-se com distintas categorias. As 

digestivas compreendem as formas, intestinal, hepatointestinal e hepatoesplênica, sendo as 

duas primeiras características de um período intermediário e mais brando desse estágio 

(PRATA, 2008); os distúrbios vasculares pulmonares que clinicamente podem individualizar-

se em hipertensivos e cianóticos (MALTA, 1994), ambos comumente associados à patologia 

hepatoesplênica; as pseudoneoplásicas em que há excessiva neoformação conjuntiva 

hiperplástica devido à resposta anômala aos elementos esquistossomóticos ou somente um 

conglomerado de ovos e granulomas (BOGLIOLO, 1981); o acometimento renal que se 

classifica em incipiente, de proliferação mesangial, síndrome edemigênica e síndrome 

nefrótica frequentemente acompanhada por graus variáveis de insuficiência renal (MALTA, 

1994; DE SOUZA et al., 2011) e, por fim, as formas ectópicas consideradas como aquelas nas 

quais a presença do elemento parasitário – ovos ou vermes adultos – é localizada fora do 

sistema porto cava, o habitat natural do helminto, tendo importância a neuroesquistossomose. 

(FERRARI et al., 2008; PRATA, 2008; DE SOUZA et al., 2011). 
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1.2.2 Imunobiologia da Esquistossomose 
                    

A imunobiologia da esquistossomose é complexa, com fases distintas de resposta 

imunológica em função das transformações apresentadas pelo parasito, bem como dos fatores 

ambientais, genéticos e fisiológicos envolvidos nessa resposta. 

A fase inicial da doença apresenta quadro clínico diversificado, podendo ser 

assintomático ou polissintomático, a depender de infecção primária ou residente de área 

endêmica como já explanado (NEVES, MARTINS & TONELLI, 1966).  Independentemente 

da apresentação clínica da fase aguda, são reconhecidos dois períodos evolutivos: o pré-

patente (fase evolutiva pré-postural) e o pós-patente (fase evolutiva pós-postural) (SILVA et 

al., 2008). 

O período pré-postural corresponde à exposição do hospedeiro às cercárias, a 

migração dos esquistossômulos e a maturação dos vermes adultos, sendo marcado por 

infiltrados de células polimorfonucleadas (PBMC) e pela produção de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, INF-, IL-1 e IL-6, caracterizando um perfil de resposta Th1 em 

infecção primária (RABELLO, 1995; MONTENEGRO et al., 1999;  PEARCE et al., 2002). 

Corroborando o entendimento, pesquisas sobre a esquistossomose humana demonstraram que 

a resposta imune predominante no período pré-patente da fase aguda é do tipo Th1, com 

grande produção de IFN- e baixa produção de IL-5, sendo a produção de IL-10 baixa nesse 

período e elevada 120 dias após a infecção, no período pós-patente (DE JESUS et al., 2002; 

MONTENEGRO et al., 1999). 

Nos indivíduos de áreas endêmicas a ausência de sintomas e um perfil de resposta 

imune Th2 nessa fase podem ser explicados pelo fato da sensibilização pelo Schistosoma em 

infecções prévias, como também, ainda no útero, haver a transferência materna de antígenos 

solúveis através da placenta para o feto (CARLIER et al., 1980). Assim, a pré-existência de 

um padrão ou resposta do tipo 2 em moradores de áreas endêmicas pré-sensibilizados, pode 

direcionar a uma menor susceptibilidade ao desenvolvimento do quadro inflamatório, 

característico da fase aguda da doença, quando houver infecção (PEARCE et al., 2002). 

Sabendo-se que estes indivíduos de área endêmica têm uma resposta imune 

predominantemente Th2, é possível considerar que a resposta tipo Th1 seja mediadora de 

lesão tecidual e responsável pelo quadro clínico na esquistossomose aguda (SILVA et al., 

2008). 

Estudos relacionaram o agravamento da patologia à persistência de um estado pró-

inflamatório marcado pelo aumento de citocinas do tipo Th1, como interferon (IFN-), fator 
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de necrose tumoral (TNF- α) e a deficiência de citocinas do tipo Th2, como interleucina IL-4 

e IL-10, ou ambas (RUTITZKY et al., 2006).   

Em conformidade com estes dados, pesquisas demonstraram que camundongos 

knockout de IL-4 e IL-10 infectados por S. mansoni morreram por quadro de hemorragia 

intestinal, caquexia e lesão hepática sem haver um aumento do número de parasitas ou ovos. 

Esses animais apresentaram uma falta de resposta Th2, moduladora de inflamação tissular, 

sendo a resposta inflamatória responsável pelo quadro clínico apresentado (BRUNET et al., 

1997; HOFFMAN, CHEEVER & WYNN, 2000;  SILVA et al., 2008 ). 

A resposta Th1 é necessária para liberação de IFN- e IL-2, contribuindo para a 

formação do granuloma, porém o prolongamento dessa resposta direciona a um aumento da 

patologia e mortalidade (PEARCE et al., 2002).  Na avaliação de monócitos em pacientes 

com esquistossomose foram observados níveis significativos de IL-6, TNF-α e TGF-β e 

citocinas pro-fibróticas, correlacionado aos quadros graves de fibrose (FERNANDES et al., 

2014). 

No decorrer do tempo de infecção, as transformações morfológicas do parasito na 

medida em que se desenvolve em verme adulto e inicia a produção de ovos (fase pós-postural) 

direcionam alterações no perfil da resposta imune Th1, característica do início da infecção 

para perfil Th 2 com aumento na produção de citocinas  IL-4, IL-5, IL-10 e IL13 (BURKE, et 

al., 2009). Os vermes encontram-se acasalados e a liberação e a presença de ovos no 

organismo do hospedeiro promove uma reação inflamatória focal, constituída por uma 

variedade de células mononucleares fagocíticas e outros tipos celulares, dispostos de forma 

organizada, denominada granuloma (LENZI et al., 1998).  

Os granulomas protegem os tecidos do hospedeiro facilitando o processo de 

translocação do ovo para o lúmen gastrointestinal, circundando esses ovos e isolando as 

toxinas produzidas nesse processo. Paradoxalmente, a resposta granulomatosa também é 

responsável pela patogênese da doença, principalmente quando os ovos se depositam nos 

vasos hepáticos.  Os granulomas hepáticos quando não modulados podem causar inflamação 

grave, eosinofilia tecidual, deposição de colágeno, fibrose e hipertensão portal. Significativa 

parcela da sintomatologia da esquistossomose mansônica está associada à resposta 

inflamatória granulomatosa induzida por ovo e fibrose associada (DUNE & PEARCE, 1999; 

PEARCE et al., 2002; AMARAL, 2017). A reação granulomatosa resulta em fibrose de 

tecidos, o que pode gerar comprometimento relevante e prejudicar a funcionalidade dos 

órgãos afetados, levando aos quadros mais característicos e graves da esquistossomose como 

hipertensão portal, hepatomegalia, esplenomegalia, aumento do volume abdominal 
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representado por ascite e formação de varizes esofagianas e hemorroidais (PRATA E BINA, 

1968; LENZI et al., 2008; McMANUS et al., 2018).   

Do ponto de vista histopatológico, Lenzi e colaboradores (1998), descreveram de 

forma detalhada os granulomas decorrentes da infecção experimental por Schistosoma em 

modelo murino. Segundo o estudo, os estágios do granuloma compreendem o pré-

granulomatoso e o granulomatoso. O estágio pré-granulomatoso é caracterizado pela 

organização e estabelecimento da reação granulomatosa ao redor do ovo do parasita, com 

destruição focal das paredes dos vasos envolvidos e/ou parênquima adjacente e presença 

abundante de eosinófilos e macrófagos. Tal estágio pode ser subdividido em: estágio pré-

granulomatoso de reatividade fraca ou inicial e estágio pré-granulomatoso exsudativo. Já o 

estágio granulomatoso é subdividido em três fases: exsudativo-produtivo, produtivo e 

involucional (involucional com dissociação das fibras colágenas, involucional com camada de 

colágeno espessa, involucional com camada de colágeno fina e involucional com pigmento 

macrofágico). Esses estágios caracterizam-se pelos diferentes perfis celulares (células 

epitelióides, macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, mastócitos, fibroblastos, células gigantes e 

linfócitos) que se estabelecem ao redor ovo em distintas regiões, envoltas por uma matriz 

extracelular rica em fibras colágenas, inicialmente dispostas em malha e que, com o 

desenvolvimento do granuloma se dispõem de forma concêntrica, até ocorrer à degradação da 

matriz extracelular no estágio involucional e o granuloma se desintegrar e desaparecer 

completamente. 

O estágio inicial de formação do granuloma é marcado pela produção das citocinas IL-

1, TNF-α e IFN- (DUSTIN et al., 1986), sendo IL-2 e IL-4 abundantes no granuloma 

experimental (YAMASHITA & BOROS, 1992). O TNF-α e a ICAM participam da ativação 

de linfócitos e, consequentemente da formação do granuloma (LUKACS et al., 1994).  

A manutenção da reatividade granulomatosa (segunda fase), na qual o granuloma 

apresenta-se maior, há um predomínio de citocinas IL-4, que desempenha o principal papel 

regulador na formação do granuloma (YAMASHITA & BOROS, 1992; CHENSUE et al., 

1993) e IL-5, que aumenta o recrutamento de eosinófilos, a proliferação e a diferenciação de 

células B (WEINSTOCK, 1992; SHER et al., 1990).  

O terceiro estágio de reação granulomatosa, após a fase aguda da doença, compreende 

um período de imunomodulação, com secreção de citocinas por linfócitos TCD4+ específicos 

ativados que promovem a regulação do granuloma (WEINSTOCK & BLUM, 1987) com 

redução no seu diâmetro e consequentemente decréscimo na inflamação ao redor dos ovos 

(ANDRADE  & WARREN, 1964).  



40 
 

 

Dados ainda controversos vêm sendo obtidos sobre o papel das células Th1 e Th2 e 

das citocinas secretadas por elas no desenvolvimento da resposta granulomatosa, após a 

deposição de ovos nos tecidos do hospedeiro (WYNN & CHEEVER, 1995). 

Pesquisas evidenciaram o efeito tóxico da resposta Th2 na formação do granuloma, 

pois as citocinas produzidas associam-se a uma maior deposição de componentes da matriz 

extracelular do que a resposta Th1 (CHEEVER et al., 1994). Estudos em modelos murinos 

evidenciaram a ativação de macrófagos por citocinas Th2, aumentando a expressão de 

arginase com produção de prolina, aminoácido essencial na produção de colágeno, estando, 

assim, envolvidas na formação de granulomas e na fibrogênese. A IL-13 estimula os 

fibroblastos hepáticos a sintetizarem proteínas da matriz extracelular, aumentando, assim, a 

produção de tecido fibroso (CHEEVER et al., 1994).  

Em contrapartida, estudos realizados em pacientes com hepatoesplenomegalia severa 

decorrente da esquistossomose detectaram altos níveis de IFN-γ e TNF-α acompanhados de 

baixos níveis de IL-5, sugerindo que as citocinas proinflamatórias (IFN-γ e TNF-α) 

relacionavam-se com a sintomatologia desses pacientes (MWATHA et al., 1998). Esses 

achados corroboram com dados obtidos por Brunet et al. (1997) em estudo realizado com 

camundongos deficientes em IL-4 infectados com S. mansoni os quais não foram capazes de 

desenvolver uma resposta Th2 efetiva e apresentaram morbidade e mortalidade elevadas. A 

patologia nesses animais foi atribuída ao aumento da produção de mediadores 

proinflamatórios.  

