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RESUMO

Introducdo e objetivos: A esquistossomose ocorre nas formas aguda e cronica,
diferindo na patogénese e na resposta imune do hospedeiro, com impactos da
microbiota e de medicamentos no desfecho da doenca. Este estudo avaliou os efeitos
do praziquantel (PZQ) em associacdo com doxiciclina (DOX) e gentamicina (GEN) no
tratamento de camundongos BALB/c infectados com Schistosoma mansoni na fase
aguda da esquistossomose, além de uma anélise metataxonémica de fezes e figado
de camundondos ndo-infectados e infectados. Métodos: Foram avaliados os
granulomas hepaticos e intestinais por analises histopatologicas, quantificacdo da
carga parasitaria no tecido hepatico (PCR em tempo real e contagem de ovos) e
parametros bioquimicos: ALT, AST, Fosfatase alcalina e albumina por métodos
enzimaticos colorimétricos. A anélise metataxondmica, utilizando sequenciamento do
gene 16S rRNA de fezes e figado, foi feita em dois grupos experimentais, nao-
infectados e infectados. Principais achados: No grupo infectado e tratado com a
associacdo PZQ+DOX foram observados granulomas com um diametro maior e um
extenso infiltrado de células inflamatorias ao redor de ovos de S. mansoni,
caracteristicos do tipo necrotico-exsudativo, além de uma desorganizacdo na
estrutura de colagenizacdo. Nos camundongos do grupo infectado e tratados com
PZQ+GEN observou-se que os granulomas eram de dimensdes reduzidas,
apresentando maior quantidade de células gigantes ao redor dos ovos e fibroblastos
organizados em camadas concéntricas, embora estas alteracbes nao diferiram
estatisticamente. Houve maior expressdo percentual de granulomas na fase
exsudativa-produtiva com os tratamentos, sendo o grupo tratado com a associacao
PZQ+GEN o que apresentou a maior porcentagem destes granulomas em relagéo ao
grupo tratado somente com o PZQ. Todos os tratamentos causaram uma diminui¢céo
significativa na reducdo do numero de ovos no figado como também reducdo de
material genético de S. mansoni por mg de tecido hepatico analisado por PCR-Tempo
real. A associacdo PZQ+DOX potencializou o dano inflamatério associado aos
granulomas hepéticos, como também observado em maiores niveis de ALT. Nos
animais tratados com PZQ+GEN ha um aumento significativo nos niveis de AST. Em
relacdo a composicao da microbiota intestinal observa-se que a infec¢cao provocou um
aumento na abundancia relativa de Bacteroidia (filo Bacteroidetes) enquanto diminuiu
a abundancia de Clostridia (filo Firmicutes) com diferenca estatistica significante.
Conclusao: A associacdo de PZQ com DOX e GEN foi capaz de alterar a modulacao
do processo granulomatoso, com DOX agravando a inflamacdo associada ao
processo granulomatoso e GEN acelerando a resolucdo da esquistossomose em um
modelo experimental murino de infeccdo aguda por S. mansoni. Nas analises de
sequenciamento do gene 16S rRNA observa-se que, na microbiota fecal, a infeccéo
provocou, ja na fase aguda, um aumento estatisticamente diferente de Bacteroidetes
e diminuicdo de Firmicutes. No figado dos camundongos BALB/c infectados e néo-
infectados houve alteracdes sutis entre a composi¢cao microbiana, porém os desvios
observados na comunidade microbiana entre as amostras do figado, neste estudo,
nao foram impactantes a nivel de gerar variacdes estatisticamente significativas, muito
embora por corresponder a fase aguda da esquistossomose.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; combinacdo de medicamentos; histologia;
metagendmica; microbiota.



ABSTRACT

Introduction and objectives: Schistosomiasis occurs in acute and chronic forms,
differing in pathogenesis and host immune response, with impacts of microbiota and
drugs on disease outcome. This study evaluated the effects of praziquantel (PZQ) in
combination with doxycycline (DOX) and gentamicin (GEN) in the treatment of BALB/c
mice infected with Schistosoma mansoni in the acute phase of schistosomiasis, in
addition to a metataxonomic analysis of feces and liver of uninfected and infected mice.
Methods: Hepatic and intestinal granulomas were evaluated by histopathological
analysis, quantification of parasite load in liver tissue (real-time PCR and egg count)
and biochemical parameters: ALT, AST, alkaline phosphatase and albumin by
enzymatic colorimetric methods. Metataxonomic analysis using 16S rRNA gene
sequencing of feces and liver was performed in two experimental groups, uninfected
and infected. Main findings: In the infected group treated with the PZQ+DOX
combination, granulomas with a larger diameter and an extensive infiltration of
inflammatory cells around S. mansoni eggs, characteristic of the necrotic-exudative
type, were observed, in addition to a disorganization in the collagenization structure.
In the mice in the infected group treated with PZQ+GEN, it was observed that the
granulomas were of reduced dimensions, presenting a greater quantity of giant cells
around the eggs and fibroblasts organized in concentric layers, although these
changes did not differ statistically. There was a higher percentage of granulomas in
the exudative-productive phase with the treatments, with the group treated with the
PZQ+GEN combination presenting the highest percentage of these granulomas in
relation to the group treated only with PZQ. All treatments caused a significant
decrease in the number of eggs in the liver as well as a reduction in the genetic material
of S. mansoni per mg of liver tissue analyzed by real-time PCR. The PZQ+DOX
combination potentiated the inflammatory damage associated with hepatic
granulomas, as also observed in higher ALT levels. In animals treated with PZQ+GEN
there was a significant increase in AST levels. Regarding the composition of the
intestinal microbiota, it was observed that the infection caused an increase in the
relative abundance of Bacteroidia (phylum Bacteroidetes) while decreasing the
abundance of Clostridia (phylum Firmicutes) with a statistically significant difference.
Conclusion: The combination of PZQ with DOX and GEN was able to alter the
modulation of the granulomatous process, with DOX aggravating the inflammation
associated with the granulomatous process and GEN accelerating the resolution of
schistosomiasis in an experimental murine model of acute infection by S. mansoni. In
the sequencing analyses of the 16S rRNA gene, it was observed that, in the fecal
microbiota, the infection caused, already in the acute phase, a statistically different
increase in Bacteroidetes and a decrease in Firmicutes. In the liver of infected and
uninfected BALB/c mice, there were subtle changes in the microbial composition, but
the deviations observed in the microbial community between the liver samples in this
study were not impactful enough to generate statistically significant variations,
although they correspond to the acute phase of schistosomiasis.

Keywords: Schistosoma mansoni; drug combination; histology; metagenomics;
microbiota.
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CAPITULO 1 - IMPACTOS DA ASSOCIACAO DE DOXICICLINA E GENTAMICINA
AO PRAZIQUANTEL NO TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS
BALB/c INFECTADOS POR Schistosoma mansoni NA FASE
AGUDA DA DOENCA

1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria que ocorre na forma aguda e
cronica e é causada por helmintos trematddeos do género Schistosoma, sendo mais
comum seis espécies do parasito capazes de infectar o ser humano: S. mansoni, S.
guineensis, S. intercalatum, S. haematobium, S. japonicum e S. mekongi (Davis,
2009). Esta doenca afeta em torno de 264 milhdes de pessoas no mundo, sendo que
a sua transmissao ocorre em 78 paises. Em relacdo ao S. mansoni, a sua ocorréncia
é registrada na Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil, Suriname e Venezuela (WHO,
2023).

O homem se infecta através do contato com agua contendo cercarias. Apés a
penetracdo, as larvas, denominadas esquistossomulos, migram pelo tecido
subcutaneo e adaptam-se as condi¢cbes do meio interno. ApOs penetrarem em um
capilar ou vaso linfatico, sdo conduzidas passivamente ao sistema porta-hepatico,
onde ocorre a maturacdo sexual. Entre 30 e 60 dias apds a infeccdo ocorre a
transformacdo dos esquistossdmulos em vermes adultos. Acasalados, os vermes
migram via sistema porta até o territério da artéria mesentérica, onde vivem até 10
anos ou mais, colocando centenas de ovos por dia (Souza et al., 2011; Thétiot-Laurent
et al., 2013). Este periodo coincide com o inicio das manifestacbes clinicas da
esquistossomose aguda, no qual os pacientes podem apresentar dores abdominais,
sangue nas fezes, perda de apetite e diarreia (Souza et al., 2011).

A gravidade da esquistossomose crbnica estda associada a intensidade e
extensdo da reacdo celular denominada de granuloma, induzida por antigenos
secretados pela deposigéo de ovos do verme, principalmente no figado e intestino do
hospedeiro. Tais granulomas que circundam os ovos de S. mansoni revelam uma
interacdo dinamica e intricada entre célula-célula e célula-matriz do tecido afetado e
aquelas recrutadas da circulagéo, tais como os linfécitos T CD4+ e B, macrofagos e

eosindfilos, resultando na deposicdo de uma matriz extracelular heterogénea e na
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formacdo de uma estrutura esférica compacta que se organiza ao redor do ovo do
verme (Lenzi et al., 2008a).

A quimioterapia preventiva para a esquistossomose € necessaria apenas em
51 paises endémicos com transmissdo moderada a alta (WHO, 2023). Na década de
1970, a Oxamniquina foi bastante utilizada no tratamento individual e em massa da
esquistossomose mansoénica, no entanto, este medicamento é ativo somente contra
infeccbes por S. mansoni (Katz, 1980), além de exigir grandes tanques de
fermentacao para a sintese biolégica em seu processo de fabricacdo, resultando em
um custo mais elevado, quando comparado ao Praziquantel (Rocha et al., 2017). Em
1977, o Praziquantel foi descrito como um farmaco de amplo espectro anti-helmintico,
com boa atividade terapéutica e poucos efeitos colaterais (Doenhoff et al. 2002),
sendo atualmente o tratamento recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
para tratar todas as formas de esquistossomose. Embora haja a possibilidade de
reinfec¢@o apds o tratamento, o risco de desenvolver uma forma grave da doenca é
reduzido e pode até ser revertido quando o tratamento € iniciado e repetido na infancia
(WHO, 2023).

Entretanto, os dois farmacos apresentam limitacdes como a baixa atividade
sobre os vermes imaturos do S. mansoni e a falha em tratamentos devido a ocorréncia
de resisténcia, apesar de apresentar baixa toxicidade e ser bem tolerado pelos
pacientes (Silva et al., 2012). Em algumas regides, principalmente da Africa, esta cada
vez mais frequente a notificacdo de casos de resisténcia ao Praziquantel.
Considerando estes fatos, como a possibilidade do aparecimento de resisténcia do
verme ao farmaco e falhas terapéuticas, fica claro o risco de depender de apenas dois
farmacos para o tratamento da esquistossomose (Salih et al., 2023).

Apesar do alto risco de exposicdo em areas onde a esquistossomose é
endémica, observa-se que, nestas comunidades, somente 6 a 10% dos individuos
infectados desenvolvem a forma hepatoesplénica da doenca. Estudos mostraram que
a carga parasitaria € um fator relacionado a gravidade da doenca em individuos
infectados, apresentando maior probabilidade de desenvolver complicacdes e
sintomas mais graves da esquistossomose (WHO, 1993). No entanto, as razdes pelas
quais este fato acontece ainda nédo estdo bem esclarecidas, sendo que outros fatores
como a idade, a resposta imunolégica do hospedeiro, a carga genética do hospedeiro
e a exposicao prévia ao parasito podem também estar envolvidos na progresséo da

doenca para a forma grave (Wiegand et al., 2021). Adicionalmente, pessoas que
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nascem em areas de risco podem ter adquirido memdria imunolégica ou terem sofrido
mudancas no sistema imunoldgico devido a estimulos recebidos da méae infectada, e
esta sensibilizacdo pré-natal pode ter consequéncias, como o desenvolvimento de
resisténcia (King et al. 1998).

Atualmente, reconhece-se a importancia de considerar as mudangas no estilo
de vida e nos fatores ambientais ao avaliar o impacto das doencas na populacéo
humana. Isso inclui a andlise dos efeitos decorrentes do uso generalizado de
antibioticos e outras praticas adotadas pelas sociedades. Compreender como esses
elementos influenciam a propagacéo e a gravidade das doencas é essencial para uma
abordagem abrangente na gestdo da saude publica (Stark et al., 2023). Yang et al.
(2021) ressaltam que as interacdes entre os medicamentos e a microbiota sao
bidirecionais. Os antibidticos podem perturbar a microbiota intestinal e os
microrganismos também podem modular a acdo/efeito dos medicamentos,
modificando assim a composi¢cdo quimica e levando a resisténcia antimicrobiana.

Cortés et al. (2020) indicam, em um trabalho recente, que a suscetibilidade a
infec¢do por S. mansoni em camundongos € parcialmente dependente da composi¢ao
da microbiota basal do hospedeiro. Destaca-se assim a importancia de estudos que
visem o conhecimento desta intrincada relagdo microbiota, hospedeiro e parasito.

Neste contexto, € notério que a microbiota do intestino humano pode
determinar o perfil de colonizacdo e o estabelecimento de doencas por outros
microrganismos, modulando a intensidade da infeccéo e o desfecho da doenca, como
visto em infeccdes por S. japonicum (Zhang et al., 2020) e S. mansoni (Cortés et al.,
2020). A infeccdo por Schistosoma mansoni estad associada a profundas mudancas
abrangentes na composicdo global da microbiota intestinal do hospedeiro e estas
mudancas séo indicativas de dishiose que acompanha a migracédo do ovo através da
parede intestinal e a formacao do granuloma. Muitas das alteracbes especificas da
microbiota relacionadas a infec¢do envolvem a composicao bacteriana que esté ligada
a imunorregulacdo ou inflamag&o do hospedeiro, sugerindo que o equilibrio entre as
comunidades bacterianas imunorregulatéria e pro-inflamatéria durante a
esquistossomose desempenha um papel fundamental na determinacdo do
estabelecimento efetivo da infeccdo e/ou gravidade da doenca resultante das
respostas imunes do hospedeiro a infec¢ao (Jenkins et al., 2018).