Hoffmann, Cheever e Wynn (2000) em seu trabalho demonstraram que tanto as 

respostas polarizadas Th2 quanto as respostas polarizadas Th1 são danosas, e atribuíram a IL-

10 o papel de controlar a excessiva polarização Th1 e Th2 durante a infecção na 

esquistossomose murina. Em consonância aos dados encontrados, Malaquias e colaboradores 

(1997) constataram um aumento na resposta proliferativa de PBMC em pacientes infectados 

crônicos intestinais, em cultura, após o bloqueio da ação da IL-10, com anticorpos 

monoclonais, sugerindo a importância desta citocina em modular a resposta tipo 2 em 

pacientes crônicos assintomáticos.  Esses autores, ao avaliar o papel da IL-10 na formação do 

granuloma in vitro utilizando PBMC, de pacientes de diferentes formas clínicas, incubadas 

com beads recobertas por SEA verificaram que a cultura de PBMC de indivíduos agudos não 

resultou em alteração significativa do tamanho do granuloma, porém, na cultura de PBMC de 

indivíduos com a forma crônica intestinal houve um aumento do tamanho do granuloma, 

demonstrando que a citocina IL-10 tem importante papel no controle da morbidade da doença 

(FALCÃO et al., 1998).  
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Estudos experimentais têm revelado um papel da citocina IL-17 (RUTITZKY & 

STADECKER, 2006; ZHANG et al., 2015) e das células T regulatórias (Treg) na infecção 

pelo Schistosoma.  Em modelo animal, Rutitzky & Stadecker (2006) demonstraram que a IL-

17 associa-se à formação da fibrose hepática, pois ao tratarem camundongos com anticorpos 

anti-IL-17 neutralizantes constataram uma redução significativa da inflamação hepática.  

Em relação às Treg, Fontenot et al. (2003) ao avaliarem o papel das células T 

reguladoras na esquistossomose observaram a redução do granuloma em sua presença 

(FONTENOT et al., 2003). No entanto, a correlação entre essas células e o volume reduzido 

dos granulomas ainda não está totalmente esclarecida (WILSON et al., 2007).  

A imunologia da esquistossomose é multifatorial, influenciada por fatores internos e 

externos aos indivíduos infectados, sendo as diferentes manifestações clínicas relacionadas a 

um perfil de resposta diversificado. Assim, compreender essa imunidade e sua regulação 

torna-se relevante para o controle da doença e da morbidade associada a ela.   

 

1.3 Vitamina D e Esquistossomose  
 

Os avanços científicos relacionados ao estudo da vitamina D e suas funções 

evidenciaram sua interação direta sobre sistemas biológicos importantes e suas ações na 

homeostasia e nas doenças. Ocorre que estudos epidemiológicos revelaram uma generalizada 

deficiência e insuficiência dessa vitamina em diversas regiões do mundo, especialmente na 

Ásia, África e América Latina, o que pode predispor esses indivíduos a diversas doenças 

(HILGER et al., 2014). Nesse campo, podemos citar a esquistossomose, doença 

negligenciada, de relevância pública e também endêmica nesses continentes (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2017). Nesse sentido, Ramos-Martínez et al. (2015), em um estudo de revisão, 

observaram que as funções dessa vitamina sobre o processo inflamatório apresentaram-se 

relevantes e podem auxiliar no controle das doenças parasitárias, abrindo possibilidades para 

uma aplicação terapêutica.  

Poucos trabalhos avaliaram direta ou indiretamente a conexão entre a esquistossomose 

e a suplementação ou deficiência de vitamina D. Olsen e colaboradores (2003), na linha da 

avaliação nutricional relacionada à verminoses, verificaram o efeito da suplementação de 

multimicronutrientes (vitamina A, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, 

folato, niacina, vitamina C, vitamina D, vitamina E, ferro, zinco, iodo, selênio) na infecção e 

re-infecção por distintos helmintos (A. lumbricoides (Linnaeus, 1758), T. trichiura (Linnaeus, 

1771; Stiles, 1901), S.mansoni). Em seus resultados, observou-se que crianças que receberam 
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suplementação de micronutrientes exibiram redução significativa na contagem ovos por 

grama de fezes, bem como decréscimo na taxa de re-infecção por S.mansoni quando 

comparadas às crianças que receberam o placebo.  

Nessa linha, Reilly e col (2012), em seu trabalho em humanos, verificaram a 

associação entre micronutrientes (Vitaminas A, D e Ferro) com a resposta imunológica contra 

o Schistosoma haematobium.  Esses autores observaram que 67.2% dos participantes 

apresentavam deficiência em vit.D, bem como diminuição na produção de IL-4, chamando a 

atenção para esse dado que foi inesperado no estudo e que julgaram relevante pelas relações já 

demonstradas entre a vitamina D e sistema imune, bem como a importância do impacto desse 

achado na patologia.  

Estudos em humanos demonstraram que a resistência à reinfecção por Schistosoma 

têm sido associada às respostas celulares do tipo 2 caracterizadas por eosinofilia, produção de 

imunoglobulina E específica (IgE) contra esquistossomos e citocinas como IL-4 e IL-5,  

enquanto a IgG4 específica contra vermes adultos foi associada à suscetibilidade à infecção 

(DUNNE et al., 1992; FITZSIMMONS et al., 2012; COLLEY & SECOR, 2014).   

Em 1997 Snyman et al. verificaram que os indivíduos infectados pelo S. 

haemoatobium tratados com vitamina D apresentaram uma aumento médio de 5.5% nos 

linfócitos circulantes e de 28% na vacuolização de eosinófilos. Quando a administração do 

calcitriol foi combinada com o tratamento com Praziquantel observou-se uma aumento médio 

de 213% nos níveis de IgE e 170% de elevação nos níveis médios para IgG.  

Em camundongos infectados pelo S. japonicum tratados com calcipotriol (análogo da 

vitamina D) observou-se uma redução significativa na fibrose hepática e na área de 

granulomas hepáticos em comparação aos controles não tratados (HE et al., 2018).  

Todos estes achados indicam à importância de se entender a complexa relação entre o 

metabolismo e as funções da vitamina D com a imunidade e resistência/susceptibilidade a 

infecção pelo S. mansoni.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A vitamina D vem sendo estudada em relação aos seus efeitos sobre patologias 

autoimunes, inflamatórias e infecciosas devido as suas funções de estímulo e modulação do 

sistema imunológico. Trabalhos vêm demonstrando resultados positivos e significativos no 

combate a uma variedade de doenças quando esta vitamina é utilizada como componente 

terapêutico principal ou como potencializadora da resposta imune quando conjugada a 

fármacos (BARRAT et al., 2002; DANIEL et al., 2008; HEWISON, 2010; KAY et al., 2015; 

CLARCK et al., 2016; BORA et al., 2018). Pesquisas direcionadas as parasitoses sugerem o 

uso da vitamina D como relevente na aboradagem terapêutica (RAMOS-MARTÍNEZ et al., 

2015). 

A esquistossomose é uma das doenças tropicais negligenciadas e ainda acomete 

milhões de pessoas (240 milhões/ano) em 54 países em desenvolvimento. Para seu controle e 

eliminação são necessárias, além da abordagem clínica do paciente, medidas de educação em 

saúde e sanitárias, o que depende de políticas públicas e investimento do Estado, dificultando 

a resolução no enfrentamento da patologia. Somado a esses apontamentos, as limitações na 

eficácia do único medicamento disponível, bem como a ausência de vacina agregam as 

lacunas na abordagem da parasitose (MESSERLI et al., 2009; SAH et al., 2015; COHEN et 

al., 2016; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; ABOU-EL-NAGA et al., 2019). 

Desse modo, a Vitamina D emerge como aliada no enfrentamento à enfermidade, 

devido as suas ações sobre o sistema imunitário, a potencialização da imunidade quando 

associada a alguns fármacos, ao seu baixo custo e fácil acessibilidade, efeitos adversos 

somente em altíssimas concentrações e raros casos de hiperssensibilidade (DEEB et al., 2007; 

HEWISON, 2010; MARQUES et al., 2010; CASTRO, 2011). 

Portanto, como hipótese do trabalho propõe-se que a dieta suplementada em vitamina 

D isoladamente ou em associação com doses subcurativas de Praziquantel, seria capaz de 

auxiliar na redução dos efeitos deletérios da esquistossomose, associados ao número de ovos 

retidos no fígado e intestino, carga parasitária e área de granuloma hepático. 
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3. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Verificar os efeitos da dieta suplementada em Vitamina D na infecção experimental pelo S. 

mansoni e na eficácia do tratamento com doses subcurativas de Praziquantel.  

 

Objetivos específicos 

 

1. Estabelecer protocolo de suplementação de vitamina D capaz de promover alterações 

séricas de seu metabolito ativo; 

2.  Avaliar o impacto da suplementação de Vitamina D sobre o desenvolvimento e 

sobrevivência do S. mansoni; 

3. Avaliar o impacto da suplementação de Vitamina D sobre níveis séricos de citocinas e 

anticorpos induzidos pela infecção experimental com S. mansoni; 

4. Avaliar o impacto da dieta suplementada em Vitamina D na patologia hepática induzida 

pela infecção pelo S. mansoni; 

5. Avaliar o impacto da dieta suplementada em Vitamina D na eficácia do tratamento com 

doses subcurativas de Praziquantel. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Animais  

 

 Os animais selecionados para esse estudo foram camundongos da linhagem C57BL/6, 

fêmeas, Specific Pathogen Free (SPF), com idades entre 4 a 6 semanas, provenientes do 

biotério de produção (BIOT) do Instituto René Rachou (IRR).  Durante o período 

experimental, esses animais foram mantidos no biotério de experimentação (BIOTEX) do 

IRR com água e ração ad libitum.  Todos os procedimentos de experimentação animal foram 

aprovados pela Comissão de Ética de Uso Animal (CEUA) da Fiocruz, sob a licença nº 

LW18/18 em anexo.  

 

4.2 Ração Especializada 

 

 Na fase 2 do procedimento experimental foi introduzida dieta especializada, Ração 

AIN93M, pellet, em diferentes concentrações de vitamina D - controle 1000UI/Kg e 

suplementada 10000UI/kg - advindas da Prag Soluções.  

 

Tabela 1. Composição da ração AIN93M das dietas controle e suplementada 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

                                   1Mistura de minerais de acordo com as recomendações da dieta AIN-93M. 
                                   2Mistura de vitaminas de acordo com as recomendações da dieta AIN-93M. 
                       Fatores de conversão: carboidratos 4 kcal/g, proteínas 4 kcal/g, lipídios 9 kcal/g 

 

 

Nutrientes           Dietas 
 

   Padrão 
AIN-93M 

Suplementada 
AIN-93M 

Caseína 140 140 
Amido de Milho 465,7 465,7 
Sacarose 100 100 
Maltodextrina 155 155 
Óleo de soja 40 40 
Celulose 50 50 
Mistura de minerais1 35 35 
Mistura de vitaminas2  10 10 
Cistina 1,8 1,8 
Colina 2,5 2,5 
Vitamina D3                 1000UI 10000UI 
Valor calórico total (Kcal) 3850 3850 
Carboidratos (% de calorias) 76 76 
Proteínas (% de calorias) 14 14 
Lipídios (% de calorias) 10 10 
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4.3 Cepas LE de Schistosoma mansoni  

 

 A cepa LE (Belo Horizonte, Brasil) do Schistosoma mansoni utilizada na infecção dos 

animais foi fornecida pelo Moluscário do Instituto René Rachou, onde o ciclo do parasito é 

mantido por passagem no caramujo Biomphalaria glabrata (Say, 1818) e Hamster. As 

cercárias foram obtidas através da exposição dos caramujos infectados à luz artificial por 1 a 2 

horas.  