Diante destas evidéncias, este estudo propbe-se a avaliar os efeitos, in vivo,

na fase aguda da esquistossomose, da associacédo de antibioticoterapia (Doxiciclina
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e Gentamicina) ao Praziquantel no tratamento em camundongos machos BALB/c
infectados por S. mansoni. Para isto, foram objetos de andlise: a formacdo dos
granulomas hepaticos e intestinais por meio de técnicas histopatolégicas,
histomorfometria de tecidos hepaticos, dosagens de parametros bioquimicos ALT,
AST, Fosfatase alcalina e Albumina e a quantificacdo da carga parasitaria no tecido
hepético dos grupos experimentais por PCR em Tempo Real.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

As primeiras observacgdes sobre o agente etioldgico da esquistossomose foram
descritas pela primeira vez pelo patologista aleméo Theodor Bilharz no Egito em 1851,
relatando ter encontrado um helminto na veia porta ao realizar a necropsia em um
jovem no Cairo. Patrick Manson, em 1902, descreve ovos com espiculo lateral
encontrados nas fezes de um paciente inglés que havia residido em varias ilhas do
Caribe. No Brasil, Piraja da Silva descreve ovos com espiculo lateral encontrados nas
fezes de um paciente na Bahia em 1908 (Paraense, 2008).

As estimativas mostram que em torno de 240 milhdes de pessoas sejam
acometidas por esta helmintose em todo mundo e outras 700 milhGes de pessoas
residam em areas de risco de transmissao. Além disso, pelo menos 251,4 milhdes de
pessoas precisaram de tratamento preventivo em 2021 (WHO, 2023). O tratamento
preventivo, que deve ser repetido ao longo de varios anos, reduz e evita a morbidade.
A transmissdo da esquistossomose foi relatada em 78 paises. No entanto, a
quimioterapia preventiva para a esquistossomose, onde pessoas e comunidades séo
direcionadas para tratamento em larga escala, € necessaria apenas em 51 paises
endémicos com transmissdo moderada a alta (WHO, 2023).

Segundo WHO (2023), foi observado que em 2021, a pandemia de COVID-19
e o trabalho para mitigar seus impactos diminuiram a provisdo de intervencdes para
doencas tropicais negligenciadas (DTN) e a cobertura do tratamento para
esquistossomose, 0 que podera afetar ainda mais a disseminacédo desta doenca ja
negligenciada.

A esquistossomose € uma doenca que pode ser causada por seis espécies de
Schistosoma, capazes de infectar o ser humano: S. mansoni, S. guineensis, S.
intercalatum, S. haematobium, S. japonicum e S. mekongi (Davis, 2009). Schistosoma
mansoni é a unica espécie transmitida nas Américas (FIGURA 1), sendo endémica no
Brasil, Venezuela, Suriname e Caribe, onde se estima que cerca de 6 milhdes de
pessoas estejam infectadas, sendo a maioria residente no Brasil, e 25 milhdes estéo
sob risco de infec¢éo (WHO, 2005).
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O Brasil é o pais mais afetado pela esquistossomose nas Américas, com 42,9
milhdes de pessoas expostas ao risco de infec¢cdo e aproximadamente 1,5 milhdo de
individuos infectados.

Figura 1 — Distribuicdo mundial das espécies do género Schistosoma

7/

Fonte: Weerakon et al. (2015)

Legenda: S. mansoni: Africa, Oriente Médio, América do Sul, indias Ocidentais.
S. japonicum: China, Indonésia e Filipinas. S. mekongi: Sudeste da Africa e rio Mekongi.
S. haematobium: Africa, Oriente Médio. S. guineensis (ndo representado no mapa) Areas de
floresta tropical da Africa central e S. intercalatum: Oeste da Africa, Africa Oriental.

No Brasil, acredita-se que a esquistossomose foi introduzida pelo trafico de
povos escravizados africanos que entraram pelos portos de Recife e Salvador para
trabalhar nas lavouras de cana-de-acUcar. Em virtude da grande diversidade
geografica, climatica, econdmica e social que se reflete na imensa variedade de
vermes encontrados no Brasil, a esquistossomose mansoénica € uma das endemias
parasitarias mais significativas, ocupando o segundo lugar depois da malaria
(BRASIL, 2019). A doenca tem distribuicdo heterogénea e a transmissdo ocorre em
uma vasta area endémica (FIGURA 2). No total, a transmissdo da doenca é observada
em 19 dos 27 estados brasileiros, com a maioria dos casos ocorrendo nos estados
das regides Nordeste e Sudeste. As regides endémicas e focais da esquistossomose
incluem os estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais, com uma maior concentracdo no norte e
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nordeste desses estados. Em estados como Para, Maranhéo, Piaui, Ceara, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito
Federal, a transmisséo € localizada e ndo afeta grandes extensdes territoriais (Katz,
2018).

Figura 2 — Distribuicdo de casos de esquistossomose notificados no Brasil no
periodo de 2007-2017
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Fonte: SINAN/SVS/MS

Com base em um recente levantamento nacional sobre a esquistossomose
(Katz, 2018) e utilizando dados referentes ao periodo de 2010 a 2015, estima-se que
o indice de infeccdo na populacéo brasileira seja aproximadamente 1%. No ambito
desse estudo abrangente, as regides Sudeste e Nordeste foram identificadas como
as areas com o0s mais altos indices de positividade. Destaca-se que, na regido
Sudeste, o Estado de Minas Gerais, com seus 853 municipios e extenso territorio,

exibiu o maior indice de positividade, alcancando 3,86%.
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A esquistossomose, a principio, era considerada uma doenca
predominantemente rural. Contudo, devido ao processo de urbanizagéo desordenado,
formacdo de conglomerados urbanos periféricos sem nenhum planejamento e o
extenso éxodo rural e migracdo de pessoas infectadas para areas com precarias
condi¢Bes socioambientais, a doenca foi adentrando em areas urbanas. Nestas areas,
0 saneamento basico deficiente e a falta de recursos econémicos da populacéo,
possibilita 0 aparecimento de condicbes ambientais favoraveis ao estabelecimento de
doencas infecciosas e parasitarias, dentre as quais, a esquistossomose. Em funcgéo
disso, a doenca € ligada a pobreza e as regibes em subdesenvolvimento (Brasil, 2019;
Simdes et al., 2020).

Um total de 1.290 6bitos por esquistossomose foi registrado entre 2000 e 2019
no Brasil, com indice médio de mortalidade de 0,33 6bitos/100.000. Embora o indice
de mortalidade geral no estado de Minas Gerais tenha diminuido significativamente
ao longo do tempo, ela aumentou em regides do norte do estado, como o Vale do
Jequitinhonha, Vale do Mucuri e Vale do Rio Doce (Gomes et al., 2023).

Deve-se ainda ressaltar que, no contexto geral, o saneamento basico,
educacdo sanitaria e tratamento dos doentes sdo as medidas que, no momento,
apresentam melhor eficacia no controle da transmissdo e da morbidade da doenca
(Neves, 2016).

2.2 CICLO DE VIDA E PATOLOGIA

A transmisséo do S. mansoni ocorre através de um complexo ciclo biolégico
heteroxénico (FIGURA 3), com diversas formas evolutivas de desenvolvimento
(vermes adultos, ovos, miracidios, esporocistos, cercarias e esquistossdmulos),
alternando fases assexuadas e sexuadas de reproducdo em seus hospedeiros
intermediarios e definitivos, respectivamente (King, 2009).
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Figura 3 - Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni
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No ciclo de vida do S. mansoni é necessario que se tenha um hospedeiro
definitivo infectado (onde ocorre a reprodugdo sexuada). Inicialmente ha a liberacao
dos ovos do S. mansoni pelas fezes do hospedeiro humano infectado. Em contato
com a agua, os ovos eclodem e liberam uma larva ciliada denominada de miracidio.
A presenca do molusco do género Biomphalaria (hospedeiro intermediario) na colecéo
hidrica é essencial para perpetuacdo do parasito. Uma vez que os miracidios
penetrem em seus tecidos, transformam-se em esporocistos primarios e, algum tempo
depois (8 a 10 dias), em esporocistos secundarios. Posteriormente, 0s esporocistos
secundarios migram para as glandulas digestivas do molusco e se reproduzem
assexuadamente, dando origem a milhares de cercarias. A cercaria tem o0 corpo
alongado e cilindrico com cerca de 500 micrdmetros de comprimento e com uma
cauda bifurcada na extremidade facilitando o seu deslocamento. Entre 10 e 16 horas,
guando a luz solar e o calor sdo mais intensos, as cercarias sao liberadas pelos
moluscos, em maior quantidade na agua. Esta situacéo coincide com o horario em

gue as pessoas estdo em maior contato com a agua. O homem ou qualquer outro
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mamifero, pode se infectar ao entrar em contato com aguas contaminadas com
cercérias (Lenzi et al., 2008b; Brasil, 2019). Elas penetram na epiderme do hospedeiro
definitivo e passam por mudancas para adaptar ao novo ambiente, entre elas a perda
da cauda, das glandulas pré e pds acetabulares e a adoc&o da respiracdo anaerobica.
Estas glandulas pods-acetabulares secretam substancias liticas que facilitam a
penetracdo no hospedeiro e as pré-acetabulares secretam um muco que
provavelmente protege o seu tegumento. O tegumento do verme torna-se
especializado para absorcédo e secrecdo além de atuar como local das respostas
imunes do hospedeiro. Com essas transformacdes as cercéarias passam para a forma
jovem do verme, o esquistossbmulo (Souza et al., 2011).

Em torno de 48 horas apo6s a infeccdo, os esquistossdmulos alcancam a
corrente sanguinea e iniciam sua migracdo passiva, intravascular, passando pelo
pulmao e coracdo antes de alcancar o sistema porta hepético, onde completam seu
desenvolvimento. Entdo, machos e fémeas se acasalam, iniciando nova migracao até
seu sitio de residéncia nas veias mesentéricas, o que leva aproximadamente 2 a 3
semanas. Neste local, a maturidade sexual da fémea é atingida por volta da 62
semana, quando a oviposicao se inicia. O nimero de ovos produzidos diariamente
varia de acordo com cada espécie, com a fémea de S. japonicum produzindo até 3.500
ovos e as demais espécies (S. mansoni e S. haematobium) em torno de 300 ovos. Os
ovos levam de seis a sete dias para tornarem-se maduros (Ross et al., 2012). Parte
desses ovos caem no lumen intestinal e dao continuidade ao ciclo.

Segundo Amaral et al. (2017) observaram que, apds a postura dos ovos, nos
intestinos delgado e grosso de animais infectados com S. mansoni, 0s granulomas
atuam como facilitadores da translocacdo dos ovos nas camadas dos 6rgdos em
direcdo ao lumen para serem eliminados com as fezes, completando o ciclo de vida
do verme (FIGURA 4). Esses dados confirmam o fato de diferentes hospedeiros
utilizarem esse caminho para eliminar um grande niumero de ovos do parasito para o

ambiente externo.
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Figura 4 - Caminho dos ovos de Schistosoma mansoni no intestino

delgado
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Fonte: Adaptado de Amaral et al. (2017)

Legenda: Caminho dos ovos de Schistosoma mansoni no intestino delgado em
infeccao natural em Nectomys squamipes (A) - um reservatorio selvagem
capturado em &reas endémicas no Brasil - e infec¢cdo experimental em
camundongos Swiss (B). A reacao inflamatéria granulomatosa (IR) produz
um trajeto que leva a translocacdo dos ovos do parasito das camadas
internas para a luz do intestino, conforme mostrado pelas setas. Na
imagem em foco, um ovo de S. mansoni sai das vilosidades para o lUmen
do intestino delgado.

A passagem de ovos para a luz intestinal é favorecida por produtos de
eosindfilos e/ou macréfagos periovulares que destroem as fibras da matriz extracelular
e corroem a membrana basal do epitélio, criando tuneis ou passagens, na mucosa,
que permitem a ejecdo passiva dos ovos pelos movimentos intestinais peristalticos
(LENZI et al., 2008b). Um aspecto observado por Neves e colaboradores (2016) em
animais de laborat6rio com imunossupressao € o fato de ocorrer um acumulo de ovos
nos tecidos intestinais, mostrando que o fluxo de ovos do intestino para a luz intestinal
depende de resposta imunoinflamatoria para facilitar o processo de expulsao.

Porém, uma grande porcentagem destes ovos (variando desde 20 a 60% do
total de ovos produzidos) nédo sdo eliminados nas fezes e ficam presos na mucosa

intestinal ou sdo levados pelo fluxo sanglineo para o figado, onde sao retidos na
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microvasculatura do espaco porta hepético. Estes ovos retidos representam um
estimulo antigénico potente e continuo, ativando o sistema imune e causando uma
reacdo granulomatosa, sendo circundados por células caracteristicas da resposta
inflamatoria granulomatosa do hospedeiro, e isso culmina com as manifestacdes
clinicas da forma crénica da doenca (Paz et al., 2020; Takaki et al., 2021).

Inicialmente, € possivel observar a presenca de neutrdfilos, macréfagos,
linfocitos e outras células envolvidas na inflamacé&o. Entretanto, logo comeca a surgir
um acumulo de tecido fibroso em torno do espaco-porta. Este tipo de fibrose recebe o
nome de fibrose periportal e é caracterizada pelo acumulo de células inflamatorias e
deposicao de matriz extracelular nesta regido (Ramadori; Saile, 2004), sendo a causa
pela qual 4% a 10% dos individuos residentes nas areas endémicas desenvolverem
a forma hepatoesplénica da doenca (Wilson et al., 2007).

A patogenia deste tipo de fibrose desenvolvida em alguns pacientes
esquistossomaéticos envolvem hipertensdo portal e vasos colaterais e, em alguns
casos, podem ser letais. As mortes devido a esquistossomose sdo atualmente
estimadas em 11.792 globalmente por ano. No entanto, esses numeros
provavelmente estdo subestimados e precisam ser reavaliados (WHO, 2023).

Tratando da resposta imune, a infeccdo por S. mansoni apresenta variacdes
nos perfis Th1/Th2, com a evolugcdo da doenca e pode ser diferenciada em trés fases
(FIGURA 5).

Figura 5 — Desenvolvimento da resposta imune na esquistossomose
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A primeira fase abrange o periodo de trés a cinco semanas apos a infec¢ao,
sendo caracterizada pela exposicdo do hospedeiro as cercarias e aos
esquistossdmulos que migram pelo tecido (Cheever et al., 2000). Nesta fase, a
resposta imunologica predominante € a do tipo Thl, observando-se a presenca de
células mononucleares de sangue periférico produzindo grandes quantidades de fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6) (De
Jesus et al., 2002; Coura, 2004). Além desses, diversos outros fatores caracterizam a
fase aguda da imunopatologia, como aumento de globulinas séricas (IgG4, IgM e IgE),
intensa eosinofilia em infiltrados pulmonares (Gryssels et al., 2006), discreta elevacao
de aminotransferases e bilirrubinas hepaticas, linfadenia e hepatoesplenomegalia
discreta (Souza et al, 2011). As células CD4* Thl estdo envolvidas no
desenvolvimento inicial do granuloma, onde ocorre a resposta inflamatoria
granulomatosa, desenvolvendo-se em torno dos ovos do verme e onde as citocinas
TNF-a e IFN-y participam da ativagao de linfocitos e, consequentemente, na formacéo
dos granulomas (Gryseels et al., 2006). A polarizacdo excessiva de Thl, no entanto,
€ prejudicial ao hospedeiro, como observado em camundongos duplamente
deficientes em IL-4 e IL-4/IL-10, que apresentaram maior mortalidade do que
camundongos selvagens infectados com S. mansoni (Hoffmann et al., 2000).

A resposta imunolégica é entdo modulada para o tipo Th2 regulatéria,
caracterizada pela producao de IL-4, IL-5 e IL-10 e IL-13 com baixos niveis de IFN-y
(Araudjo et al. 2004). Esta mudanga no padrdo de resposta tem sido relacionada a
producdo de IL-4 e IL-10 induzida por antigenos do ovo (Silveira et al. 2004).
Considera-se entdo que a mudanca para a resposta granulomatosa cronica Th2 em
infeccdes por S. mansoni é impulsionada por elementos téxicos dos antigenos
sollveis do ovo. A entdo predominante resposta Th2 é a responsavel pela modulacéo
da producéo e das funcdes efetoras dos mediadores pré-inflamatérios (Cheever et al.,
2000).

Por fim, durante a fase crbnica, o perfil observado é caracterizado por uma
baixa producéo de IFN-y e produgdo aumentada de citocinas com padrao Th2, como
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (Ribeiro de Jesus et al., 2000). A resposta inflamatoéria ao redor
dos ovos diminui principalmente devido a modulacdo da resposta imunolégica
mediada pela IL-10, que desempenha um papel crucial nesse processo (Araujo et al.,
1996; Malaquias et al.,, 1997; Montenegro et al., 1999). A IL-10, produzida

principalmente pelos clones Th2, foi associada a supressao da resposta Thl, sendo,
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portanto o perfil da resposta Th2 associado com a protecao e a geracgéo de cronicidade
das infeccbes esquistossomoticas por controlar a resposta granulomatosa ao redor
dos ovos. A manutencéo da doenca parece envolver um equilibrio entre as respostas
Thl e Th2, e a citocina IL-10 parece estar relacionada a prevencao de uma resposta
excessiva Thl ou Th2, atuando como uma citocina moduladora da infeccéo (Pearce;
Macdonald, 2002).

O papel das citocinas Th2 individuais na formac&o do granuloma e na fibrose
mostrou ser diferente, pois IL-4 ou IL-13 podem gerar a formacdo do granuloma,
enquanto a IL-13 sozinha € a citocina pro-fibrética dominante nessa doenca. A
resposta granulomatosa dominada por Th2 €, por sua vez, regulada pela menor
resposta Thl, conforme demonstrado pelo fato de que a neutralizagdo in vivo de
IFN-y ou IL-12 resulta em granulomas maiores e fibrose mais extensa. Além disso, foi
demonstrado que as células T reguladoras (Tregs) modulam e diminuem o tamanho
do granuloma ao longo de infec¢des cronicas em camundongos (Pearce; MacDonald,
2002; Zheng et al., 2020).

Enguanto uma resposta altamente polarizada para Thl leva a uma condicéo
letal aguda de hepatotoxidade, uma resposta polarizada para Th2 leva a morbidade
associada a doenca crénica com aumento do granuloma e fibrose. A resposta Th2
esta implicada com a patologia durante a infeccao helmintica. No entanto, ela também
permite a sobrevivéncia do hospedeiro protegendo-o contra uma resposta imunologica
exacerbada (Pearce; MacDonald, 2002). Desta forma, apesar de o granuloma ser a
origem da patologia, ele possui um efeito paradoxal ao oferecer alguma forma de
protecdo, minimizando o dano tecidual no figado e nos intestinos. Adicionalmente, o
parasito depende fortemente do hospedeiro para a formacdo do granuloma em
resposta aos ovos, uma vez que essa resposta inflamatoria facilita a excrecao bem-
sucedida dos ovos no hospedeiro definitivo e a continuidade do ciclo (Hams; Aviello;
Fallon, 2013).

2.3 MANIFESTACOES CLINICAS

Os sintomas apresentados pela esquistossomose dependem da cepa, carga
parasitéria, idade, estado nutricional e resposta imune do paciente (Neves, 2016;

Coutinho, 2008), sendo que as manifesta¢cdes clinicas correspondem ao estagio de
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desenvolvimento do verme no hospedeiro. A maioria das pessoas infectadas pode
permanecer assintomatica, dependendo da intensidade da infec¢do. Clinicamente, a
esquistossomose pode ser classificada em fase inicial e fase tardia. A primeira se
caracteriza pelas alteracfes dermatologicas devido a penetracdo das cercarias na
pele, denominada dermatite cercariana, além de manifestagbes gerais com
comprometimento em outros tecidos e 6rgdos, como linfadenopatia, febre, cefaleia,
anorexia, dor abdominal e, com menor frequéncia, o paciente pode referir diarreia,
nauseas, vomitos e tosse seca (Brasil, 2019). As manifestacdes da esquistossomose
aguda ndo sdo comuns em individuos que vivem em &rea endémica, sendo mais
frequentes em individuos que se infectam pela primeira vez (Burke et al., 2009).

Na fase tardia, manifestam-se as formas cronicas podendo surgir os sinais de
progressdo da doenca para diversos orgaos. As manifestacdes clinicas variam de
acordo com a localizacdo e carga parasitaria, da capacidade de resposta imunoldgica
do individuo ou do tratamento atribuido. Apresentam-se nas seguintes formas:
intestinal, na qual o paciente pode apresentar diarreia, fezes mucossanguinolentas,
tenesmo e dores abdominais com alteracdes da digestdo; hepatointestinal, que se
caracteriza pela presenca de diarreias e epigastralgia, podendo ocorrer areas de
fibrose decorrentes de granulomatose periportal hepética e hepatomegalia devido as
reacdes imunoldgicas e a formacéo de granulomas devido ao ovo do S. mansoni; e
por fim, a forma hepatoesplénica, em que ocorre a presenca de hipertensdo portal,
levando a esplenomegalia e ao aparecimento de varizes no eséfago. Existem, ainda,
as formas ectopicas, verificadas em estagios avancados da doenca, como a
vasculopulmonar, caracterizada por hipertensdo pulmonar e glomerulopatia; e uma
das formas mais grave dessa doenca, a neuroesquistossomose (ou
mielorradiculopatia esquistossomotica), caracterizada pela presenca de ovos e de

granulomas no sistema nervoso central (Brasil, 2019; Fidelis et al., 2020).

2.4 FORMACAO DOS GRANULOMAS HEPATICOS E INTESTINAIS

Os granulomas desempenham um papel crucial na esquistossomose ao
proteger os tecidos do hospedeiro, agindo como uma barreira contra as toxinas
potenciais liberadas pelos ovos. ApOos a deposicdo dos ovos nos tecidos, eles

prontamente sdo envoltos por infiltrados de células inflamatérias, resultando na



32

formacdo do granuloma. Esse processo é dinamico, com as lesfGes variando em
tamanho e composicéo celular ao longo do tempo, sendo coordenado pela influéncia
de uma rede de mediadores inflamatérios (Hams; Aviello; Fallon, 2013; Llanwarne;
Helmby, 2021).

A reacao granulomatosa é uma lesdo dindmica que se modifica com o tempo
(FIGURA 6), podendo ser classificadas como Granuloma exsudativo que ocorre nos
primeiros dias apds a oviposicao e é caracterizado por intenso exsudato de células
mononucleadas e eosindfilos em torno do ovo. Apds isso progride para Granuloma
necroético-exsudativo (60 a 78 dias) e apresenta, além dos elementos anteriores,
zona de necrose de extensdo variada em torno do ovo, as vezes formam-se células
epitelidides, que sdo macrofagos justapostos, com citoplasma abundante, em contato
imediato com o verme ou com 0s restos ovulares. Em seguida ocorre o Granuloma
exsudativo-produtivo (inicia-se cerca de 70-78 dias) onde ocorre a fusdo dos
macréfagos e com isso resulta em uma ou mais células gigantes englobando total ou
parcialmente os ovos mortos e empreendem a digestao lenta dos restos parasitarios,
a eosinofilia diminui e dao lugar a uma reacdo macrofagica e fibroblastica. O
granuloma exsudativo-produtivo corresponde a linha divisoéria entre as duas fases e 0
fator determinante dessa virada funcional é a morte do miracidio. Existe ainda uma
outra fase, que no homem, corresponde ao periodo entre 90 a 120 dias apls a
infeccdo, onde os granulomas encontram-se na fase produtiva, com maior tendéncia
para a fibrose onde, quase sempre, ndo se encontra a zona central de necrose, a
neoformacédo conjuntiva € mais evidente e falta quase completamente a eosinofilia
difusa nos sinusoides. Por fim Granuloma de cura por fibrose (a partir de 150 dias)
onde os macrofagos produzem e Fator de Crescimento de Fibroblastos (FCF), que
estimula a proliferacéo de fibroblastos e a formacé&o de colageno. Os fibroblastos, por
sua vez, se orientam igualmente em camadas concéntricas, em toda a espessura do
granuloma, e fabricam abundante quantidade de colageno, até, que ao término de sua
funcdo, passam a fribrécitos, a medida que os fibroblastos aumentam, o granuloma
esquistossomotico apresenta-se como uma cicatriz fibrosa de estrutura lamelar, cujos
cortes transversais lembram um bulbo de cebola (Andrade, 2008; Amaral et al., 2017;

Llanwarne; Helmby, 2021).



33

Figura 6 - Fases na formagcdo do granuloma durante o desenvolvimento da
esquistossomose has fases aguda e crbnica no figado de

camundongos Swiss Webster

Fonte: Adaptado de Amaral et al. (2017)
Legenda: A — Granuloma exsudativo; B — Granuloma Necrotico exsudativo; C — Granuloma
exsudativo produtivo e D — Granuloma produtivo

Desta forma, ao longo do desenvolvimento da esquistossomose na fase
cronica, os granulomas periovulares hepaticos causados pelo Schistosoma mansoni
passam por alteracdes em seu tamanho, composicao celular e aparéncia. Essas
mudancas, conhecidas como "modulacdo imunoldgica”, estdo relacionadas ao estado
imunologico do hospedeiro. No entanto, observa-se que, no figado, fatores locais
desempenhem um papel crucial nesse fenbmeno. Em um estudo focado nos
componentes da matriz extracelular dos granulomas periovulares em camundongos
indicam que a modulacdo € um fenémeno particularmente caracteristico hepatico,
uma vez que os granulomas pulmonares e intestinais, formados em torno de ovos
maduros, ndo apresentaram alteracbes em seu tamanho e aparéncia ao longo do
tempo (Silva et al., 2000; Mayer et al., 2017). Estes autores analisaram o0s
componentes da matriz extracelular (colagenos tipo |, lll e IV, fibronectina, laminina,
proteoglicanos e elastina) e indicam que estes parametros foram encontrados em
todos os granulomas e 6rgdos examinados, mas sua presenca foi especialmente
proeminente no figado. A elastina foi detectada apenas nos granulomas hepaticos
durante a fase crbnica da infeccdo. A grande quantidade de componentes da matriz
extracelular encontrados nos granulomas hepaticos foi a principal responséavel pelas
mudancas morfolégicas observadas na modulacdo. Consequentemente, o ambiente
peculiar do figado com a estrutura celular ndo parenquimatosa, onde as ceélulas
perissinusoidais e as células de Kupffer participam de um eixo “sui generis”
relacionado com a formacdo e degradacdo da matriz, acaba determinando as

alteracdes identificadas no granuloma esquistossomoético como "modulacédo”. Este
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aspecto unico relacionado as diferencas do desenvolvimento da patologia hepética e
intestinal da esquistossomose também foram observadas em estudos de Weinstock e
Boros (1983); Lenzi et al. (2008a) e Amaral et al.(2017).