 

4.4 Protocolo Experimental  

 

 O experimento consistiu na utilização de modelo animal devido à ausência de 

métodos alternativos para responder à pergunta desse projeto, já que envolve a interação entre 

funções de diferentes sistemas do organismo. Na pesquisa avaliou-se o efeito da dieta 

suplementada de vitamina D sobre o desenvolvimento do Schistosoma mansoni, seu efeito 

sobre o sistema imunológico, bem como sobre eficácia do tratamento com doses subcurativas 

de Praziquantel. Foram coletadas amostras de fezes destes animais em pontos diferentes do 

protocolo experimental para futuras análises de microbiota. O material coletado foi congelado 

para futura análise de metagenômica.  Foi realizada uma padronização do protocolo de 

suplementação por dieta (Etapa 1) e após padronização foi realizado o protocolo experimental 

(Etapa 2) seguindo a estratégia experimental descrita na Figura 10. Foi realizado um ensaio 

independente com 12 animais em cada grupo experimental, exceto no grupo controle do 

tratamento que era formado por 6 animais.  

 

   Figura 9. Desenho experimental 
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Para estabelecimento de um padrão de microbiota, entre os dias -16 a -1 dias (fase 1) a 

cada 4 dias os animais de cada gaiola eram colocados juntos com animais provenientes de 

outras gaiolas de forma que ao final dos 15 dias todos os animais tivessem convivido entre si 

por no mínimo 4 dias. Ao final desse período, os animais foram distribuídos randomicamente 

para um dos sete grupos experimentais. O fornecimento da dieta (fase 2) ocorreu por meio da 

Ração AIN93M, pellet, com dosagem de vitamina D manipulada (1000UI/Kg ou 

10000UI/Kg). Em todos os grupos de experimentação os animais iniciaram a dieta no tempo 

zero. Quando os níveis de vitamina D do grupo suplementado (10000UI/Kg) atingiram 

elevação significativa dos valores séricos de vitamina D em relação ao grupo controle 

(1000UI/Kg), os animais foram infectados por via percutânea com 100 cercárias do 

Schistosoma mansoni. As coletas de sangue nos dia -5, 24 e 79 foram realizadas para avaliar o 

impacto da dieta sobre fatores solúveis como: citocinas, anticorpos e vitamina D sérica. A 

administração do praziquantel ocorreu por gavagem, quarenta e cinco dias após a infecção, 

com subdoses do medicamento na concentração de 100mg/Kg/dose. Como controle positivo 

do tratamento, um grupo de 6 animais foi tratado com a dose curativa do Praziquantel 

600mg/Kg/dose.  Para realização futura de análise da microbiota coletou-se, individualmente, 

as fezes frescas dos animais nos tempos -1, 24, 79 dias de experimentação. Aos 55 dias após a 

infecção (dia 80 do protocolo experimental), esses animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical e perfundidos para determinação do impacto da dieta sobre o 

desenvolvimento do parasito e eficácia do fármaco utilizado no tratamento da doença. 

 

4.5  Monitoramento animal  

 

  Durante todo o procedimento experimental, os animais do estudo foram 

acompanhados/monitorados duas vezes por semana para verificação das condições gerais e 

detecção de sinais de dor e/ou sofrimento, e uma vez por semana para determinação de peso 

corpóreo. Os sinais clínicos avaliados consistiram em 11 itens: perda de pelo, alteração na 

motilidade, perda de peso (%), postura de guarda, contração nasal, contração da bochecha, 

rotação da orelha, piloereção, automutilação, alteração nos olhos e redução significativa no 

consumo de alimento. Essas observações foram compiladas em uma planilha, sendo que cada 

item recebeu uma pontuação que resultou em escore final para cada animal, permitindo a 

identificação de gravidade das alterações de sanidade animal e identificação da necessidade 

de uso de analgésico ou eutanásia, evitando assim sofrimento do animal. Para cada item 
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avaliado durante monitoramento animal foi atribuída uma pontuação de 0 a 2 (0 – ausente, 1 – 

moderado, 2 – grave). As pontuações obtidas foram somadas e o resultado final enquadrado 

em uma das faixas a seguir, sendo a pontuação máxima 22: 

0 - ausente 

1 a 9 - leve  

10 a 18 - moderado 

19 a 22 - grave 

Os animais que apresentaram pontuação entre 10 a 22 foram tratados com o analgésico 

Carprofeno (5mg/Kg), a cada 24 horas até a cessão dos sinais.  O ponto final humanitário para 

esses murinos foi a perda de peso superior a 20%. Os dados foram registrados 

cronologicamente durante todo o experimento, de modo direto, por meio de planilha de 

monitoramento (anexa) e anotação de dados personalizados para esses protocolos.  

 

4.6 Infecção percutânea 

 

Os animais foram infectados com cercárias do S. mansoni quando os níveis séricos de 

vitamina D do grupo suplementado estavam significativamente superiores ao grupo controle. 

Para a realização da infecção, um dia antes do procedimento, os camundongos foram 

depilados na região abdominal para exposição de uma área da pele para infecção. Após a 

remoção dos pêlos os camundongos foram mantidos em gaiolas sem maravalha. No momento 

da infecção, os animais foram anestesiados com Xilazina (na dosagem de 5mg/kg) e 

Ketamina (100mg/Kg), via intraperitoneal, sendo posteriormente, imobilizados com o 

abdômen voltado para cima sobre uma mesa através da fixação de suas patas à mesa por tiras 

de esparadrapo. Sobre o abdômen de cada camundongo foi presa uma placa de acrílico 

retangular, perfurada no centro, onde foram depositados 200l de uma solução contendo 

aproximadamente 100 cercárias da cepa LE (Belo Horizonte, Brasil) do S. mansoni. Após o 

período de 1 hora, o esparadrapo e a placa de acrílico foram retirados e os camundongos 

realocados em suas gaiolas. Somente no dia seguinte retornaram as gaiolas contendo 

maravalha. Todo o procedimento foi realizado dentro da cabine de fluxo laminar para manter 

os animais em condições SPF. 
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4.7 Coletas Sanguíneas 

 

As amostras sanguíneas foram coletadas, em cabine de fluxo laminar, pela via 

submandibular, em quantidade de 200µl, com o auxílio de uma lanceta 4mm, nos tempos -5, 

9, 24 e 79 dias de procedimento experimental. Esse material foi centrifugado a 3220 xg por 7 

minutos para obtenção do soro que foi armazenado a -70°C.   

 

4.8 Dosagem de Vitamina D 

 

Para a dosagem de Vitamina D foi utilizado o método de ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay), kit DRG-25-OH Vitamina D 96 Ts ELISA (DRG, USA), seguindo o 

manual de procedimentos do fabricante. Resumidamente, em uma placa sensibilizada com um 

anticorpo monoclonal anti-25 (OH) D dispensamos 25l dos padrões com concentrações pré-

determinadas de Vitamina D, dos soros e dos controles, adicionamos 50 l de reagente 

desnaturante e em seguida os incubamos a 37ºC por 30 minutos. Após esse intervalo foram 

pipetados nas amostras 100 l da solução neutralizante e posteriormente 200l da solução 

conjugada de trabalho encontrada no kit, mantendo essa mistura a 37ºC por 60 min., seguindo 

com a lavagem das placas por 4 vezes com solução própria. Após a lavagem adicionou-se 

solução de revelação, incubada por 15 min., e posteriormente acrescentou-se a solução de 

parada. Procedeu-se a leitura da placa a 450nm. A determinação das concentrações séricas do 

metabólito 25(OH)D, que representa sua forma circulante de maior quantidade com meia-vida 

de duas semanas foi realizado pelo Ajuste de Curvas de 4 Parâmetros Logístico, realizados no 

software GraphPad Prisma 8.0 (San Diego, Ca, USA). 

 

4.9   Determinação dos níveis de anticorpos específicos para antígenos do S. mansoni 

 

 A resposta humoral específica para antígenos do parasito foi determinada por ELISA 

utilizando-se os anticorpos anti-IgG, anti-IgG1, anti IgG2c de camundongo conjugado a HRP. 

Para a realização do ELISA, placas de microensaio de 96 poços (Maxsorp-Nunc) foram 

sensibilizadas com 5µg/mL de SWAP, em tampão carbonato-bicarbonato, pH 9.6 por 12 a 16 

horas à 4ºC. Após a etapa de adsorção do antígeno à placa e posterior etapa de lavagem (4X) 

com PBST20 (phosphate-buffered saline e Tween 20), as placas foram bloqueadas por 2 horas 

à 37°C com 300µL por poço de PBST20 acrescentado com 10% de soro fetal bovino. Após 
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nova etapa de lavagem, foram adicionadas às placas 100 microlitros de cada amostra de soro 

em duplicata na diluição 1:400 para análise de IgG e IgG1 e 1:200 para IgG2c em PBST20.  

As placas foram incubadas por 1 hora à temperatura ambiente. Depois de novamente lavadas 

para retirar os anticorpos não ligados ao antígeno, a interação antígeno-anticorpo foi detectada 

por anticorpos (100μl/poço) anti-IgG, anti-IgG1 e anti-IgG2c de camundongos conjugados à 

peroxidase, diluídos 1:10.000 em PBST20. A incubação da placa com os anticorpos de 

detecção foi realizada à temperatura ambiente por 1 hora. Após mais uma etapa de lavagem 

foi realizada a revelação pela adição de 100μL/ poço do substrato tetrametilbenzidina-TMB. 

A revelação foi interrompida pela adição de 50μL/ poço de ácido sulfúrico a 5%. A leitura foi 

realizada a 450 nm em leitor de microplacas (ThermoFisher Scientific, USA). 

 

4.10   Avaliação do perfil de citocinas 

 

O perfil de citocinas circulantes foi determinado pela quantificação de citocinas 

séricas utilizando o Kit CBA Th1/Th2/Th17 mouse (BD Pharmigem, USA) que quantifica 

as seguintes citocinas: Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-6 (IL-6), 

Interferon-γ (IFN-γ), Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interleucina-17A (IL-17A) e 

Interleucina-10 (IL-10). Foi utilizado o protocolo do fabricante com algumas alterações. 

Resumidamente, alíquotas de 25μL de cada amostra, dos padrões de citocinas (diluição 

seriada de 5000pg/mL a 20pg/mL) e do controle negativo do kit foram incubadas com 20μL 

da mistura das sete microesferas de captura (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-γ e TNF-α) 

e 17μL do reagente de detecção conjugado a PE, em placas de cultura celular de 96 poços, 

fundo em “U”, por 3 horas à temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Após a incubação, as 

microesferas foram lavadas com 160µL tampão de lavagem e centrifugadas a 1055 x g a 

18°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e 200µL de tampão de lavagem foram 

adicionados para ressuspensão das esferas e posterior aquisição das amostras no 

FACSVerse. Foi utilizado o software FACSSuite e o Calibrate Beads da BD com o objetivo 

de ajustar o equipamento. Para cada amostra processada foram adquiridos 2100 eventos 

dentro de região pré-estabelecida (300 eventos por parâmetro testado). O cálculo dos níveis 

de citocinas foi realizado com a utilização do software FCAP Array (BD Pharmingen, 

USA).  O limite de detecção de cada citocina é de: IL-2 (0,1 pg/mL), IL-4 (0,03 pg/mL), IL-6 

(1,4 pg/mL), IL-10 (16,8pg/mL), IL-17 (0,8 pg/mL), IFN-γ (0,5 pg/mL) e TNF-α (0,9pg/mL). 
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4.11   Coletas das Fezes 

 

Com o objetivo de avaliar a interação entre microbiota, vitamina D e 

esquistossomose foram coletadas fezes de cada animal individualmente nos tempos -1, 24, 

79 dias do experimento, em ambiente estéril. Após a coleta, essas amostras foram 

congeladas a -20º para posterior análise da microbiota. 