2.5 QUIMIOTERAPIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

O Praziquantel € um medicamento amplamente utilizado no tratamento de
infeccbes parasitarias causadas por platelmintos, como a esquistossomose. O
mecanismo de acdo do praziquantel ainda ndo estd completamente elucidado, mas
acredita-se que ele afete a membrana celular do parasito, levando a alteracdes na
permeabilidade i6nica, despolarizacdo da membrana e aumento da concentracdo de
calcio intracelular. Isso leva a paralisia e morte do parasito. Agindo provavelmente na
inibicdo da bomba Na*/K*, aumentando, assim, a permeabilidade da membrana do
helminto a certos cations monovalentes e divalentes, principalmente ao Ca?*, que leva
a intensificacdo da atividade muscular, seguida por contracdo e paralisia espatica.
Assim, os helmintos se desprendem dos tecidos do hospedeiro e sdo deslocados das
veias mesentéricas para o figado, ao passo que os helmintos intestinais séo expelidos.
Além disso, o Praziquantel provoca alteracdes na morfologia do tegumento como
vacuolizacdes, destruicdo de tubérculos e perda de espinhos, aumentando, assim, a
exposicao de antigenos na superficie do parasito e, consequentemente, estimulando
a resposta imunolégica do hospedeiro (Doenhoff et al., 2008; Thétiot-Laurent et al.,
2013).

Embora bem tolerado em virtude de sua baixa toxicidade, o Praziquantel ndo é
eficiente sobre as formas de esquistossbmulos e formas jovens do parasito o que,
atualmente, se constitui o problema mais sério no seu uso clinico. Outra desvantagem
se encontra no fato de ser rapidamente eliminado da circulagdo e quase
completamente do organismo via fezes e urina em, aproximadamente, 24 horas, além
de apresentar baixa solubilidade em &gua, fatores que prejudicam a sua
biodisponibilidade. Esta cada vez mais frequente a notificacdo de casos de resisténcia
ao Praziquantel em diversas regides, principalmente da Africa. Considerando a
possibilidade do aparecimento de resisténcia do verme ao farmaco, falhas
terapéuticas e intolerancia do paciente ao tratamento, fica claro o risco de se ter
somente dois farmacos (Praziquantel e Oxamniquina) para o tratamento da

esquistossomose (Doenhoff et al., 2002; Salih et al.,, 2023). Porém, existe um
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consenso que a quimioterapia tem um valor inquestionavel na redugéo da morbidade
em areas endémicas (WHO, 1993), mas ainda assim, sdo urgentes e necessarias
estratégias novas e sustentaveis para controlar a doenca e limitar a imunopatologia
(Stark et al., 2023).

Utilizando uma abordagem mais ampla, seria interessante o desenvolvimento
de novas condutas terapéuticas que ndo apenas combatam o verme, mas também o0s
efeitos dessa doenca, tendo como alvo o sistema imunolégico do hospedeiro como
parte integral de sua estratégia no controle da forma cronica e mais grave da

esquistossomose (Lica et al., 2023).

2.6 MICROBIOTA, ANTIBIOTICOS E DISBIOSE

Atualmente, reconhece-se que, ao avaliar o impacto das doengas na populacéo
humana, é crucial considerar as mudancas no estilo de vida e nos fatores ambientais
amplamente adotados pela sociedade, sendo que alteracbes podem ocorrer no
microbioma humano e no metagenoma de todos 0s microrganismos que colonizam o
corpo humano decorrentes destas transformacdes (Levy, 2017; Stark et al., 2023).
Entre as causas de alteracao da microbiota, o uso de antimicrobianos se destaca. Esta
classe terapéutica pode alterar caracteristicas taxondmicas, gendmicas e funcionais,
por exemplo, da microbiota intestinal humana, com efeitos rapidos e, por vezes,
persistentes, levando a um estado de dishiose. O termo disbiose se refere a uma
perturbacao persistente da microbiota intestinal e foi definido como uma alteracéo na
composicéo e fungéo da microbiota causada por fatores ambientais e relacionados ao
hospedeiro que superam as capacidades de resisténcia e resiliéncia do ecossistema
microbiano (Ramirez et al., 2020). Depois que a configuracdo da microbiota é alterada,
a disbiose também persiste como um estado estavel e pode assumir varias
manifestagdes composicionais dependendo do gatilho (David, 2014).

Sem duvida, desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928
e posteriormente, os antibioticos usados no tratamento de doencas infecciosas
salvaram milhdes de vidas. Nas ultimas duas décadas, 0 uso indevido e excessivo de
antibioticos passou a ser considerado um sério problema de saude publica, colocando
em risco as grandes conquistas da medicina. Embora o tratamento com antibiéticos
seja fundamental para o combate as infec¢des, seus efeitos sobre a microbiota

intestinal e a imunidade do hospedeiro tém se mostrado de extrema importancia
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(Konstantinidis et al., 2020). Varios estudos reconheceram as consequéncias
adversas do uso de antibioticos sobre o microbiota intestinal em adultos e neonatos,
causando disbiose. E bem conhecido que os antibiticos podem produzir alteracdes
na microbiota do hospedeiro, favorecendo a translocacéo ou selecionando bactérias
resistentes que podem aparecer como patdégenos oportunistas (Bezirtzoglou;
Alexopoulos; Voidarou, 2008; Lange et al., 2016; Alvarez et al., 2021; Matzaras et al.,
2022; Aghamohammad; Mahdi, 2023).

Em um estudo realizado em lactentes tratados com antibiéticos, principalmente
0S prematuros, o tratamento com varios antibioticos, como cefalexina, gentamicina,
vancomicina e eritromicina, alterou a microbiota bacteriana normal de lactentes,
aumentando a porcentagem de Enterobacteriaceae potencialmente patogénicas e
diminuindo a quantidade de bactérias como Bifidobacteriaceae, Bacillus e
Lactobacillus, que fazem parte da microbiota saudavel (Greenwood et al., 2014).

O recente aumento em nosso conhecimento da microbiota intestinal humana
lanca um novo espectro de estudos sobre os efeitos dos antibidticos. Alguns
antibioticos, de fato, ndo sdo mais considerados apenas benéficos, mas também
potencialmente prejudiciais, pois seu abuso parece desempenhar um papel na
patogénese de Vvarios disturbios associados ao comprometimento da microbiota (por
exemplo, infec¢des por Clostridium difficile ou distirbios metabdlicos) (Rafey et al.,
2023). Tanto os fatores relacionados aos medicamentos (como classe do antibiotico,
farmacocinética, farmacodinamica, tempo de exposi¢do ou via de administracdo) e
fatores relacionados ao hospedeiro parecem influenciar as alteracées produzidas
pelos antibioticos na microbiota intestinal humana (laniro et al., 2016).

Estas alteracbes podem ser tanto quantitativa quanto qualitativamente,
reduzindo ou eliminando espécies bacterianas e permitindo que outras espécies
obtenham mais espaco e nutrientes no intestino (Arboleya et al., 2015). Os impactos
destas alteracdes, no entanto, ainda carecem de novos estudos.

De fato, segundo Antunes et al. (2011), o tratamento com antibidticos
interrompe a homeostase intestinal e tem um profundo impacto no metaboloma
intestinal, afetando os niveis de mais de 87% de todos os metabdlitos detectados.
Muitas vias metabdlicas criticas para a fisiologia do hospedeiro podem ser afetadas,
incluindo &cido biliar, eicosandide e a sintese de hormonio esteroide.

No entanto, para a maioria dos tratamentos antiparasitarios, pouco se sabe

sobre os impactos na microbiota, muito menos como o tempo, a frequéncia e a dose
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do tratamento podem influenciar isso, e qudo duradouras ou reversiveis tais
perturbacdes podem ser. Em um estudo de Schneeberger et al. (2018) , com amostras
de fezes de 34 criangas pré-escolares na Costa do Marfim infectadas por S. mansoni
e tratadas com praziquantel (60 mg/kg) mostrou que o perfil taxonébmico geral e os
indicadores de diversidade foram encontrados proximos de uma estrutura intestinal
“saudavel” em todas as criangas. Ligeiras mudancgas globais na composi¢ao foram
observadas entre criangas infectadas e nao infectadas pelo S. mansoni. O tratamento
com praziquantel nao foi associado a uma grande mudanca nos perfis taxonémicos
intestinais, reforcando assim o bom perfil de seguranca do farmaco ao descartar
efeitos fora do alvo nos micrébios intestinais. O gene 16S rRNA da
ordem Fusobacteriales foi significativamente mais abundante em individuos curados,
tanto no inicio quanto 24 horas apés o tratamento. A analise do PCR em tempo real,
neste estudo citado, confirmou a superabundancia de Fusobacterium spp. em
criancas curadas. A abundancia de Fusobacterium spp. também pode estar
correlacionada com a reducdo de ovos de S. mansoni induzida pelo tratamento,
concluindo que nem a infecgdo por S. mansoni nem a administracao de praziquantel
desencadeiam um efeito significativo na composi¢cao microbiana.

Em um outro estudo, o tratamento com o antibiotico enrofloxacina foi capaz de
alterar a suscetibilidade dos hospedeiros a infec¢des parasitarias através de
interacbes parasito-microbiota. Por exemplo, a administracdo do antibidtico
enrofloxacina em camundongos imunodeficientes diminuiu microrganismos aerébicos
e anaerobicos no intestino e resultou em um numero significativamente reduzido de
ovos de Trichuris muris e cargas de vermes resultantes (Hayes et al., 2010).

Nesse contexto, pesquisas sobre terapias que adotem um quadro de ecologia
comunitaria (Sinecologia) e examinem explicitamente os efeitos do tratamento na
comunidade geral da microbiota intestinal, permitindo-nos proteger contra
consequéncias negativas ndo intencionais de interven¢des medicamentosas no nivel
ecossistémico tém se mostrado de extrema importancia. Ferramentas da ecologia
comunitéria também sdo U(teis para entender as interagfes das espécies em
comunidades biolégicas complexas. Por exemplo, experimentos de perturbacao
comunitaria envolvendo tratamentos antiparasitarios ou antibioticos podem
complementar experimentos de infeccdo controlada, fornecendo uma maneira
poderosa de examinar como a alteragcdo de um grupo de organismos afeta outro ao

longo do tempo (Leung et al., 2018).
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Simultaneamente, estudos de reposicionamento de farmacos levantam
possibilidades interessantes para o uso de farmacos voltados para determinadas
doencas causadas por um organismo serem usados no enfrentamento de outro, como
também a capacidade de algumas substancias, como probidticos e prebidticos,
modularem positivamente a microbiota intestinal e favorecerem o desfecho final de
determinada patogénese, conforme indicam estudos recentes (Mohamed et al., 2016;
dos Santos et al., 2023; Chen et al., 2024).

Yang et al. (2021) ressaltam que as interacdes entre os medicamentos e a
microbiota s&o bidirecionais. Os antibidticos podem perturbar a microbiota intestinal e
0s microrganismos também podem modular os medicamentos, modificando assim a
composicdo quimica e levando a resisténcia antimicrobiana.

Por fim, evidéncias cada vez mais significativas destacam o papel crucial da
microbiota intestinal na patogénese da esquistossomose mansonica. Em um estudo
conduzido por Holzscheiter et al. (2014), verificou-se que a administracdo de
antibioticos e antimicoticos de amplo espectro (metronidazol, ciprofloxacina,
imipenem, ampicilina, vancomicina e fluconazol) a camundongos C57BL/6 infectados
com S. mansoni e depletados, resultou em uma reducao substancial da inflamacéo
intestinal e do desenvolvimento do granuloma. Além disso, os autores observaram
alteracdes nas respostas imunes especificas contra o Schistosoma ao analisarem a
producédo de citocinas por linfécitos dos linfonodos mesentéricos estimulados in vitro
com antigeno ovular soltuvel (SEA) ou aCD3, apds a deplecdo da microbiota. Ficou
evidente a reducdo nos niveis de IFN-y e IL-10, bem como um aumento, embora nao
significativo, de IL-13. Além disso, os camundongos com microbiota depletada
apresentaram uma reducdo na excrecdo fecal de ovos. Esse estudo pioneiro
demonstrou de forma clara o papel direto da microbiota intestinal no desenvolvimento
da resposta imune responsavel pela patogénese da esquistossomose.

Diante do exposto, optou-se pela andlise da acdo de dois antibiéticos neste
experimento, sendo o primeiro, a Gentamicina. Em um trabalho de Araujo (2021), que
buscou identificar e isolar bactérias no figado de camundongos BALB/c infectados por
S. mansoni, foram isoladas quatro espécies de bactérias (Bordetella hinzii,
Haemophilus haemolyticus, Lactococcus garvieae e Escherichia coli) e foram
realizados ensaios para determinar o perfil de sensibilidade das bactérias a diferentes
antibioticos (Clindamicina, Doxiciclina, Eritromicina, Gentamicina, Levofloxacino e

Sulfametoxazol + Trimetoprima) onde mostrou-se que todas as espécies estudadas
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apresentaram sensibilidade para Gentamicina. O segundo antibi6tico escolhido foi a
Doxiciclina por esta apresentar estudos anteriores que indicaram efeitos na formagéo
e modulacéo de granulomas esquistossomaticos (Cunha et al., 2000, Dias et al., 2019;
Santos et al., 2021).

2.7 ANTIBIOTICOS

2.7.1 Gentamicina

A Gentamicina € um farmaco aminoglicosideo, esta classe de antibidticos tém
sido um componente do arsenal de farmacos antimicrobianos desde 1940, e tém uma
acao previsivel contra a maioria dos bacilos gram-negativos aerobios. Apresenta
atividade bactericida contra microorganismos suscetiveis e sua acao € dependente da
concentracédo do farmaco no local da infeccdo. Os aminoglicosideos sdo farmacos
primariamente bactericidas por causarem alteracdes em proteinas sintetizadas pela
bactéria, ao ligarem-se irreversivelmente aos ribossomas bacterianos. Podem
também atuar de forma bacteriostatica ao inibirem a sintese de proteinas (Neves et
al., 2015). O mecanismo da atividade bactericida da gentamicina ainda néo foi
totalmente elucidado. Ainda assim, alguns autores prop&em que proteinas defeituosas
seriam colocadas na parede celular, comprometendo sua impermeabilidade. Desta
forma, a capacidade de interferir na sintese proteica bacteriana, levaria a formacgéao de
proteinas defeituosas, que se ligariam na unidade 30S do ribossomo, levando a uma
leitura incorreta do cAdigo genético e, como consequéncia, permitindo a incorporagao
de aminoacidos incorretos na cadeia polipeptidica formada no ribossomo. Ao mesmo
tempo, outros autores também sugerem que o acumulo de espécies reativas de
oxigénio, como consequéncia da deplecdo de proteinas envolvidas nas reacdes de
oxirreducao, poderia levar a morte bacteriana (Chaves; Tadi, 2022).

A descoberta da Gentamicina ocorreu em 1963 nos Estados Unidos, liderada
por Marvin J. Weinstein e sua equipe do Departamento de Microbiologia da Schering
Corporation. Esses pesquisadores isolaram esse antibiotico a partir de duas espécies
de actinomicetos do género Micromonospora (Goodman, 2007). Considerada um
marco na histéria dos aminoglicosideos, a Gentamicina apresentou uma ampla
atividade contra diversas espécies bacterianas, incluindo a Pseudomonas aeruginosa.

Desde sua descoberta, a Gentamicina tem incentivado a pesquisa de novos
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antibiéticos com um espectro de acdo semelhante, como a Tobramicina (descoberta
em 1968) e a Sisomicina (descoberta em 1970), ambas mais ativas contra certas
espécies bacterianas. No entanto, o uso do medicamento na terapia de doencas
graves resultou em efeitos toxicos, exigindo estudos para entender as reacodes
adversas durante o tratamento. No final da década de 1960, comecaram a surgir
estudos que comprovaram os efeitos nefrotéxicos e ototdxicos da Gentamicina
(Chaves; Tadi, 2022).

Trés caracteristicas descrevem a atividade bactericida dos aminoglicosideos
ao inibir a sintese de proteinas da bactéria: é dependente da concentracdo do farmaco
no local da infeccéo, o efeito pds-antibiético e o sinergismo com outros antibiéticos,
em especial a Penicilina, Ampicilina, Oxacilina, Cefalosporinas e a Vancomicina. Em
relacdo ao efeito pds-antibidtico, os aminoglicosideos apresentam este efeito
prolongado contra bacilos gram-negativos e contra o Mycobacterium tuberculosis, o
que garante o efeito do farmaco por algum tempo, mesmo quando a concentracao
plasmatica do antibiético estiver abaixo da concentracao inibitéria minima (MIC) da
bactéria (Goodman, 2007).

Os microrganismos mais comuns em ambientes clinicos que apresentam
respostas terapéuticas adequadas a Gentamicina sdo membros da familia
Enterobacteriaceae (por exemplo, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia
spp. e Enterobacter spp.), Pseudomonas aeruginosa e algumas cepas dos
géneros Neisseria, Moraxella e Haemophilus. Uma porcentagem significativa de
estafilococos coagulase negativos e isolados de Staphylococcus aureus sensiveis a
meticilina apresentam inibicdo pela Gentamicina na concentragdo clinica do
medicamento (Chaves; Tadi, 2022).

Em estudo de Neves et al. (2015) fazendo uma triagem quimiogendémica
baseada em alvos de um conjunto de dados de 2.114 proteinas para identificar
medicamentos aprovados para uso clinico em humanos que podem ser ativos contra
multiplos estagios de vida do Schistosoma mansoni, cada uma dessas proteinas foi
tratada como um potencial alvo de farmacos, e sua sequéncia de aminoacidos foi
usada para interrogar trés bancos de dados: Therapeutic Target Database (TTD),
DrugBank e STITCH. As intera¢gBes farmaco-alvo previstas foram refinadas usando
uma combinacdo de abordagens, incluindo alinhamento de pares, estado de
conservacdo de regides funcionais e analise de espago quimico. Para validar esta

estratégia, varios medicamentos previamente mostrados como ativos contra espécies
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de Schistosoma foram corretamente previstos, como Clonazepam, Auranofin,
Nifedipina e Artesunato. Também foram identificados 115 farmacos que ainda néo
foram testadas experimentalmente contra esquistossomose e que necessitam de uma
avaliacdo mais aprofundada. Alguns exemplos s&o Aprindina, Clotrimazol,
Tetrabenazina, Griseofulvina e Cinarizina, e entre elas, a Gentamicina.

Em um estudo (Chissoca, 2016) utilizando diferentes combinacdes de
antibiéticos ndo absorviveis: Gentamicina, Metronidazol, Neomicina e Vancomicina,
administrada via oral (1 g/L) durante 14 dias, a Gentamicina apresentou uma
significativa redugcdo da microbiota ja no inicio do tratamento, em associagdo com
Neomicina e Vancomicina, sendo o resultado mais relevante deste trabalho no que

diz a respeito a deplecao/selecdo da microbiota intestinal.

2.7.2 Doxiciclina

A Doxiciclina esté inserida na classe de antimicrobianos das tetraciclinas de
segunda geracdo. Como um farmaco bacteriostatico, a Doxiciclina inibe a sintese
proteica bacteriana, apresentando amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, cocos, aerdbios e anaerdbios. A Doxiciclina se liga de
forma reversivel as subunidades ribossémicas de 30S e, possivelmente, a subunidade
ribossomal 50S, bloqueando a ligacdo do RNAt ao RNAm inibindo a sintese de
proteinas bacterianas. Sua absorcéo ocorre por via oral (90% a 100%) e néo é afetada
pela ingestdo de alimentos. A Doxiciclina é distribuida pela maioria dos fluidos
corporais, 0ssos, figado, baco e dentes (Castro et al., 2011).

Aposs o metabolismo hepatico parcial, a concentracéo sérica dessa tetraciclina
€ atingida entre 2 e 4 horas, e sua meia-vida varia de 12 a 22 horas. A excre¢ao ocorre
principalmente pelas fezes, enquanto outras tetraciclinas sao eliminadas por filtragéo
glomerular. Alguns efeitos adversos frequentes associados a classe das tetraciclinas
e suas formas semissintéticas incluem disturbios gastrointestinais, como anorexia,
vOmito, nduseas e diarreia, além de ulceragdes na boca, irritagdo na regido perianal e
reacoes de fotossensibilidade (Griffin et al., 2010).

No entanto, possuem varios efeitos terapéuticos, além de sua atividade
antimicrobiana (Ahler et al., 2013; Bode et al., 2014). A Doxiciclina tem sido utilizada
em diversos estudos com objetivos além de sua acgdo bacteriostatica primaria,

incluindo suas propriedades de inibicdo das metaloproteinases de matriz (MMPs) em
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doses sub-microbianas (Cunha, 2000; Dias et al., 2019; Santos et al., 2021), acéo
anticolagenolitica (Tjaderhane et al., 2007), atividades anti-inflamatérias e
antiapoptoticas, bem como a inibicdo da protedlise, angiogénese e metastase tumoral
(Garrido-Mesa et al., 2013). Como propriedades anti-inflamatorias, pode-se elucidar a
inibicdo da ativacdo das células T e quimiotaxia, a regulacdo negativa de citocinas
pro-inflamatérias, incluindo TNF-a e IL-1B8 (SAPADIN; Fleischmajer, 2006). Também
em um estudo de Gonzalez-Lizarraga et al. (2017) foi observado que a doxiciclina
usada em doses mais baixas que as usadas contra infeccbes bacterianas,
apresenta um efeito protetor sobre neurdnios, reduzindo o efeito toxico da proteina
a-sinucleina e impedindo o avanco da doenca de Parkinson.

O reposicionamento de farmacos ja demonstrou, ao longo do tempo, sua
importancia para a descoberta de novos usos, por exemplo como antimaléaricos, uma
vez que antibiéticos de amplo espectro jA demonstraram ter atividade antimalarica. As
tetraciclinas como a Doxiciclina, foi utilizada com sucesso na quimioprofilaxia e no
tratamento da maléria (Rieckmann et al., 1971; Clyde; Gilman; Mccarthy, 1975; Leal,
et al., 2003; Panic et al., 2014; Rajendran et al., 2018).

A Doxiciclina também tem sido bastante estudada como um novo medicamento
antifilarico. Os efeitos da Doxiciclina administrada em combinacdo com os farmacos
padrdo também foram caracterizados. Por exemplo, uma combina¢éo de Doxiciclina
e Albendazol foi muito mais eficaz na supressao da microfilaria circulante do que a
Doxiciclina ou o Albendazol isoladamente (quase 100% de supressao vs. 69% e 89%,
respectivamente, quando verificados no dia 365 pds-tratamento) e até conseguiu
eliminar completamente em 42% dos pacientes com microfilaremia (Gayen et al.,
2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito in vivo, na fase aguda da esquistossomose, da associacao
dos antibidticos Doxiciclina e Gentamicina ao Praziquantel no tratamento em

camundongos BALB/c machos infectados por Schistosoma mansoni.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir o objetivo proposto, buscou-se:

a) observar e comparar a formagdo e as fases de granulomas
esquistossomaéticos no tecido hepético dos grupos experimentais de camundongos
por meio de analises histopatologicas e histomorfométricas, bem como o acumulo

de células mono e polimorfonucleares;

b) identificar as alteracdes histopatoldgicas intestinais, na fase aguda da

infeccéo por S. mansoni;

c) analisar parametros bioquimicos ALT, AST, Albumina e Fosfatase Alcalina
dos grupos experimentais de camundongos BALB/c na fase aguda da infeccéo por

S. mansoni;

d) quantificar a carga parasitaria no tecido hepatico dos grupos experimentais
por PCR em Tempo Real.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
pesquisa com animais da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL - MG), parecer
0024/2020, e seguiu 0s preceitos de experimentacdo animal previstos nas
recomendac¢des do “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, constante no
NIH (2011).

4.2 ANIMAIS

Camundongos machos BALB/c com 8 semanas de idade, pesando
aproximadamente 25g, foram inoculados no dorso, individualmente, com 50 cercérias
de S. mansoni, por via subcutanea, seguindo o protocolo do Centro de Pesquisas
René Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos em gaiolas
devidamente identificadas, com racdo e agua ad libitum e mantidos em sala com
temperatura, iluminacdo e umidade controlados durante todo experimento, sob
condicbes padronizadas de iluminacdo (ciclo de claro/escuro de 12h/12h),
temperatura (23° C) e umidade (60+10%).

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram randomicamente divididos em grupos conforme o esquema

a sequir:
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—
Camundongos machos
BALB-c
n=7 n=7 n=7 n=7 n=7
) g N g S S—
Controle ndo Controle infectado Infectado
. ( Infectado tratado com Infectado tratado com
infectado (CG) (IG) tratado/Praziquantel Praziquantel + Praziquantel + Gentamicina
(IG-P) Doxiciclina (IG-PD) (IG-PG)
&L &L AR~ MR R
¢ Antibioticos
: *PZ
8 ¢ Infecgao * 40 mg/kg/dia © 300 I?g/kg/dia e Eutanasia
SORENRERRY o 50 cercarias ¢ 10 dias o3 dias

4.3.1 Tratamento com antibidticos

Os camundongos nos grupos tratados com antibiéticos receberam 100 pL de
uma solucao dos antibiéticos Doxiciclina padronizado para 40 mg/kg/dia (Classe das
Tetraciclinas) e Gentamicina padronizado para 40 mg/kg/dia (Classe dos
Aminoglicosideos), durante 10 dias, por gavagem, e 0s camundongos do grupo
controle receberam 100 yL de agua, também por gavagem. O tratamento com
antibiéticos teve inicio 45 dias ap0s a infeccéo.

4.3.2 Tratamento com Praziquantel

O grupo dos animais tratados com Praziquantel receberam 100 yL de uma
solugéo de Praziquantel na concentracdo adequada para 300 mg/kg/dia durante 3 dias
(Protocolo FIOCRUZ), por gavagem e, os camundongos do grupo controle receberam
100 pyL de agua, também por gavagem. O tratamento com Praziquantel teve inicio
com 53 dias apos a infecgao.
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4.3.3 Eutanasia dos animais e coleta de material

A eutanasia dos camundongos foi feita 24 horas apds os procedimentos de
tratamento (Dias et al., 2019; Santos et al., 2021), ocorrendo no 57° dia apos a
infeccdo, sendo os camundongos eutanasiados por exsanguinagcao por puncgao
cardiaca ap0s anestesia com administragcao intraperitoneal de Quetamina (0,1 mg/kg
de peso corporal) e Xilazina (0,05 mg/kg de peso corporal). O sangue foi coletado e
colocado em tubos contendo heparina e centrifugado imediatamente para obtencéo
do plasma, mantido armazenado a -80 °C até o momento das analises. Foram
realizados toracotomia e laparotomia mediana para coleta do figado e intestino, os
quais foram coletados para realizacdo das analises histologicas, estes foram fixados

em solucéo de formaldeido para andlises posteriores.