 

4.12 Tratamento com doses subcurativas de Praziquantel 

 

Aos 45 dias após a infecção foi administrada uma dose subcurativa do fármaco de 

escolha para tratamento da esquistossomose, o Praziquantel (PZQ), na dosagem de 100 

mg/Kg aos animais desses grupos e 600mg/Kg aos murinos do grupo controle da medicação. 

O fármaco foi administrado por via enteral, gentilmente empurrado pelo esôfago até o 

estômago por meio de uma agulha especial para gavagem, permitindo a injeção do líquido 

diretamente no estômago dos animais. Os comprimidos de PZQ foram pesados, macerados e 

diluídos em água, levando-se em conta o cálculo do fator de correção (considerando-se apenas 

o princípio ativo, excluindo-se o excipiente), respeitando o volume de 2 ml para cada 100g de 

peso corporal.  

 

4.13  Perfusão dos animais 

 

Com objetivo de verificar a carga parasitária, aos cinquenta e cinco dias após a infecção, 

foi realizada a perfusão do sistema porta-hepático com solução salina 0,85% e 50 U/L 

heparina. Após a eutanásia por descolamento cervical, o procedimento foi realizado com o 

auxílio de uma agulha, acoplada a um pipetador automático (Brewer), sendo a solução salina 

0,85% heparinizada injetada na aorta descendente, permitindo, assim, a perfusão do sistema 

porta e das veias mesentéricas, recuperando-se os vermes presentes, segundo a técnica 

descrita por Pellegrino e Siqueira (1956). Os vermes recuperados foram contados com auxílio 

de uma lupa, separando-os em machos e fêmeas. Depois da perfusão, fígado e intestino dos 

animais foram retirados para posterior digestão utilizando KOH 10%, a fim de avaliar o 

número de ovos contido nesses órgãos. Além disso, uma parte do fígado de cada animal foi 

armazenada em formalina 4% para posterior avaliação histopatológica. 
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4.14  Contagem do número de ovos e avaliação histopatológica 

 

Durante o procedimento de perfusão foram retirados o fígado e o intestino de cada 

camundongo, com o intuito de determinar o número de ovos presos no fígado e intestino e 

granulomas hepáticos. Os órgãos foram pesados e acondicionados em tubos cônicos contendo 

solução de KOH 10% por 16 horas, a 4ºC. No dia seguinte, foram incubados à 37ºC durante 

trinta minutos em banho-maria. Após a digestão dos órgãos, o produto digerido foi 

centrifugado por cinco minutos a 900 xg, o sobrenadante descartado e o sedimento 

ressuspendido em salina 0,85%. Esta etapa foi repetida por três vezes. Após a última 

centrifugação o sedimento foi ressuspendido em 1mL de salina 0,85% e o número de ovos foi 

contado com o auxílio de um microscópio de luz. Foram realizadas três contagens de 10 µL 

da solução de cada órgão a fim de se determinar o número de ovos por grama de órgão. Uma 

porção do fígado, retirada na perfusão foi fixada com formalina 4%, desidratada em 

concentrações crescentes de etanol, clarificados com xilol, impregnados em parafina e 

seccionados por micrótomo em cortes de 5mm, os quais foram corados com Hematoxilina e 

Eosina. Para determinação da área dos granulomas hepáticos foram selecionados granulomas 

com a presença de um único ovo, no estágio exudativo-produtivo, 100 por grupo, sendo 

aproximadamente 10 por animal. A área desses granulomas foi determinada por morfometria 

utilizando o software de análise de imagens AxionVision 3.0 (Carl Zeiss MicroImaging 

GmbH, Germany). A área total de cada granuloma foi expressa em micrômeros quadrados 

(µm2).   

 

4.15   Análise Estatística 

 

  As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (San 

Diego, Ca, USA). Os testes empregados foram selecionados conforme a distribuição dos 

dados analisados pelo teste de Shapiro-Wilke. A partir desses resultados verificamos a 

equivalência de variância aplicando o teste de Brown-Forsythe para dados não-paramétricos e 

o teste de Bartlett para distribuição normal. Diante dessas analises, para dados paramétricos 

que apresentaram equivalência de variância e que continham mais de duas variáveis foram 

realizados ANOVA, One-way ou Two-way, seguido por comparações múltiplas de Sidak ou 

Dunnett; na presença de duas variáveis foi utilizado o teste T de student. Na ausência de 

equivalência de variância os testes T Student (paramétricos) e Mann-Whitney (não-

paramétrico) foram utilizados, sendo o valor de p ajustado de acordo com o número de 
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comparações realizadas. 
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5.  RESULTADOS 

      5.1 Padronização do protocolo experimental - Etapa 1 
 

A padronização da dieta de suplementação de vitamina D foi necessária para verificar 

se a dieta de escolha seria capaz de induzir alterações séricas de vitamina D, bem como para 

estabelecer o momento em que os animais seriam infectados. Para tanto, acompanhamos o 

peso, consumo de ração, comportamento animal e dosagens séricas dessa vitamina em um 

total de 16 animais - 8 dieta controle e 8 dieta suplementada - distribuídos randomicamente 

para cada grupo. 

A análise do comportamento animal com as alterações observadas nos grupos 

encontra-se resumida na Tabela 2.   Cinco camundongos exibiram perda de peso (1 do grupo 

controle e 4 do grupo dieta suplementada) apenas na primeira semana do protocolo. Nenhuma 

variação significativa de peso foi observada a partir da segunda semana até o final do 

experimento. Em ambos os grupos controle e suplementado houve uma redução no consumo 

de ração na primeira semana de dieta modificada. O score máximo atingido durante esse 

período foi 1 ponto para cada animal em um máximo de 22 (Tabela 2).  

 
Tabela 2. Monitoramento comportamental dos animais no período de padronização. 

 Grupos 1ª Semana 2ª Semana 3ª Semana 4ª Semana 
Score 

Mediana     
(IC 95%) 

Perda de pelo 
Controle  N N N N 0 
Suplementado N N N N 0 

Alteração na motilidade 
Controle  N N N N 0 

Suplementado N N N N 0 

Perda de peso  
Controle  S1 N N N 0,5 
Suplementado S4 N N N 0,5 

Postura de guarda 
Controle  N N N N 0 
Suplementado N N N N 0 

Contração nasal 
Controle  N N N N 0 
Suplementado N N N N 0 

Contração da Bochecha 
Controle  N N N N 0 
Suplementado N N N N 0 

Rotação da orelha 
Controle  N N N N 0 

Suplementado N N N N 0 

Piloereção          
Controle  N N N N 0 
Suplementado N N N N 0 

Automutilação 
Controle  N N N N 0 
Suplementado N N N N 0 

Alteração nos olhos  
Controle  N N N N 0 
Suplementado N N N N 0 

Redução significativa no 
consumo de alimento  

Controle  S8 N N N 1 
Suplementado S8 N N N 1 

N – ausência de sintoma ou sinais 
S- presença de sintomas ou sinais  
Números subescritos se referem à quantidade de animais que apresentaram o sinal ou sintoma. 



55 
 

 

 

Os camundongos foram pesados uma vez por semana e avaliados quanto ao ganho ou 

perda de peso (variação do peso).  Os dois grupos (controle e suplementado) apresentaram até 

a segunda semana variação de peso divergente. Inicialmente, enquanto os animais do grupo 

controle apresentaram ganho de peso em relação ao tempo 0 (T0), nos animais do grupo 

suplementado notamos uma manutenção do peso corpóreo. Na semana subsequente essas 

relações se alteraram, os animais suplementados apresentaram ganho de peso em relação a T0 

e os animais do grupo controle não apresentaram alteração ponderal quando comparados à 

semana anterior. Após esse período observamos que a curva para esses animais se mostrou 

semelhante até o final do experimento. Na análise geral, apesar das oscilações, os 

camundongos apresentaram ganho de peso ao final do protocolo quando comparado com o 

peso inicial. Na semana 4 foram observadas diferenças significativas de peso em relação ao 

peso do T0 (Figura 11). 

 

 

Figura 10. Variação do peso dos animais submetidos à dieta controle e suplementada. O eixo y representa o 
média do percentual de variação de peso do grupo controle (preto) e suplementado (vermelho) ao longo das 4 
semanas do protocolo experimental. A letra a refere-se às diferenças estátisticas em relação ao tempo 0: grupo 
controle: p=0,0097 (primeira semana)  e p=0,0021 (quarta semana);  grupo suplementado: p=0,0237 (segunda 
semana) e p=0,0143 (quarta semana). Os dados estão apresentados como médias +/- desvio padrão para cada 
grupo. A analise estatística foi realizada utilizando Two-way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.  
 
 

Conforme demonstrado na figura 12, o consumo de ração entre os dois grupos 

(controle e suplementado) foi similar ao longo de todo o protocolo experimental. Contudo, ao 

avaliarmos essa variável por grupo (controle ou suplementado), após o período de adaptação 

na primeira semana notamos um aumento estatisticamente significativo nessa ingestão 

alimentar na segunda semana para ambas as dietas (controle e suplementada). Esse fato 
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observado não se manteve até o final das quatro semanas nos animais, sendo uma redução 

significativa no consumo, verificada nos grupos submetidos a ambas as dietas nas terceira e 

quatra semana quando comparadas a segunda.  

 

 

Figura 11. Consumo de ração dos grupos controle e suplementado durante a padronização. O consumo foi 
calculado subtraindo-se a quantidade de sobra da semana subsequente da quantidade ofertada na semana anterior para 
cada gaiola, posteriormente dividindo esse valor final pelo número de animais em cada microisolador. As barras 
representam o consumo médio de ração +/- desvio padrão no grupo controle (preto) e no grupo suplementado 
(vermelho) ao longo das 4 semanas do protocolo de padronização. A análise estatística foi realizada utilizando 
Two-way ANOVA, seguida pelo pós-teste de Sidak, com p<0,05. As diferenças significativas encontram-se 
apontadas no gráfico.  
 

As dosagens séricas de vitamina D (25OH) foram realizadas nos tempos 0, 9 e 24 dias 

após a implementação da dieta. No tempo 0, não observamos diferenças significativas entre os 

grupos, o que era esperado pois a coleta de soro coincide com a introdução da dieta controle 

ou da dieta suplementada. Dez dias após a introdução da dieta suplementada, ainda não foram 

notadas diferenças significativas nos níveis séricos de vitamina D entre os animais do grupo 

controle e suplementado. Após 25 dias de introdução da dieta suplementada observamos 

diferenças significativas nos níveis séricos de vitamina D entre esses grupos (controle e 

suplementado) (Figura 13). Verificamos também diferença significativa nas dosagens de 

vitamina D ao longo do tempo para o grupo suplementado entre os tempos 0 e 24 (Figura 13). 