4.3.4 Histopatologia e Analise Morfolégica

As amostras de intestino grosso e figado dos camundongos de todos 0s grupos
experimentais foram removidos e fixados em solucéo de formaldeido 4% tamponada
neutra, processados rotineiramente e incluidos em parafina. Foram realizados cortes
semiseriados com espessura de 5 micrometros (1um), desprezando um espagamento
entre os cortes de 120 pm. Os cortes microscopicos foram corados com
Hematoxilina/Eosina (HE), para observacéo dos aspectos histomorfolégicos do tecido.

Para observar a disposi¢éo de coladgeno encontrada nos diferentes estagios do
granuloma nos grupos infectados alguns cortes foram corados com Picrosirius Red
conforme metodologia descrita por Junqueira, Cossermelli e Brentani (1978) e
avaliadas em microscopia de campo claro e sob luz polarizada.

As imagens das laminas histolégicas foram capturadas com uma camera digital
ligada a um microscépio. Para a contagem e quantificacdo do infiltrado inflamatério
(células mononucleares: mondcitos e linfocitos; e polimorfonucleares: neutréfilos e
eosinofilos, foram realizadas dez imagens nos cortes histolégicos de cada animal em
objetiva 100x. As imagens obtidas foram processadas e analisadas por software
analisador de imagem (AxioVision). Foram mensurados os parametros: Densidade
numérica dos granulomas (Granulomas/um?), Area percentual de granulomas (%),
além da quantificacdo do infiltrado inflamatério (células mononucleares e

polimorfonucleares. A classificacdo dos estagios evolutivos dos granulomas foi
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realizada de acordo com estudos anteriores (Lenzi et al., 1998; Lins et al., 2008;
Amaral et al., 2017).

Posteriormente foram realizadas analises mais detalhadas de Percentual de
Hepatdcitos Binucleados, Relacdo Nucleo/Citoplasma, Percentual de parénquima
hepético, Percentual de Sinusoides Hepaticos, Percentual de Hepéaticos PAS+
(glicogénio) e Contagem de ovos por mm?2.

O parénquima hepatico, a densidade de sinusoides foram analisados em
imagens obtidas pela coloragcdo Hematoxilina/Eosina (aumento de 400x) usando um
sistema de teste proposto por Novaes et al. (2012). Os resultados obtidos foram
reportados em percentuais. O numero de hepatocitos foi relatado como
Hepatdcitos/mm? e o percentual de hepatdcitos binucleados foi calculado dividindo o
total de hepatdécitos binucleados pelo total de hepatocitos por campo.

As é&reas meédias dos hepatécitos e as razdes nuacleo/citoplasma foram
relatadas em pum? e percentual, respectivamente. Todas as andlises
histomorfométricas descritas acima foram realizadas em cortes histolégicos na
coloracdo HE (amplificacdo de 400x), utilizando as ferramentas de medida do software
Image-Pro Plus 6.3® (Novaes et al., 2012; Miranda et al., 2020).

A analise quantitativa do glicogénio hepatico (Método do Acido Periédico de
Schiff - PAS) foi realizado nas imagens de cortes histolégicos de figado corados pelo
método PAS (Apaer et al., 2019), a distribuicdo de glicogénio nos hepatécitos foi
estimada a partir de um método computacional baseado na segmentacao por cores,
utilizando o software ImageJ (fotografias nas amplificagcbes de 200x). Os resultados
sao reportados em percentual de hepatécitos PAS+, conforme descrito na literatura
(Gongalves et al., 2019; Zaparina et al., 2021).

4.3.5 Dosagem de parametros bioquimicos ALT, AST, Fosfatase alcalina e

Albumina

Os parametros hematolégicos e bioquimicos sdo amplamente utilizados como
indicadores fisiologicos dos animais em resposta a alteracbes enddgenas e como
biomarcadores de diagnostico. Alteracbes nesses parametros podem sugerir, por
exemplo, em casos de lesbes em 0Orgdos ou tecidos especificos. Os valores de

referéncia desses parametros, quando corretamente interpretados, podem
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demonstrar, portanto, as condi¢cdes do animal no momento da amostragem (Oliveira
et al., 2021).

Para a avaliacdo da integridade da funcédo hepatica, as lesdes nos hepatdcitos
sao detectadas através da mensuracao de enzimas séricas liberadas do rompimento
celular hepético, fornecendo informacdes da extensdo, magnitude e curso (aguda ou
cronica) da lesdo. A atividade de aspartato aminotransferase (AST), também
conhecida de transaminase glutamica oxalacética (TGO), e de alanina
aminotransferase (ALT), também chamada de transaminase glutamico piravica (TGP),
Fosfatase alcalina e Albumina foram quantificadas no plasma dos animais
experimentais através do teste colorimétrico seguindo as instru¢des do fabricante.

Os exames bioquimicos foram realizados em aparelho automético (LabMax
Plenno — LabTest®). Foram mensurados os niveis séricos de ALT, AST, Fosfatase
alcalina e Albumina. Os parametros bioquimicos foram determinados utilizando-se kits
especificos (LabTest®) com metodologia cinética para determinacdo das atividades

enzimaticas e colorimétrica para os demais testes, conforme descricdo do fabricante.

4.3.6 Analise de amostras de figado por PCR em tempo real

4.3.6.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras testadas e dos ovos de S. mansoni para a
construcdo da curva-padrao foram processadas conforme protocolo béasico de
extracdo de DNA com colunas de afinidade, segundo as recomendacdes do fabricante
do kit (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen).

4.3.6.2 Construcdo da curva-padrdo de DNA de ovos de S. mansoni

Uma curva-padréo foi construida a partir da diluicdo seriada de ovos de
S. mansoni recuperados de fezes de camundongos BALB-c infectados e quantificados
em placa de Kline.

Para determinar o comportamento da reacéo e o limite de deteccdo da curva
padrdo, os pontos da curva variaram entre concentracdes de 69 a 2,16 ovos. Os
“Cycle thresholds” (Ct) obtidos foram plotados contra as diferentes concentragdes de

ovos. O numero de ovos foi calculado pelo valor do Ct utilizando uma equacéo de
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regressao linear, y=ax+b; onde: y = Ct; a = inclinacéo da curva (slope); x=namero de
ovos; b= onde a curva intercepta o eixo do y (y intercept).

Deste modo foi possivel estimar o nUmero de ovos presentes em cada amostra
como mostra a figura 7. Sendo o R? de 0,9738 determinado para a reagéo, que indica
a correlacdo entre as variaveis. Foi determinado o limite de deteccdo da curva
correspondendo ao valor maximo de Ct de 37,12; bem como a inclinagéo da curva de
-13,34, conforme demonstrado abaixo.

Figura 7 — Curva padrao de DNA de ovos de Schistosoma mansoni
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Fonte: Da autora (2024)

4.3.6.3 PCR em Tempo Real

As reacdes da PCR em tempo real foram realizadas utilizando o Power SYBR
Green PCR Master Mix como marcador fluorescente. As reacdes da PCR em tempo
real foram realizadas em um ABI StepOne Real Time PCR System (Applied
Biosystems), em um volume final de 10uL por reagdo. O volume de 1uL de DNA
(amostras ou controles) foram adicionadas a um mix contendo 5 yL de 2X Power
SYBR® Green Master Mix e 1uL de uma mistura que inclui os iniciadores forward e o
reverse (concentragdo de 10uM) e 3uL de agua ultra pura, livre de DNAse e RNAse.
Foram adicionadas as reacdes, controles negativos e positivos.

As amplificagdes para os iniciadores ocorreram em um ciclo inicial de 95°C por

10 minutos, seguido de trinta e cinco ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por um
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minuto. Na proxima etapa foi realizado o estagio de Melting Curve constituido de um
estagio inicial a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, seguido da elevacao da
temperatura, realizando a leitura apos cada incremento de 0,3°C, até atingir a
temperatura final de 95°C durante 15 minutos.

Para a identificacdo do DNA de Schistosoma mansoni foram utilizados os
iniciadores P1 5 GAT CTG AAT CCG ACC AAC CG3’ e P2 ATATTA ACG CCC ACG
CTC TC.

4.3.7 Andlise Estatistica

Os dados foram estatisticamente analisados utilizando-se o0 programa
GraphPad Prism verséo 8, Software, La Jolla, Califérnia, EUA. Foi realizado o teste
de normalidade Shapiro-Wilk e, na sequéncia, aplicando a analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey para mdultiplas comparacdes. O nivel de
significancia adotado foi a = 0,05, sendo considerado aceitavel valores de p < 0,05

como significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo histolégico do parénquima hepatico apés 8 semanas de infecgcéo
revelou que os animais infectados demonstraram reacdes granulomatosas com
padrao tipico da esquistossomose aguda, com a presenca de um grande numero de
granulomas. As reacdes granulomatosas apresentavam um acumulo de células
polimorfonucleares, comuns neste periodo, onde a caracteristica marcante é a intensa
resposta inflamatoria em torno dos ovos do verme (FIGURA 8).

Como é descrito na literatura, ao longo do tempo de infeccdo, os granulomas
esquistossomoticos hepaticos vao se modificando morfologicamente, apresentando,
em camundongos, seu maximo de reatividade celular entre 7 a 9 semanas apos a

infeccédo, declinando apos este periodo (Lenzi et al., 1998; Rodrigues et al., 2017).

Figura 8 — Ovo viavel de Schistosoma mansoni no tecido hepatico
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Fonte: Da autora (2024)

Nota: Fotomicrografia de um ovo de S. mansoni no figado de camundongo
infectado (IG) corado com Hematoxilina/Eosina em aumento de 40x,
evidenciando nas setas infiltrados de células inflamatdérias

Na Figura 9 observa-se o0 aspecto geral, com a objetiva 5x, do tecido hepatico

afetado pelos granulomas periovulares nos diferentes grupos estudados.
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Figura 9 - Fotomicrografias de figado de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni e necropsiados com 8 semanas apos a

infeccéo

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: Fotomicrografias de figado de camundongos corados com Hematoxilina/Eosina Obijetiva
5x. (A) Aspecto histoldgico de camundongo do grupo infectado do grupo IG evidenciando
as intensas infiltracdes celulares granulomatosas formadas ao redor de ovos de
Schistosoma mansoni; (B) Aspecto histoldgico de camundongo do grupo infectado
tratado com Praziquantel do grupo IG-P evidenciando uma diminuicdo da area dos
granulomas formados ao redor de ovos de Schistosoma mansoni; (C) Aspecto histoldgico
de camundongo do grupo infectado tratado com Praziquantel e Doxiciclina IG-PD,
evidenciando granulomas maiores, do tipo necrético-exsudativo (D) Aspecto histologico
de camundongo do grupo infectado tratado com Praziquantel e Gentamicina do grupo I1G-
PG, evidenciando granulomas com areas menores e granulomas coalescentes (setas) e
com caracteristicas mais proximas da fase exsudativa-produtiva

Analisando-se o aspecto geral dos granulomas, observa-se a extensdo dos
danos provocados no tecido hepatico durante a fase aguda da infeccdo por
S. mansoni. Pode ser observado que o tratamento com Praziquantel (IG-P) se mostra
eficiente em diminuir os didametros dos granulomas quando comparado com o grupo
controle infectado (IG) (FIGURAS 9A e 9B). No grupo infectado e tratado com
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Praziquantel + Doxiciclina (IG-PD) (FIGURA 9C) observa-se um aumento no diametro
dos granulomas. Nos camundongos do grupo infectado e tratado com Praziquantel +
Gentamicina (IG-PG) (FIGURA 9D), observa-se granulomas menores, coalescentes
ou apresentando conexfes fibrosas entre si ou com espagos-porta que sé&o
caracteristicas mais proximas da fase exsudativa-produtiva.

Segundo observam Silva et al. (2000), durante a fase intermediaria entre a fase
aguda e a fase crbnica, os granulomas hepaticos diferem daqueles da fase aguda por
apresentarem tendéncia a confluéncia e por serem menores e com células e fibras
coldgenas mais compactadas. Os eosinofilos tornam-se menos humerosos, enquanto
os macrofagos e fibroblastos tornam-se mais proeminentes. Estas caracteristicas sao
observadas, neste estudo, nos grupos tratados com Praziquantel (IG-P) e
Praziquantel e Gentamicina (IG-PG), sendo mais proeminentes neste ultimo grupo,
indicando que a associacdo deste antibiotico ao Praziquantel parece acelerar o
processo de modulagéo do granuloma.

As diferencas observadas nas formacdes dos granulomas hepaticos entre os
grupos sdo melhor observadas nas fotomicrografias com objetiva 10x do figado dos
camundongos infectados com Schistosoma mansoni e 0s grupos tratados e

necropsiados com 8 semanas apos a infec¢éo na Figura 10.
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Figura 10 - Fotomicrografias de figado de camundongos infectados com Schistosoma

mansoni e necropsiados com 8 semanas apos a infeccéo

29" : . /

Fonte: Da autora (2024)
Legenda: Fotomicrografias de figado de camundongos corados com Hematoxilina/Eosina em
aumento de 10x. (A) Presenca do helminto na veia central (seta); (B) Aspecto histolégico
normal de camundongos controles do grupo controle nédo infectado (CG), evidenciando
0s componentes da triade portal composto por veia porta (seta preta), artérias hepaticas
(seta vermelha) e ductos biliares (seta amarela); (C) Aspecto histolégico de camundongo
do grupo infectado do grupo IG evidenciando a infiltragcdo celular granulomatosa formada
ao redor de ovos de Schistosoma mansoni (D) Aspecto histoldgico de camundongo do
grupo infectado tratado com Praziquantel do grupo IG-P evidenciando uma diminuicdo
da area dos granulomas formados ao redor de ovos de Schistosoma mansoni (E) Aspecto
histolégico de camundongo do grupo infectado tratado com Praziquantel e Doxiciclina do
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grupo IG-PD, evidenciando granulomas maiores, com um extenso infiltrado de eosindfilos
e pouco colagenizados (F) Aspecto histolégico de camundongo do grupo infectado
tratado com Praziquantel e Gentamicina do grupo IG-PG, evidenciando granulomas com
areas menores € o inicio da organizacao das fibras de colageno em camadas ao redor
do ovo de S. mansoni e células inflamatérias mais presentes na regiao periférica do
granuloma.

Na Figura 10A o registro de um helminto macho (seta) na veia central de um
camundongo do grupo infectado e néo tratado (IG). Na Figura 10B do grupo controle
nao infectado (CG), nota-se a arquitetura preservada, com o parénquima hepatico
constituido por corddes de hepatdcitos, entremeados por sinusoides e espacos portais
de aspecto histolégico caracteristico.

E possivel observar no grupo infectado ndo tratado (IG) (FIGURA 10C) a
presenca de grande numero de ovos viaveis e um extenso infiltrado de células
inflamatoérias espalhadas em toda extencdo do granuloma como também no
parénquima ao redor, exibindo forte reagdo inflamatoria aguda, evidenciando os
fibroblastos que se orientam igualmente em camadas concéntricas.

No grupo infectado e tratado com Praziquantel (IG-P) (FIGURA 10D) ja é
possivel observar uma discreta reducdo no infiltrado inflamatério e a formacéo de
células epitelidides com abundante citoplasma envolvendo os restos ovulares.

No grupo infectado e tratado com Praziquantel + Doxiciclina (IG-PD)
(FIGURA 10E) observa-se que os granulomas apresentam um diametro maior, do tipo
necrético-exsudativo. Houve uma frequente presenca de intensa infiltracédo
inflamatéria aguda, ndo apenas nos espacos-porta, mas também no parénquima
hepatico como também formando um aglomerado central. Essa infiltracdo foi
caracterizada pela presenca de polimorfonucleares neutrofilos e numerosos
eosinofilos. Observa-se ainda um acumulo de eosindfilos ao redor de restos de
miracidio em desintegracdo, ainda caracterizando a fase necrético-exsudativa
(Amaral et al., 2017; Lenzi et al., 2008).

Nos camundongos do grupo infectado e tratado com Praziquantel +
Gentamicina (IG-PG) (FIGURA 10F), observou-se que os granulomas eram de
dimensdes reduzidas, apresentando maior quantidade de células gigantes ao redor
dos ovos, demonstrando o processo de digestdo dos restos parasitarios. A presenca
destes granulomas com areas menores e com 0s eosindfilos mais acumulados nas
regides periféricas do granuloma sdo caracteristicas mais proximas da fase

exsudativa-produtiva.
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Os granulomas periovulares no intestino ocorreram como estruturas pequenas
e bem definidas (FIGURA 11). Eles eram claramente distintos das respostas
observadas no figado, onde os granulomas apresentavam graus de componente
exsudativo ou necrotico-exsudativo, o que demonstra a evolucdo da modulacao.
Essas diferencas ndo estéo relacionadas apenas ao tipo predominante de reacéo
granulomatosa, mas também ao tamanho dos granulomas periovulares, que € maior
no figado, conforme observam Silva et al. (2000). Estes autores salientam que a
modulacdo € um fendmeno particularmente caracteristico hepatico, uma vez que 0s
granulomas pulmonares e intestinais, formados em torno de ovos maduros, nao
apresentaram alteracdes em seu tamanho e aparéncia ao longo do tempo. Estas
descobertas confirmam e ampliam dados que sugerem que a chamada “modulagao
imunoldgica” da doenga granulomatosa periovular esquistossémica é um fendmeno
morfologico peculiar ao figado, tendo em vista que as fibras de elastina foram
encontradas apenas em granulomas hepéticos e exclusivamente durante a fase
cronica da doenca, onde ocorre a fibrose do espaco portal. A configuracdo Unica de
modulacdo dos granulomas periovulares no figado pode ser explicada pela presenca
coordenada de elementos celulares especificos, tais como hepatdcitos, células
estreladas hepaticas (células perissinusoidais) e células de Kupffer, reconhecidos por
desempenhar um papel crucial na formacao e degradacao da matriz extracelular (Silva
et al., 2000).



Figura 11 - Fotomicrografias de intestino de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni e necropsiados com 8 semanas apos a
infeccéo

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: Fotomicrografias de intestino de camundongos corados com Hematoxilina/Eosina
em aumento de 10x. (A) Aspecto histolégico normal do intestino de camundongos
do grupo controle ndo infectado (CG) Obj 10x, (B) Ovo de S. mansoni observado
na mucosa intestinal, provocando uma injdria fisica entre as camadas mucosa e
submucosa Obj 20x C) Aspecto histologico de camundongo do grupo infectado do
grupo IG destacando ovos viaveis e maduros de Schistosoma mansoni Obj 10x (D)
Aspecto histolégico de camundongo do grupo infectado tratado com Praziquantel
do grupo IG-P apresentando ovos de S. mansoni ja em processo de desintegracdo
Obj 10x (E) Aspecto histologico de camundongo do grupo infectado tratado com
Praziquantel e Doxiciclina do grupo IG-PD, nota-se um infiltrado de células
inflamatérias aglomerados ao redor do ovo de S. mansoni Obj 10x (F) Aspecto
histologico de camundongo do grupo infectado tratado com Praziquantel e



58

Gentamicina do grupo IG-PG, evidenciando o processo inflamatério exercendo o
papel de favorecer a rota de excre¢do do ovo de S. mansoni rumo ao limen
intestinal Obj 5x.

Na analise histopatolégica do intestino foram visualizados granulomas
esquistossomoéticos e ovos do parasito nas criptas intestinais, lamina propria e
submucosa do intestino dos grupos infectados e uma extensa resposta inflamatoria.

Na Figura 11A observa-se o aspecto histolégico normal do intestino de
camundongos do grupo controle ndo infectado (CG). Na Figura 11B, é possivel
identificar a presenca de um ovo de S. mansoni entre as camadas submucosa e
mucosa, resultando em danos fisicos.

Ovos viaveis e maduros de S. mansoni sdo observados na camada mucosa de
camundongo do grupo infectado (IG), destacando o extenso infiltrado inflamatério ao
seu redor (FIGURA 11C). Na Figura 11D j& é possivel observar o processo de
desintegracdo dos ovos ocorrendo no grupo infectado tratado com Praziquantel
(1G-P).

Na fotomicrografia de um animal do grupo infectado tratado com Praziquantel
e Doxiciclina do grupo IG-PD (FIGURA 11E), observa-se uma concentracdo de células
inflamatdrias agrupadas ao redor do ovo de S. mansoni. Na Figura 11F é interessante
observar o processo inflamatorio exercendo o papel de favorecer a rota de excrecao
do ovo de S. mansoni rumo ao lumen intestinal em um camundongo do grupo
infectado tratado com Praziquantel e Gentamicina (IG-PG).

Em relacdo a excrecdo dos ovos pelas fezes, os produtos secretados pelos
eosinofilos, ou pelos eosindfilos em conjunto com os mondcitos-macréfagos,
desempenham um papel crucial na corrosdo da membrana basal. Essa acéo resulta
na destruicdo ou descamacdo das células epiteliais sobrepostas, provocando a
abertura de canais ou tuneis que servem como passagens para 0s ovos em direcao
ao lumen intestinal (Lenzi et al., 2008).

Na Figura 11F nota-se, de fato, um ovo de Schistosoma mansoni em rota de
excrecdo pelas fezes. O ovo estad envolto por uma reagdo pré-granulomatosa
exsudativa, caracterizada pela formacdo de ondas celulares compostas por
monocitos/macréfagos e eosinofilos, conforme observam Lenzi et al. (2008). Essas
ondas celulares estéo direcionadas para o lumen intestinal, onde atuaréo perfurando
0 epitélio intestinal e criando tuneis que possibilitam a eliminacdo dos ovos por meio

dos movimentos peristalticos.
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Os resultados do nimero de granulomas/mm? no intestino de camundongos
infectados com S. mansoni e os grupos infectados e tratados com Praziquantel e as

associacfes com os antibidticos sdo observados no grafico 1:

Gréfico 1 — Numero de granulomas/mm? no intestino de camundongos

infectados com S. mansoni

NE 1.5

£

0

&

S 1.0

(2]

g

= * "
0 T kkx
£ 0.5-

9

>

C

©

() 0.0- T I

IG IG-P IG-PDIG-PG

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG — Animais infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados com
S. mansoni e tratados com Praziquantel; IG-PD - Animais infectados com
S. mansoni e tratados com Praziquantel + Doxiciclina; IG-PG -Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel + Gentamicina.
(*p<0,05; ***p<0,001)

No gréfico 2 sdo apresentados os resultados relativos ao nimero de granulomas/mm?
no figado de camundongos infectados com S. mansoni e 0s grupos infectados e

tratados com Praziquantel e as associacdes com os antibioticos:
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Grafico 2 - NUmero de granulomas/mm? no figado de

camundongos infectados com S. mansoni
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Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG — Animais infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados
com S. mansoni e tratados com Praziquantel, 1G-PD - Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel + Doxiciclina;
IG-PG -Animais infectados com S. mansoni e tratados com
Praziquantel + Gentamicina. (*p<0,05)

Os resultados da area percentual dos granulomas no figado de camundongos
infectados com S. mansoni e os grupos infectados e tratados com Praziquantel e as

associacdes com os antibioticos sédo apresentados no grafico 3:

Gréafico 3 — Area percentual dos granulomas no figado de

camundongos infectados com S. mansoni
401

30 T

20+

104

Area Granulomas %

0- T T
IG IG-P IG-PD IG-PG

Fonte: Da autora (2024)
Legenda: IG — Animais infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados
com S. mansoni e tratados com Praziquantel, IG-PD - Animais
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infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel + Doxiciclina;
IG-PG -Animais infectados com S. mansoni e tratados com
Praziquantel + Gentamicina. (*p<0,05)

Avaliando-se a quantidade de granulomas intestinais e hepaticos e a dimenséo
afetada do figado (area dos granulomas) nos diferentes grupos experimentais,
observou-se que os tratamentos com Praziquantel e as associa¢des (Praziquantel +
Doxiciclina e Praziquantel + Gentamicina) diminuiram o nimero de granulomas no
intestino e figado, como também a area destes. No intestino ocorreu a maior reducao
reducao significatica (p<0,001) com a associa¢ao Praziquantel + Doxiciclina (IG-PD).

A coloracdo Picrosirius Red é uma técnica histologica comumente utilizada
para avaliar colageno em amostras histologicas. Essa coloragéo destaca as fibras de
colageno, permitindo uma melhor visualizacdo e andlise das suas caracteristicas,
como a quantidade e a qualidade das fibras de colageno presentes no granuloma. No
contexto de granulomas esquistossomaticos, a coloragcdo Picrosirius Red pode ser
aplicada para avaliar a resposta fibrosa associada a infec¢ao pelo S. mansoni, sendo
especialmente atil para distinguir diferentes tipos de coldgeno. Sob a luz polarizada,
as fibras de colageno sédo destacadas em cores diferentes, permitindo uma melhor
identificacdo das caracteristicas morfoldgicas e da organizacdo do colageno presente
no granuloma esquistossomético. A cor resultante da polarizacéo, distinguem-se entre
os tipos de colageno (colageno | apresenta cor amarela, laranja ou vermelha e
colageno lll: apresenta a cor verde) (Junqueira et al.,1978).

Foi realizada a coloragéo Picrosirius Red em laminas dos diferentes grupos

infectados por S. mansoni (FIGURA 12) e os resultados sdo apresentados a seguir:
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Figura 12 - Fotomicrografias de figado de camundongos infectados com Schistosoma

mansoni na fase aguda da infeccéo (8 semanas apoés a infeccéo) corados

com Picrosirius Red

(Continua)
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Figura 12 - Fotomicrografias de figado de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni na fase aguda da infeccdo (8 semanas apos

a infeccdo) corados com Picrosirius Red

(Concluséo)

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: Fotomicrografias de figado de camundongos corados com Picrosirius Red - aumento 20x
exceto em G e H (aumento 10x). As imagens B, D, F, H e J foram feitas em microscopia de
polarizacdo. (—) Setas brancas indicam a presenca de coldgeno tipo | (coloracdo
avermelhada).(A) e (B) Grupo Infectado(IG) granuloma periovular com extenso infiltrado de
células inflamatorias evidenciando os fibroblastos que se orientam igualmente em camadas
concéntricas (C) e (D) Grupo Infectado e tratado com Praziquantel, evidenciando granuloma
exsudativo-produtivo (IG-P) (E) e (F) Grupo infectado e tratado com Praziquantel e
Doxiciclina, evidenciando a presenca de coldgeno de forma difusa (IG-PD); (G) e (H) Grupo
infectado e tratado com Praziquantel e Gentamicina aumento de 10x; apresenta 3
granulomas em estagios diferentes:1(Granuloma necrotico-exsudativo); 2(Granuloma
exsudativo produtivo) e 3 (Granuloma produtivo em fase inicial) (1) e (J) Grupo infectado e
tratado com Praziquantel e Gentamicina aumento de 20x, evidenciando um granuloma
exsudativo produtivo com os fibroblastos se organizando em camadas concéntricas ao redor
de restos de ovos em processo de digestao.

Nas Figuras 12A e 12B do grupo Infectado (IG) nota-se um granuloma

periovular com extenso infiltrado de células inflamatérias, evidenciando as fibras de
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coldgeno que ainda estdo frouxamente se organizando em uma disposicao
concéntrica.