O experimento durou 25 dias, momento em que foram detectadas alterações significativas nos 

níveis séricos de Vitamina D entre o grupo controle e o suplementado e dessa forma 

estabelecemos a dieta com 10.000UI/kg de vitamina D como dieta padrão para suplementação 

e também estabelecemos o dia 25 após consumo de dieta suplementada como momento de 

infecção pelo S. mansoni.  
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Figura 12. Concentração sérica de vitamina D nos grupos submetidos à dieta controle e suplementada. As 
dosagens séricas de vitamina D foram realizadas a partir dos soros, obtidos de amostras de sangue coletadas dos 
animais do grupo controle (8) e suplementados (8), pelo método de ELISA, Kit DRG Vitamina D 25OH nos dias 0, 9 e 
24 após introdução da dieta. O eixo y representa os valores em ng/mL de vitamina D sérica. A média de concentração 
de vitamina D para cada grupo está representada pela linha no gráfico. Diferenças estatísticas utilizando Two-way 
ANOVA, seguida do pós-teste de Sidak estão apontadas no gráfico, p<0,05.    
  

5.2 Avaliação do efeito da suplementação com vitamina D sobre a infecção pelo S. 

mansoni  e sobre o tratamento com Praziquantel  – Etapa 2 

 

Com o intiuito de verificar o impacto da suplementação com vit.D sobre a infecção 

pelo S. mansoni e sobre o tratamento com doses subcurativas de praziquantel, avaliamos os 

animais quanto ao comportamento dos animais, variação de peso, o consumo de ração, a carga 

parasitária, a medida de área do granuloma hepático, perfil de citocinas sérica e anticorpos 

produzidos em resposta a infecção.  

O resumo das alterações observadas no comportamento dos camundongos encontra-se 

descrito na Tabela 3. Trinta e um animais apresentaram perda de peso e foram pontuados 

quanto essa variável, sendo 14 deles dos grupos controles (NI (6), IF+H2O (5) e IF+PZQ (3))  

e 17 dos grupos suplemetados (NI (2),  IF+H2O (10) e IF+PZQ (5)). Essa variação foi 

observada apenas na primeira semana após implementação da dieta. Dois animais (1 controle 

IF+H2O e 1 suplementado IF+H2O) apresentaram alterações nos olhos nas duas últimas 

semanas de experimento.  Além disso, nove animais do grupo controle não infectado (NI) 

apresetaram perda de pelo nas três ultimas semanas do protocolo experimental (semana 10 a 

12) (Tabela 3). Na quinta semana, quarenta e oito animais infectados (24 controles e 24 

suplementados) apresentaram redução significativa no consumo de ração. O mesmo ocorreu 

na 11ª semana, após o tratamento quando 12 animais do grupo controle infectado tratado 

reduziram a ingestão alimentar. O score máximo atingido por alguns animais durante o 

período experimental foi 1 ponto em um máximo de 22 (Tabela 3). 
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O acompanhamento do peso dos animais evidenciou diferenças na variação de peso. 

Após a implementação da dieta notamos um ganho ponderal em ambos os grupos até a quarta 

semana, sendo esse significativo em relação ao tempo inicial nos animais do grupo controle a 

partir da terceira semana e nos animais do grupo suplementado apartir da segunda. 

Observamos após a infecção com cercárias do S.mansoni uma manutenção do peso em todos 

os grupos experimentais até a quinta semana. Os animais não infectados continuaram 

ascendendo na curva de variação de peso, o que não foi notado nos animais infectados 

submetidos a ambas as dietas. Após a sexta semana, todos os grupos permaneceram em curva 

crescente até o momento do tratamento por volta da décima primeira semana. Apesar das 

oscilações observadas ao longo do protocolo experimental, não observamos diferenças 

significativas de variação do peso entre os grupos (Figura 14). Em todos os grupos houve um 

ganho significativo de peso ao longo do tempo quando comparados ao peso inicial (Figura 14 

- letras a (controle) e b (suplementado)). 

 

  
Figura 13. Variação de peso dos animais durante protocolo experimental. O eixo y representa a média do 
percentual de variação de peso dos grupos não-infectado, infectado não tratado e infectado tratado com PZQ a 
100mgKg, de ambas as dietas (controle e suplementada) ao longo das 12 semanas do protocolo experimental. 
As letras a (controle) e b (suplementado) refere-se às diferenças estatísticas em relação ao tempo 0: grupo 
controle: da terceira até a 12 semana os valores de p foram respectivamente p=0,0009, p<0,0001, p=0,0001, 
p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001, p <0,0001, p <0,0001; grupo suplementado: segunda 
semana, exceto 3ª, até a 12ª semana os valores de p foram respectivamente: p=0,0099, p=0,0506, p=0,0003, 
p=0,0021,p=0,0009p=0,0002,p=0,0014,p<0,0001,p<0,0001, p<0,0001.  Os dados estão apresentados como 
médias +/- desvio padrão para cada grupo. A analise estatística foi realizada utilizando Two-way ANOVA 
seguido pelo teste de Dunnett.  
 

 
 Na Figura 15 podemos observar que o consumo de ração apresentou algumas 

oscilações durante todo o período avaliado.  Essas diferenças notadas na ingestão de ração 
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quando significativas encontram-se representadas no gráfico pelas letras a. Nas primeiras 

semanas de adaptação houve aumento significativo na ingestão alimentar no grupo 

submetidos a suplementada em relação aos animais submetidos à dieta controle. Ao final da 3ª 

semana, uma parte dos animais foi submetida à infecção. Na 7ª semana do experimento, 

observou-se um maior consumo de ração pelo grupo submetido à dieta suplementada e 

infectado. Na 9ª semana observou-se uma maior ingestão de ração nos grupos de animais 

infectados em relação aos não infectados em ambas as dietas. Na 10ª semana este perfil se 

manteve apenas nos animais alimentados com dieta controle. Ao final da 10ª semana uma 

parte dos animais foi submetida ao tratamento e observamos no gráfico que os animais 

tratados alimentados com a dieta controle apresentaram aumento significativo na ingestão 

alimentar quando comparados com os animais alimentados com dieta controle não infectados 

e infectados. De uma maneira geral nas semanas 11 e 12 um aumento de conumo de ração foi 

observado nos animais alimentados com a dieta suplementada.  Essas diferenças entre os 

grupos não seguiu um padrão entre animais infectados e não infectados, tratados e não 

tratados, no entanto em muitos dos momentos avaliados os animais alimentados com a dieta 

suplementada consumiram mais ração do que os animais do grupo controle.  

   

 
 

Figura 14. Consumo de ração dos grupos controle e suplementado durante o experimento. O consumo foi 
calculado subtraindo-se a quantidade de sobra da semana subsequente da quantidade ofertada na semana anterior para 
cada gaiola, posteriormente dividindo esse valor final pelo número de animais em cada microisolador. A estatística 
utilizada foi o Teste de Mann-Whitney, com nível de significância de 99%. As barras representam as medianas +/- erro 
padrão. As letras a representam as diferenças significativas entre os grupos: 1ª semana CNI x SNI: p=0,0002; 2ª 
semana CNI x SNI: p<0,0001; 7ª semana CIF+H2O x SIF+H2O: p=0,0028; 9ª semana CNI x CIF+H2O: p<0,0001 e 
SNI x SIF+H2O: p=0,0001; 10ª semana CNI x CIF+H2O: p=0,0001; 11ª semana CIF+H2O x SIF+H2O: p<0,0001, 
CIF+PZQ x SIF+PZQ: p<0,0001, CNI x CIF+H2O: p<0,0001 e CIF+H2O x CIF+PZQ: p<0,0001; 12ª semana 
CIF+H2O x SIF+H2O: p<0,0001, CIF+H2O x CIF+PZQ: p<0,0001. 
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A dieta foi implementada no tempo 0 e as dosagens séricas de vitamina D (25OH) 

foram realizadas nos tempos 0, 25 e 80 dias.  Assim como verificado na padronização, no 

tempo 0 não observamos diferenças significativas entre os grupos, pois a coleta de soro 

coincide com a introdução ou não da dieta suplementada. Como esperado, notamos essas 

alterações significativas nas concentrações séricas de vit.D no grupo suplementado comparada 

ao grupo controle vinte e cinco dias após a introdução da dieta.  Essa diferença significativa 

nos níveis de vitamina D continuou sendo observada aos 80 dias após introdução da dieta, 

independente dos animais terem ou não recebido tratamento com o praziquantel. (Figura 16).  
       

 

Figura 15. Concentração sérica de vitamina D nos animais controle e suplementado infectados não 
tratados e tratados. As dosagens séricas de vitamina foram realizadas nos soros obtidos de amostras de sangue 
coletadas dos animais dos grupos dieta controle (circulo) e suplementada (quadrado), antes da infecção (símbolo 
aberto) infectado (fechado) e infectado e tratado com 100mgKg de PZQ (semi-aberto), pelo método de ELISA, 
Kit DRG Vitamina D 25OH  nos dias 0,  24 e 80  após introdução da dieta. O eixo y representa os valores em 
ng/mL de vitamina D sérica. A média de concentração de vitamina D para cada grupo está representada pela 
linha no gráfico. Diferenças estatísticas utilizando Two-way ANOVA, seguido do pós-Teste Sidak encontram-se 
apontadas no gráfico.  
 

Em relação ao número de vermes recuperado na perfusão do sistema porta hepático 

observarmos uma redução significativa na quantidade vermes total (figura 17A), vermes 

machos (Figura 17B) e vermes fêmeas (Figura 17C) nos grupos tratados quando comparados 

aos grupos não tratados para ambas as dietas controle e suplementada. O tipo de dieta 

oferecido aos animais não impactou na sobrevivência dos vermes, uma vez que não foram 

observadas diferenças significativas entres os grupos controle infectado e suplementado 

infectado (Figura 17).  
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Figura 16. Número de vermes total (A), machos (B) e fêmeas (C) recuperados nos camundongos dos 
grupos experimentais. Aos cinquenta e cinco dias após a infecção, doze animais de cada grupo infectado, não 
tratados e tratados (100mgKg de PZQ) de ambas as dieta controle e suplementada foram perfundidos para 
recuperação de vermes presentes no sistema porta hepático de cada animal As linhas representam as medianas do 
número de vermes recuperados para cada grupo.  Diferenças estatísticas observadas no teste de Mann-Whitney 
com nível de significância de 99% estão apontadas nos gráficos. 

B 

C 

A 
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  Tanto no intestino (Figura 18 A) quanto no fígado (Figura 18B), quando comparados 

os dados dos animais não tratados e tratados de ambas as dietas (controle e suplementada) 

verificamos redução significativa na quantidade de ovos por grama de órgão, exceto no 

intestino dos animais do grupo submetido à dieta suplementada, onde não observamos 

diferenças significativas entre os animais tratados e não tratado.    Porém, não observamos um 

impacto da dieta no número de ovos preses no fígado e intestino dos animais, uma vez que 

não forma observadas diferenças significativas entre animais infectados submetidos à dieta 

controle ou suplementada (Figura 18). 

 

          

          
Figura 17. Número de ovos presentes no intestino (A) e fígado (B) dos animais infectados não tratados e 
tratados. Durante o procedimento de perfusão, o intestino e o fígado de cada animal dos grupos: dieta controle 
infectado, dieta controle infectado e tratado (100mgKg de PZQ), dieta suplementada infectados ou dieta 
suplementada infectado e tratado (100mgKg de PZQ) foram retirados, pesados e imersos em solução de KOH 
10% para digestão. Após esse procedimento, o número de ovos foi contado com auxílio de um microscópio de 
luz. Cada símbolo representa o número de ovos/grama de órgão de um animal do grupo, a linha representa o 
valor médio observado no grupo. Diferenças significativas entre os grupos utilizando o teste Teste T Student, 
com nível de significância de 99% estão apontadas no gráfico.            

A 

B 
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Compondo a analise parasitólogica, para verificar o impacto da suplementação sobre a 

formação e regulação do granuloma hepático, foi realizada a medida da área de granulomas 

em estagio exsudativo-produtivo em cortes histológicos do fígado de cada animal. Uma 

diminuição significativa da área dos granulomas foi observada nos animais submetidos à dieta 

suplementada quando comparado ao grupo submetido à dieta controle (Figura 19).  

 

 
Figura 18. Medida da área do granuloma hepático de animais controle e suplementado infectados e não 
tratados. Para calcular as medidas da área de granuloma, na fase exsudativo-produtivo, foram coletados pedaços 
dos fígados de 11 animais controles e 11 animais suplementados, com média de 10 granulomas por animal (110 
/grupo), ao final do experimento, após a perfusão. Imagens representativas de cortes histológicos de animais 
submetidos à dieta controle (A) ou suplementada (B) no aumento de 10x. Em (C) estão representadas as áreas 
em µm2 de cada granuloma mensuradas no software Zeiss AxionVision 3.0 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 
Germany). Diferenças significativas entre os grupos, utilizando o Teste de Mann-Whitney, estão apontadas no 
gráfico. A linha representa a mediana das áreas dos granulomas em cada grupo. 
 

Para a avaliação do perfil de resposta Th1/Th2/Th17 utilizamos soros de 8 animais de 

cada grupo e quantificamos as citocinas séricas utilizando a metodologia de CBA.   Conforme 

esperado os níveis de citocina sérica nos animais não infectados ficaram abaixo do limite de 

detecção do kit, exceto para TNF-α (Figura 20), independente da dieta a qual o animal foi 

submetido (Figuras 20 a 26). Não observamos diferenças significativas nos níveis TNF-α, 

(Figura 20) IL-4 (Figura 21) e IL-2 (Figura 22) entre os animais submetidos à dieta controle 

ou suplementada. Em realação aos níveis séricos de IL-10 (Fígura 23), IL-17 (Fígura 24), 

IFN- (Fígura 25) e IL-6 (Fígura 26) produzidos em resposta à infecção, uma maior produção 

destas citocinas foi observada nos animais submetidos à dieta controle em relação aos animais 

submetidos à dieta suplementada. Após o tratamento, não foram observadas diferenças nos 

níveis séricos de citocinas entre os grupos submetidos à dieta controle ou suplementada 

(Figuras 20 a 26). 

C 
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Figura 19. Produção de TNF-α em animais não infectados, infectados tratados e não tratados submetidos 
às dietas controle e suplementada. Para as análises da produção das citocinas foram selecionados 8 animais de 
cada grupo.Os soros destes animais foram obtidos ao final do experimento (80 dias após início da dieta), antes da 
perfusão do sistema porta hepático. Cada símbolo representa concentração de citocina sérica e a linha representa 
a mediana do grupo. Para analise estatística foi utilizado o teste de Mann-Whitney, com nível de significância de 
98%, as diferenças estatísticas encontradas estão apontadas no gráfico. Os outliers, identificados pelo teste de 
ROUT foram retirados da análise. A linha tracejada aponta o limite de detecção do teste para esta citocina. 
 

 
Figura 20. Produção de IL-4 em animais não infectados, infectados tratados e não tratados submetidos às 
dietas controle e suplementada. Para as análises da produção das citocinas foram selecionados 8 animais de cada 
grupo. Os soros destes animais foram obtidos ao final do experimento (80 dias após início da dieta), antes da perfusão 
do sistema porta hepático. Cada símbolo representa concentração de citocina sérica e a linha representa a mediana do 
grupo. Para analise estatística foi utilizado o teste de Mann-Whitney, com nível de significância de 98%, as 
diferenças estatísticas encontradas estão apontadas no gráfico. Os outliers, identificados pelo teste de ROUT 
foram retirados da análise. A linha tracejada aponta o limite de detecção do teste para esta citocina. 
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Figura 21. Produção de IL-2 em animais não infectados, infectados tratados e não tratados submetidos às 
dietas controle e suplementada. Para as análises da produção das citocinas foram selecionados 8 animais de 
cada grupo. Os soros destes animais foram obtidos ao final do experimento (80 dias após início da dieta), antes 
da perfusão do sistema porta hepático. Cada símbolo representa concentração de citocina sérica e a linha 
representa a mediana do grupo. Para analise estatística foi utilizado o teste de Mann-Whitney, com nível de 
significância de 98%, as diferenças estatísticas encontradas estão apontadas no gráfico. Os outliers, identificados 
pelo teste de ROUT foram retirados da análise.  A linha tracejada aponta o limite de detecção do teste para esta 
citocina. 
 

 

Figura 22. Produção de IL-10 em animais não infectados, infectados tratados e não tratados submetidos às 
dietas controle e suplementada. Para as análises da produção das citocinas foram selecionados 8 animais de 
cada grupo. Os soros destes animais foram obtidos ao final do experimento (80 dias após início da dieta), antes 
da perfusão do sistema porta hepático. Cada símbolo representa concentração de citocina sérica e a linha 
representa a mediana do grupo. Para analise estatística foi utilizado o teste de Mann-Whitney, com nível de 
significância de 98%, as diferenças estatísticas encontradas estão apontadas no gráfico. Os outliers, identificados 
pelo teste de ROUT foram retirados da análise.  A linha tracejada aponta o limite de detecção do teste para esta 
citocina. 
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Figura 23. Produção de IL-17 em animais não infectados, infectados tratados e não tratados submetidos às 
dietas controle e suplementada. Para as análises da produção das citocinas foram selecionados 8 animais de 
cada grupo. Os soros destes animais foram obtidos ao final do experimento (80 dias após início da dieta), antes 
da perfusão do sistema porta hepático. Cada símbolo representa concentração de citocina sérica e a linha 
representa a mediana do grupo. Para analise estatística foi utilizado o teste de Mann-Whitney, com nível de 
significância de 98%, as diferenças estatísticas encontradas estão apontadas no gráfico. Os outliers, identificados 
pelo teste de ROUT foram retirados da análise. A linha tracejada aponta o limite de detecção do teste para esta 
citocina. 
 

IF
N

-ɣ
 (
p

g
/m

L
)

 
 

Figura 24. Produção de IFN- em animais não infectados, infectados tratados e não tratados submetidos 
às dietas controle e suplementada. Para as análises da produção das citocinas foram selecionados 8 animais de 
cada grupo. Os soros destes animais foram obtidos ao final do experimento (80 dias após início da dieta), antes da 
perfusão do sistema porta hepático. Cada símbolo representa concentração de citocina sérica e a linha representa a 
média do grupo. Para analise estatística foi utilizado o teste de T de Student, com nível de significância de 98%, as 
diferenças estatísticas encontradas estão apontadas no gráfico. Os outliers, identificados pelo teste de ROUT foram 
retirados da análise. A linha tracejada aponta o limite de detecção do teste para esta citocina. 
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Figura 25. Produção de IL-6 em animais não infectados, infectados tratados e não tratados submetidos às 
dietas controle e suplementada. Para as análises da produção das citocinas foram selecionados 8 animais de 
cada grupo. Os soros destes animais foram obtidos ao final do experimento (80 dias após início da dieta), antes 
da perfusão do sistema porta hepático. Cada símbolo representa concentração de citocina sérica e a linha 
representa a mediana do grupo. Para analise estatística foi utilizado o teste de Mann-Whitney, com nível de 
significância de 98%, as diferenças estatísticas encontradas estão apontadas no gráfico. Os outliers, identificados 
pelo teste de ROUT foram retirados da análise. A linha tracejada aponta o limite de detecção do teste para esta 
citocina. 
 
 
 

A resposta humoral representada no gráfico corresponde aos dados do ponto final do 

experimento (Tempo 80). Na análise verificamos produção significativa de IgG, IgG1 e 

IgG2c específicas para SWAP nos animais infectados quando comparados aos não infectados, 

em ambas as dietas controle e suplementada. Observamos redução significativa dos níveis de 

IgG2c anti-SWAP no grupo submetido à dieta  suplementada infectado e não tratado 

comparado ao seu controle (dieta controle infectado não tratado) (Figura 27 C). Para as 

demais classes de imunoglobulina, não observamos difereças entre os grupos infectados 

submetidos às diferentes dietas (Figura 27 A e B). Também não foram observadas diferenças 

nos níveis de IgG, IgG1 e IgG2c anti-SWAP entre os animais infectados e infectados e 

tratados submetidos a ambas as dietas (Figura 27). 
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Figura 26. Análise da resposta humoral de IgG (A), IgG1 (B) e IgG2c (C) anti-SWAP nos animais 
submetidos as dietas controle e suplementada. A produção desses anticorpos foi avalida 80 dias após a 
implementação da dieta, ponto final do experimento, a partir do soro de 12 animais por grupo.  Cada símbolo 
representa o valor de absorbância obtido para cada animal e a linha representa a mediana do grupo. Para analise 
estatística foi utilizado o Teste de Mann-Whitney, com nível de significância de 99%. Diferenças estatísticas 
significativas estão apontadas no gráfico. Os outliers identificados pelo teste de ROUT foram retirados da 
análise.  
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6. DISCUSSÃO 
 

A vitamina D interage diretamente sobre tecidos biológicos importantes, o que a torna 

relevante no estado saudável e nas doenças. A literatura tem demostrado in vitro e in vivo 

resultados positivos de sua aplicação em distintas patologias, bem como para auxiliar a 

tratamentos e fármacos (BARRAT et al., 2002; DANIEL et al., 2008; SRINIVAS et al., 2009; 

HEWISON, 2010). Dados epidemiológicos apontam para quadros de hipovitaminose D em 

diversas regiões do mundo, principalmente Ásia, África e America Latina (PALACIOS et al., 

2014; HILGER et al.,2014; HOLICK, 2017; ANTONIO et al., 2018). A esquistossomose 

compreende a patologia de maior impacto entre as helmintoses, sendo endêmica nos 

continentes de maior incidência para a hipovitaminose D (SAH et al., 2015; COHEN et al., 

2016; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). Além disso, estudos evidenciaram a ação da vit. D 

na modulação do sistema imune, direcionando a uma resposta Th2, perfil esse de resposta 

característico em pessoas resistentes a re-infecção por S.mansoni (FITZSIMMONS et al., 

2012).  No entanto, a relação entre a vitamina D e a esquistossomose é pouco estudada. 

 Diante disso, neste trabalho buscamos compreender o impacto da suplementação com 

vitamina D sobre a sobrevivência do Schistosoma e a patologia da doença, assim como seu 

efeito adjuvante no tratamento com doses subcurativas de praziquantel. Para tanto, 

camundongos C57BL6, Livres de Patógenos Específicos (Specific Pathogen Free) foram 

selecionados para o trabalho devido à suscetibilidade da linhagem a esquistossomose, bem 

como pelo referencial de dosagens séricas de vitamina D já apresentadas na literatura em 

estudos prévios para esses animais (CHEEVER et al., 2002 ; STADECKER et al., 2004; 

MATHIEU et al., 2001; ELLAM et al., 2014).  

A primeira etapa do projeto consistiu em padronizar um modelo de suplementação 

com vitamina D capaz de promover alterações séricas de seu metabolito ativo e também 

estabelecer o momento para realização da infecção desses animais com o parasito. Nessa fase 

avaliamos o comportamento animal, o peso, o consumo de ração e as dosagens séricas de 

vitamina D. A próxima etapa consistiu na execução do protocolo experimental em que se 

avaliou o comportamento animal, o peso, o consumo de ração, as dosagens séricas de 

vitamina D, carga parasitária em animais tratados e não tratados, níveis séricos de citocinas e 

de anticorpos e a patologia hepática.  

O comportamento animal consiste em um marcador determinante e que pode 

influenciar o direcionamento e os resultados do trabalho experimental proposto, pois animais 
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em condições de estresse, dor ou sofrimento produzem respostas biológicas/fisiológicas que 

podem alterar os dados da pesquisa, além de impactar o bem estar animal, que deve ser 

prezado em qualquer experimento que utilize animais como meio (ANDRADE et al., 2002; 

DALE et al., 2010). O monitoramento animal compreendeu itens descritos na literatura e em 

diretrizes do CONCEA (ANDRADE et al., 2002; DALE et al., 2010; CONCEA, 2016). No 

período de padronização, dos itens de comportamento animal avaliados, dois apresentaram 

alteração: a perda de peso e redução no consumo de ração. Na primeira semana desta etapa, 

houve perda de peso não superior a 20% por alguns animais, o que não foi observado 

posteriormente. No protocolo experimental também foi observada essa perda ponderal inicial 

não superior a 20% na primeira semana, sendo presente novamente após a infecção e o 

tratamento, porém em todos os grupos houve ganho de peso significativo quando comparados 

ao ponto inicial do experimento. Além disso, esse dado refletiu-se quase que igualmente entre 

animais controles e suplementados, sendo a quantidade de 14 e 17 camundongos, 

respectivamente. A adaptação à dieta requer um período, que varia por animal, linhagem, 

espécie, idade, entre outros (ANDRADE et al., 2002; CONCEA,2016). Nesse projeto haviam 

camundongos em diferentes idades (4 a 6 semanas), com diferença entre aqueles que já se 

alimentavam por dieta sólida e aqueles que iniciavam nesse tipo de alimentação, o que pode 

explicar essa perda de peso pelos camundongos, em consonância com a literatura 

(ANDRADE et al., 2002; CHORILLI et al., 2007). Na segunda etapa do projeto, quando 

avaliamos o impacto da dieta sobre a infecção e tratamento, também foi identificado, nas 3 

últimas semanas, perda de pelo em 9 animais do grupo controle não infectado. Na observação 

foi possível notar que essa perda referiu-se ao barbering compreendido como manifestação de 

comportamento de dominância dentro de uma ninhada em um mesmo ambiente, como 

possível forma de organizar-se hierarquicamente a sociedade dentro de uma caixa/gaiola 

(PINTO, 2012). Além desses itens, nessa etapa, nas duas útlimas semanas foi observada 

alteração nos olhos em 2 animais, um do grupo controle IF+H2O e um do grupo 

suplementado IF+H2O. Segundo a literatura, a infecção por S.mansoni principalmente a 

forma hepatoesplênica induz hipertensão portal e consequentemente alterações na circulação 

sanguínea sistêmica, e dessa forma impacto na microcirculação oftalmológica (SALOMÃO, 

1995; REMIGIO et al., 2009).  Associa-se a isso, a possibilidade da migração e alojamento de 

ovos na retina e nervos relacionados à estrutura ocular (SALOMÃO, 1995; LUNA DE 

SAMPAIO, 2005; CELINO et al., 2015). Remigio et al. (2009), ao realizar avaliação  

histológica e histomorfométrica da retina de camundongos infectados pelo Schistosoma 

mansoni na forma hepatoesplênica encontrou alterações oculares em 4% do total dos animais 
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infectados comparados aos animais controles. Isso demonstra consonância ao verificado em 

nosso experimento. Observamos também, tanto no período de padronização como no 

protocolo experimental, redução significativa no consumo de ração em pontos específicos ao 

longo do tempo: após um pico de consumo na 2ª semana, no período subsequente a infecção e 

após o tratamento. Essas variáveis foram notadas para todos os grupos em ambas as dietas. 

Devido a esses achados tanto na análise por grupo quanto entre grupos, não atribuímos a 

redução do consumo à dieta ofertada, mas a fatores como adaptação à ração, infecção e 

tratamento (ANDREWS et al., 1980; FIORE et al., 1996; ANDRADE et al., 2002; CIOLI E 

PICA-MATTOCCIA, 2003).   

O acompanhamento do peso é uma variável que nos permite verificar a adequação do 

modelo experimental e expor as condições gerais dos animais, uma vez que as alterações das 

dietas constituem itens que podem impactar na saúde dos camundongos e também induzir o 

estresse nos animais. Na avaliação da variação de peso (ganho ou perda ponderal), os animais 

de ambos os grupos, no período de padronização da dieta, apresentaram pequenas oscilições 

nas duas primeiras semanas, seguidos por uma convergência nos dados na 3ª semana, e 

ascensão da curva ponderal até o final do protocolo experimental. Na etapa 2, os animais de 

todos os grupos experimentais (NI, IF+H2O, IF+PZQ – controle e suplementado) 

apresentaram redução pequena ou moderada dessa variável,  não superior a 20%, em pontos 

específicos da análise ponderal relacionada a alteração/implementação da dieta, ao período 

pós-infecção e a administração do medicamento, porém esse decréscimo na variação do peso 

não significou perda ponderal comparada ao valor que os animais apresentavam ao início do 

experimento. Conforme a literatura, era esperado que os animais infectados por S.mansoni 

perdessem peso devido a infecção (ANDREWS et al., 1980; ZANOTTI-MAGALHÃES et al., 

1995; FIORE et al., 1996), porém esse fato somente foi observado pontualmente e se associou 

à redução de consumo da dieta observado neste período. Em nosso trabalho acompanhamos o 

peso semanalmente durante 55 dias após infecção, o que não foi observado em outros estudos 

que avaliaram essa variável ao final de 50 dias ou após 18 semanas de infecção. O ganho de 

peso observado em todos os grupos ao final do protocolo experimental era esperado e é 

inerente ao desenvolvimento fisiológico dos animais, pois ao iniciarmos a pesquisa, as idades 

variavam entre 4 a 6 semanas de vida e ao finalizarmos o protocolo os animais apresentavam 

idades entre 18 a 20 semanas.  

O modelo de escolha de suplementação de vitamina D foi pela oferta da ração 

AIN93M, peletizada, ad libitum, desse modo todos os animais receberam a ração 

especializada, com as concentrações de vitamina D modificadas. Estudos prévios 
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demonstraram ser a AIN93 um alimento adequado, completo e bem balanceado para roedores, 

sendo utilizada em pesquisas cientificas (REEVES et al., 1993; BIANCHINI et al., 2015). O 

consumo de ração após a primeira semana de adaptação a dieta mostrou-se com pequenas 

oscilações não significativas estatisticamente entre os grupos ao longo da fase de 

padronização. Esse dado demonstra a aceitabilidade e adequação da dieta quanto ao cheiro, 

sabor, textura, mesmo no período de infecção, minimizando o insucesso do modelo, pois 

algumas linhagens e espécies são muito sensíveis às alterações alimentares (ANDRADE et 

al., 2002). No período experimental houve momentos pontuais de redução significativa nessa 

ingestão alimentar que coincidiu com a adaptação a dieta, o período pós-infecção e pós-

tratamento. Tal fato não deve ser atribuído à ração, mas ao quadro infeccioso que devido as 

suas repercussões nos animais podem induzir a alterações comportamentais como uma 

redução no apetite (ANDREWS et al., 1980; FIORE et al., 1996) e também ao tratamento que 

pode apresentar efeitos colaterais como náuseas, vômitos e dores abdominais (ANDREWS et 

al., 1980; CIOLI E PICA-MATTOCCIA, 2003). Notamos também diferenças entre os grupos 

na análise por semana, porém essas distinções não seguiram um padrão sendo, portanto, 

característico de cada animal e cada grupo avaliado.  

A dieta suplementada ofertada aos animais foi capaz alterar significativamente os 

níveis séricos de vitamina D nos tempo 25 e 80 quando comparados ao tempo 0,  tanto no 

etapa de padronização (tempo 25) quanto no etapa experimental (tempo 25 e 80), 

corroborando com dados da literatura que verificaram alterações sistêmicas da vitamina D ao 

avaliar o efeito da suplementação com essa vitamina em modelo murino por meio da 

utilização de ração enriquecida (WILLIAMSOM et al., 2017; YUMOL et al., 2018).  Em 

relação à alteração das concentrações séricas dessa vitamina frente à esquistossomose 

mostrou-se que a infecção não impactou significativamente a produção de vitamina D, apesar 

de um dos órgãos mais acometidos pela doença, o fígado, consistir em órgão importante na 

ativação e metabolismo dessa vitamina.  

Diante do sucesso na padronização do modelo de suplementação com vitamina D e da 

verificação de alteração sérica de um de seus metabólitos ativos, partimos para a avaliação do 

impacto da vitamina D na infecção experimental por S.mansoni, por meio das análises da 

carga parasitária, patologia hepática, produção de citocinas e anticorpos em resposta a 

infecção e tratamento.  

Em relação à carga parasitária, especificamente número de vermes recuperados do 

sistema porta-hepático, não houve diferença significativa entre os animais infectados 

submetidos à dieta controle ou suplementada. O mesmo ocorreu na análise dos ovos retidos 
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no fígado e no intestino desses animais. Esses achados corroboram o estudo de He et al. 

(2018) que ao avaliarem a participação do receptor de vitamina D (VDR) na infecção pelo 

Schistosoma japonicum não observaram diferença significativa entre os grupos controle e 

suplementado com análogo da vit.D quanto ao número de vermes e número de ovos retiros no 

fígado. Em nosso trabalho, como esperado, observamos diferenças na carga parasitária entre 

animais tratados e submetidos a ambas as dietas, demonstrando a eficácia do tratamento, 

ainda que em doses subcurativas frente à patologia (DA SILVA et al., 2017). No entanto, não 

observamos diferenças significativas de carga parasitária entre os grupos tratados nas 

diferentes dietas, demonstrando que a suplementação com Vitamina D não tem efeito aditivo 

ou sinérgico ao tratamento com praziquantel.   

Conforme aponta a literatura, a vitamina D é moduladora da resposta imune. Direciona 

a reposta para um perfil Th2 e induz a diferenciação de Treg resultuando em uma redução das 

citocinas do perfil Th1 e Th17 (BOONSTRA et al., 2001; KHOO et al., 2011; STERLING et 

al., 2012; ZAHRAN et al., 2018). Nossos resultados mostraram que na avaliação de citocinas 

séricas, IL-10, IL-17, IFN- e IL-6 encontravam-se significativamente reduzidas no grupo 

suplementado infectado e não tratado quando comparado aos animais submetidos à dieta 

controle. Boontra et al. (2001), no estudo in vitro com células T de camundongos,  analisaram 

o efeito da vitamina D sobre populações de células T e observaram que essa vitamina afeta a 

polarização das células Th, inibindo Th1 (produção de IFN-), aumentando o 

desenvolvimento das células Th2 (produção de IL-4, IL-5 e IL-10). Nesse sentido, pesquisas 

identificaram esses eventos in vivo em animais assim como em humanos. Daniel et al. (2008), 

na análise do efeito da vitamina D, bem como sua associação aos corticoesteroides em 

camundongos com colite induzida observaram um diminuição na expressão de marcadores 

relacionados a resposta Th1, enquanto marcadores Th2 como IL-4 e GATA3 estavam 

aumentados. O calcitriol, em particular, promoveu perfis reguladores de células T, indicado 

por um aumento acentuado de IL-10, TGFβ e CTLA-4. Além disso, a análise de IL-12p70 

principal citocina produzida por células dendríticas responsável por uma diferenciação das 

células Th1 revelou uma redução significativa. . Em humanos, Roffe-Vazquez et al. (2019) ao 

realizarem estudo longitudinal em portadores com Insuficiência Cardíaca verificaram uma 

correlação positiva entre a concentração sérica de 25 (OH) D e a ingestão de alimentos ricos 

em vitamina D e uma correlação inversa  entre os níveis de 25 (OH) D e a produção de IL-1β, 

TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-17A. Em contrapartida, nossos estudos mostraram uma redução 

significativa de IL-10 no soro de camundongos infectados que consumiram a dieta 

suplementada para vitamina D. Além disso, não foram observadas diferenças significativas 
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nos níveis séricos de IL-4 e IL-2 entre os animais alimentados com dieta controle e com 

suplementada com Vitamina D.  

Em relação à produção de citocinas na esquistossomose, estudos relacionaram o 

agravamento da patologia à persistência de um estado pró-inflamatório marcado pelo aumento 

de citocinas do tipo Th1, como interferon (IFN-) e fator de necrose tumoral (TNF-α) 

(RUTITZKY et al., 2006; PEARCE et al., 2002; SILVA et al., 2008; FERNANDES et al., 

2014).  Mwatha et al. (1998) constataram que pacientes com hepatoesplenomegalia grave 

decorrente da esquistossomose exibiam altos níveis de IFN-γ e TNF-α acompanhados de 

baixos níveis de IL-5. Alguns trabalhos também demosntraram que as citocinas IL-10 e IL-13 

encontram-se fortemente associadas com as formas graves de fibrose (DE JESUS et al., 

2004). Em nosso trabalho, observamos redução significativa de IL-10, IL-17, IL-6 e IFN- no 

grupo suplementado não tratado, o que contribui para quadros menos graves da patologia. Nos 

grupos dos animais tratados, comparados os controles e suplementados, não observamos 

diferenças significativas em relação a todas as citocinas avaliadas no estudo, apesar dos níveis 

de citocina ainda serem maiores do que o observado em animais não infectados. Isso pode ter 

ocorrido devido ao tratamento acontecer 2 semanas antes desta dosagem, e este intervalo 

curto ter contribuído para que estas citocinas ainda fossem encontradas em níveis e 

significativos no soro.  

 As alterações encontradas no perfil de citocinas, em nosso estudo, podem explicar, 

em parte, a dimunição da área dos granulomas hepáticos nos animais alimentados com dieta 

suplementar.  Neste complexo mecanismo de regulação de granuloma na esquistossomose, He 

et al. (2018) apontaram o papel de microRNAs na regulação da expressão de VDR em células 

hepáticas estreladas e seu efeito no aumento da fibrose hepática. No contexto da infecção pelo 

Schistosoma japonicum, estes autores demonstraram que o IFN- desempenha um papel 

importante ao regular à produção do micro-RNA-351, ao mesmo tempo em que esta citocina 

aumenta a expressão de VDR nestas células. Além disso, o trabalho demonstra, assim como 

observado em nosso estudo, que a suplementação com um análogo da vitamina D foi capaz de 

regular a área dos granulomas hepáticos. Portanto, dada a dimunição da concentração sérica 

de IFN- nos animais suplementados, seu real envolvimento na regulação do granuloma 

precisa ser melhor explorada. No entanto, estudos mostram que a vitamina D regula a 

expressão dos seus receptores VDR (WIESE et al., 1992; ARBOUR et al., 1993; ZELLA et 

al., 2006; KHUNDMIRI et al., 2016).  Kaègi et al. (2018), ao avaliarem o papel do fosfato 

dietético, FGF23 e 1,25 (OH) 2D3 na regulação das enzimas metabolizadoras de vitamina D 
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em tecidos renais e extrarrenais de camundongos observaram que a suplementação com seu 

metabolito ativo (calcitriol) induziu ao aumento de enzimas da via de ativação nos rins, assim 

como a expressão de receptores de VDR. Dados da literatura corroboram com os verificados 

no trabalho de Kaègi e extrapolam esses achados, demostrando que o aumento da 

biodisponibilidade de vitamina D, induz ao aumento na expressão de VDR e nas enzimas da 

cascata de metabolização dessa vitamina também em outros órgãos e tecidos (WIESE et al., 

1992; ARBOUR et al., 1993; ZELLA et al., 2006; KHUNDMIRI et al., 2016).  

Rutitzky & Stadecker (2006) demonstraram que a IL-17 associa-se à patologia 

fibrótica, pois ao tratarem camundongos com anticorpos anti-IL-17 neutralizantes, 

constataram uma redução significativa da inflamação hepática. Em consonância, Zhang et al. 

(2015) constataram que a IL-17A contribui para a patogênese da fibrose hepática na 

esquistossomose murina, possivelmente pela ativação de células estreladas hepáticas e pelo 

estímulo à liberação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. Além disso, citocinas como 

IFN-, IL-6, IL-2 e IL-17 apresentavam-se aumentados nos quadros mais graves desta 

verminose (FERNANDES et al., 2014). Em pacientes com esquistossomose foram observados 

níveis significativos de IL-6, TNF-α e TGF-β, citocinas pro-fibróticas, correlacionado aos 

quadros graves de fibrose. 

Verificamos também que camundongos infectados e infectados e tratados, tanto do 

grupo controle quanto do grupo suplementado, foram capazes de produzir anticorpos IgG, 

IgG1, IgG2c contra antígeno de verme adultos (SWAP) de S.mansoni após a infecção, no 

entanto, os níveis de IgG2c nos animais suplementados infectados foram significativamente 

mais baixos nos animais submetidos à dieta suplementada em relação aos animais 

alimentados com dieta controle. Estudos anteriores investigaram os efeitos da vitamina D nas 

células imunes adaptativas humanas e mostraram a presença do receptor VDR, bem como das 

enzimas ativadoras dessa vitamina nas células T e B (LEMIRE et al., 1984). Essa vitamina 

impede a proliferação e diferenciação de células B e, portanto, reduz a secreção de 

imunoglobulinas (LEMIRE et al., 1984; SHAYGANNEJAD et al., 2018).  Além disso, 

segundo a literatura, a troca de isotipo das imunoglobulinas, dentre outros fatores, relaciona-

se à presença de citocinas específicas. Assim, a produção dos isotipos IgG1 e IgG2c 

associam-se a produção de IL-4 e IFN-γ, respectivamente, e por isso, o aparecimento destes 

isotipos pode inferir o direcionamento de uma resposta imune Th1 (IFN-γ – IgG2c) ou Th2 

(IL-4 – IgG1) (BARR et al., 2009; STAVNEZER, 1996). Nossas análises séricas de citocinas 

evidenciaram nos animais suplementados não tratados e infectados uma redução significativa 
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de IFN- quando comparados ao controle. Sendo que esta produção reduzida de IFN- pode se 

relacionar aos baixos níveis de IgG2c, observados nestes animais. 

Portanto, a suplementação com vitamina D influênciou na produção de citocinas e 

anticorpos, reduziu a área dos granulomas hepáticos, sem impactar nas variáveis 

comportamentais animais, na carga parasitária e no tratamento com praziquantel. Os 

mecanismos envolvidos nesses procesos sobre sistema imune e patologia hepática na 

esquistossomose ainda precisam ser esclarecidos.  
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7. CONCLUSÃO 
 

A dieta suplementada com vitamina D a 10.000UI/kg foi capaz de alterar os níveis 

séricos dessa vitamina em camundongos sem afetar as variáveis comportamentais animais. 

Essa suplementação também não impactou a sobrevivência do Schistosoma mansoni e nem, 

tampouco, exerceu qualquer efeito adjuvante ao tratamento com doses subcurativas de 

praziquantel. No entanto, ela impactou na produção de citocinas inflamatórias, (citar quais) 

resultando em níveis significativamente mais baixos destas citocinas em resposta à infecção 

pelo Schistosoma mansoni. Esta modulação da resposta inflamatória pode estar associada à 

diminuição na área dos granulomas hepáticos observados nos animais alimentados com dieta 

suplementada. Portanto, a suplementação com vitamina D exerce um efeito benéfico sobre a 

patologia hepática sem afetar a sobrevivência do parasito no hospedeiro e a eficácia do 

tratamento com o praziquantel, podendo ser uma ferramenta auxiliar na terapia de pacientes 

com esquistossomose. Entretanto, ensaios clínicos ainda precisam ainda ser realizados para 

confirmar este efeito em humanos.  
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8. PERSPECTIVAS  
 

  As próximas etapas do projeto consistem na identificação da microbiota intestinal 

presente nas fezes dos animais do estudo e posterior analises de correlação entre microbiota,  

concentrações séricas  de vitamina D, carga parasitária, perfil de citocinas e  níveis de 

imunoglobulinas antes e após o tratamento.  
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APÊNDICES 

Planilha de Monitoramento Animal 
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Atividades Paralelas 

Extração de DNA contido nas fezes 

 

O isolamento do DNA de amostras de fezes foi obtido por meio da extração do material 

genético com o Kit MO BIO's PowerSoil DNA Isolation  (Quiagen), seguindo as normas do 

fabricante. Resumidamente, as amostras foram depositadas em tubos contendo 60 μl do 

reagente C1 sendo agitadas levemente por 10 min. Em seguida foram adicionados aos tubos 

250 μl da solução C2 e novamente agitadas no vórtex por 5 segundos e incubadas a 4° C por 5 

minutos. Centrifugamos os tubos em temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 xg e em 

seguida transferimos o sobrenadante para outro tubo, descartando o pellet. Foram 

acrescentados 200 μl da solução C3 e levadas ao vórtex brevemente. Incubar a 4 ° C por 5 

minutos. Centrifugamos os tubos em temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 x g, 

descartamos o pellet e coletamos o sobrenadante em que adicionamos 1200 μl a solução C4 e 

vortex por 5 segundos. Dispensamos no tubo com filtro aproximadamente 600 μl desse 

sobrenadante e centrifugamos novamente a 10.000xg por 1 minuto em temperatura ambiente. 

Repetimos esse passo novamente com o restante do sobrenadante. Descartamos o líquido e 

adicionamos 500 μl da solução C5 e centrifugamos 2x à temperatura ambiente por 30 

segundos a 10.000 x g. Descartamos o liquido e colocamos cuidadosamente o filtro rotativo 

em um tubo de coleta de 2 ml limpo. Em seguida, acrescentamos 40 μl da solução C6 ao 

centro da membrana branca do filtro e centrifugamos 2x à temperatura ambiente por 1 minuto 

a 10.000 x g. Descartamos o filtro e no tubo encontrou-se o DNA.  Esse DNA extraído foi 

dosado no Nanodrop, sendo posteriormente armazenado a -20°C. 
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