A presenca de granuloma exsudativo-produtivo € notado no grupo Infectado e
tratado com Praziquantel (IG-P) (FIGURAS 12C e 12D), evidenciando pontos de
colageno dispersos ao redor do granuloma.

Nas Figuras 12E e 12F do grupo infectado e tratado com Praziquantel e
Doxiciclina (IG-PD); observa-se granulomas com a presenca de colageno de forma
difusa espalhado pelo parénquima hepatico ao redor das lesbes geradas pelos
granulomas.

As Figuras 12G e 12H do grupo infectado e tratado com Praziquantel e
Gentamicina (IG-PG) com aumento de 10x; apresenta 3 granulomas em estagios
diferentes, sendo em 1 (Granuloma necroético-exsudativo); em 2 (Granuloma
exsudativo produtivo) e em 3 (Granuloma produtivo em fase inicial).

De fato, & medida que a doenca progride para a fase crbnica, devido a
imunomodulacdo, observa-se uma tendéncia dos granulomas diminuirem em
tamanho e adquirirem caracteristicas mais fibroticas. Desta forma, observa-se no
figado de camundongos infectados neste estudo, uma prevaléncia de granulomas na
fase Exsudativa e Exsudativa Produtiva, por se tratar da fase aguda da doenca. Mas
ja é possivel observar alguns granulomas caminhando para a fase Produtiva,
destacadas pela presenca de fibras coldgenas e uma diminuicdo no nimero de células
ao redor dos ovos, principalmento no grupo tratado com Praziquantel e Gentamicina
(IG-PG) (FIGURA 12G). Contudo, identifica-se igualmente em todos 0S grupos
experimentais a presenca de granulomas recém-formados, representados pelos tipos
Exsudativo Produtivo e Necrético Exsudativo, indicando que novos ovos continuam a
se depositar no figado durante o curso da infeccao.

Nas Figuras 121 e 12J do grupo infectado e tratado com Praziquantel e
Gentamicina (IG-PG) com aumento de 20x, evidencia um granuloma exsudativo
produtivo com os fibroblastos se organizando em camadas concéntricas ao redor de
restos de ovos em processo de digestao.

A remodelagéo morfofuncional hepatica foi observada mais desordenada e a
colagenizacdo se apresentou de forma bastante difusa no grupo tratado com
Praziquantel e Doxiciclina (IG-PD) (Fig 12E e 12F). Neste grupo, a intensa infiltragao

inflamatoria foi acompanhada por acentuada degeneragdo parenquimatosa e danos
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aos hepatdcitos, o que foi comprovado pelos niveis circulantes elevados de ALT
(FIGURA 14).

Observando-se os tipos de granulomas nos tecidos hepaticos, nota-se que 0s
grupos com os tratamentos (IG-P, IG-PD e IG-PG) apresentam uma diminui¢cdo do
namero de granulomas do tipo exsudativo e um aumento de granulomas Exsudativo-

produtivos, conforme demonstrado na Figura 13.



Figura 13 - Fases da formacao do granuloma durante o desenvolvimento da
esquistossomose na fase aguda no figado (%)
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Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG — Animais infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados com S. mansoni
e tratados com Praziguantel; IG-PD - Animais infectados com S. mansoni e tratados
com Praziquantel + Doxiciclina; 1G-PG -Animais infectados com S. mansoni e
tratados com Praziquantel + Gentamicina. (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)
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No periodo estudado que consistiu na fase aguda da esquistossomose
mansonica, 0s grupos tratados com Praziquantel demonstraram alteragbes na
distribuicdo percentual das fases evolutivas das lesdes granulomatosas, indicando
que o tratamento com Praziquantel é efetivo na diminuicdo da formacdo de novos
granulomas e a infeccdo caminha para a evolugcdo da imunomodulacdo da doenca.
Este fato traz beneficios ao hospedeiro, tornando a doenca menos grave (Amaral
et al., 2017; Llanwarne; Helmby, 2021). Dentre os grupos tratados com Praziquantel
e suas associacfes, 0 grupo tratado com Praziquantel e Gentamicina (IG-PG)
apresentou a maior alteracdo na diminuicdo de granulomas do tipo exsudativo
(p<0,001) como também uma maior expressdo percentual de granulomas na fase
exsudativa produtiva (p<0,05) quando comparado com o grupo tratado apenas com o
Praziquantel (IG-P).

A Doxiciclina é uma tetraciclina sintética aprovada em 1967. Foi demonstrado
que esse antibiético de amplo espectro também possui propriedades anti-inflamatorias
Uteis que o tornam adequado para o tratamento de varias condi¢cdes nao infecciosas.
Outros modelos in vitro demonstraram que a Doxiciclina foi capaz de inibir a proteina
quinase C, importante na formacédo de granulomas. (Duarte et al., 2009). Também se
observou a inibicdo da fosfolipase A2, molécula com papel-chave em processos
inflamatoérios, mediante a liberacdo de acido araquidénico e a producdo de
eicosandides. Além disso, foi capaz de diminuir os niveis de imunoglobulina E (IgE)
em pacientes asmaticos (Navarro-Trivino, 2020; Sapadin; Fleischmajer, 2006; Li et al.,
2022).

Apesar deste possivel efeito anti-inflamatorio, em um estudo de DIAS et al.
(2019) foi observado um agravamento da inflamacdo granulomatosa e no
remodelamento morfofuncional hepatico patolégico. Em outra pesquisa, a Doxiciclina
estimulou a deposicdo de coladgeno e modificou a organizacdo dos granulomas
hepaticos e pulmonares (Santos et al., 2021), processo potencialmente relacionado a
atenuacdo nos mecanismos de colagendlise em resposta a inibicdo das
metaloproteinases de matriz MMP-2 e MMP-9. Processos semelhantes a estes
trabalhos foi observado no presente estudo, onde nota-se um processo inflamatoério
mais intenso ao redor dos ovos no grupo tratado como Praziquantel associado ao
antibiotico Doxiciclina (IG-PD). Também é possivel notar que a Doxiciclina interfere
na organizagdo das fibras de colageno, retardando o processo da modulagédo dos

granulomas.
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Em um trabalho que investigou o efeito anti-inflamatério da Gentamicina em um
modelo de sepse neonatal induzida por Lipopolissacarideos (LPS), as concentracdes
de citocinas inflamatoérias foram medidas no fluido peritoneal usando ELISA. Neste
estudo foi observado que as concentracdes de TNF-q, IL-2 e IL-1B8 diminuiram no
grupo LPS + GNT em comparacdo com o grupo controle LPS, enquanto as
concentracdes de IL-10 aumentaram no grupo LPS + GNT, indicando o efeito anti-
inflamatorio de Gentamicina na sepse neonatal. Estes autores também relataram que,
no grupo GNT + LPS, as alteracdes histopatoldgicas dos pulmdes, figado, rins e
intestinos foram aliviadas em comparagao com aquelas no grupo LPS. Estes autores
concluiram que a Gentamicina € um medicamento eficaz com propriedades anti-
inflamatorias e bactericidas para o tratamento da sepse neonatal, capaz de mitigar a
resposta inflamatoria e melhorar o resultado de sobrevivéncia e atenuar as lesdes
teciduais, aumentando a quantidade e a funcdo de Tregs CD4+ CD25+ por meio da
ativacdo da via de sinalizacdo do transdutor de sinal e ativador da transcricdo 5
(p-STAT5) em Tregs in vivo e in vitro (Li et al., 2022).

De maneira semelhante, varios estudos recentes também mostraram que 0s
antibiéticos podem regular a proliferacéo e diferenciacdo de Tregs, que modulam as
citocinas inflamatorias (Han; Yan; King, 2021; Zhang et al., 2021a; Zhang et al., 2021b;
Cortés-Hernandez et al., 2021) e estas descobertas podem justificar os resultados
encontrados na presente pesquisa com 0 uso associado de Praziquantel +
Gentamicina (IG-PG).

Os granulomas de Schistosoma podem ser definidos como um conjunto
compacto de células inflamatdrias e residentes formando uma estrutura bem definida
ao redor dos ovos do parasita. Células T e B, bem como seus subconjuntos;
neutroéfilos; eosindfilos; basdfilos; mastocitos; macréfagos residentes (células de
Kupffer); macréfagos inflamatérios e diferenciados (células epitelioides e gigantes);
células estreladas hepaticas; e fibroblastos compdem uma comunidade celular
intrincada dentro do granuloma esquistossomoético (Malta et al., 2022).

Analisando-se o infiltrado de leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares
decorrentes do processo inflamatorio em torno dos granulomas hepaticos, os

resultados s&o apresentados nos GRAFICOS 4 e 5.



Gréfico 4 — Contagem de leucdcitos polimorfonucleares/mm? no
figado de camundongos infectados

ns

N
o
]

w
o
|

=
o
|

o
|

T T
IG IG-P IG-PDIG-PG

NGmero de células PMN/mm?
N
o
|

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG — Animais infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados
com S. mansoni e tratados com Praziquantel; IG-PD - Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel +
Doxiciclina; IG-PG -Animais infectados com S. mansoni e tratados
com Praziquantel + Gentamicina.

Gréfico 5 — Contagem de leucécitos mononucleares/mm? no

figado de camundongos infectados
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Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG — Animais infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados
com S. mansoni e tratados com Praziquantel; 1G-PD - Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel + Doxiciclina;
IG-PG -Animais infectados com S. mansoni e tratados com
Praziquantel + Gentamicina.
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Com relacdo ao numero de células do processo inflamatério, ndo houve
influéncia significativa dos tratamentos sobre a quantidade de leucdcitos
polimorfonucleares (neutrofilos e eosindéfilos) e de mononucleares (mondcitos e
linfocitos) (p>0,05). E conhecido que o infiltrado peritoneal apés a infeccdo e no
decorrer desta, varia em relacdo ao seu conteado de células mono ou
polimorfonucleares. Deve-se levar em conta que o granuloma ocorre de formas
distintas nas fases aguda e cronica da doenca. No inicio, sdo volumosos, com grande
namero de macrofagos, linfocitos, eosindéfilos e alguns plasmadcitos — sinais da reacao
imunoldgica, em torno do ovo - a reagcdo granulomatosa € exacerbada e atinge
dimenséo consideravel, apresentando volume 100 vezes o do ovo. Na fase crbnica, o
exsudato diminui e € substituido por tecido conjuntivo até se transformar em um
nddulo fibrético, estes granulomas atingem dimensdes bem menores (McManus et al.,
2018).

Conforme observam Chiaramonte et al. (2001) a infeccédo € dindmica, os ovos
continuam sendo depositados e formardo novos granulomas, porém estes
apresentardo tamanhos reduzidos e menor niamero de células ao seu redor, ao
contrario dos da primeira oviposi¢ao, estes novos granulomas tendem a diminuir de
tamanho e tornar-se mais fibroticos. Esse fendmeno € conhecido como
imunomodulagdo. Os granulomas intestinais nao sofrem imunomodulagéo
pronunciada como a observada nos granulomas hepéticos (Amaral et al., 2017).

Desta forma, a influéncia dos tratamentos com Praziquantel e suas associacdes
a Doxiciclina e Gentamicina utilizados neste estudo podem ocorrer sobre 0 processo
inflamatério ja instalado como também prevenindo a inflamacdo ao previamente
diminuir a carga parasitaria ou ainda atuando na resposta inflamatéria de novos
granulomas que estdo continuamente sendo formados ao redor de novos ovos
depositados.

Com a mesma perspectiva, em um estudo usando antibiéticos de amplo
espectro e antimicoticos administrados por via oral, foram analisados camundongos
infectados com S. mansoni que foram simultaneamente depletados de bactérias
intestinais. Apos a deplec¢éo, houve significativamente menos inflamagéo no intestino,
gue foi acompanhada por diminuicdo do desenvolvimento de granuloma intestinal. Ao
contrario, a patologia hepatica permaneceu inalterada. Além disso, as respostas
imunes especificas da formacao dos granulomas foram distorcidas e a excrecéo fecal

de ovos diminuida (Holzscheiter et al., 2014). Assim, estes autores demonstram que
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a microbiota do hospedeiro pode atuar como um terceiro parceiro ha modulacao de
respostas imunes especificas contra helmintos, apontando para uma importante
contribuicdo das bactérias intestinais na modulacdo das respostas imunes especificas
da esquistossomose, seja no desenvolvimento de granulomas como na excrecao de
OVOS.

J& é conhecido que existe uma relacao reciproca entre microbiota e organismo
humano: os microrganismos residentes do corpo tém um papel significativo na
regulacéo da fisiologia de seus hospedeiros e na prevencéao de infec¢des patogénicas,
enquanto o sistema imune dos hospedeiros é importante na determinacdo da
composi¢do da microbiota (Lei; Nair; Alegre, 2015). O equilibrio da microbiota
representa um desafio em especial para o intestino, pois cerca de 70% das células
imunes de cada individuo se encontram nesse nicho. Desta forma, a microbiota
intestinal, além do ja reconhecido estado nutricional, desempenha um papel
fundamental na maturacdo, desenvolvimento e regulacdo do sistema imunolégico
(Palm; de Zoete; Flavell, 2015). Os antibiéticos podem afetar a comunidade
microbiana comensal e ndo patogénica e favorecer a colonizacdo de microrganismos
oportunistas, ou interferir na colonizagéo por estes, sendo relatado que os antibiéticos
de amplo espectro reduzem a diversidade bacteriana (Modi et al., 2014; Bezirtzoglou
et al., 2008; Konstantinidis et al., 2020).

Em um outro estudo in vivo usando como modelo a infecgdo por Toxoplasma
gondii, foi observada que esta infecgéo causa um colapso da fisiologia intestinal e das
funcdes de barreira, seguido pelo acumulo de bactérias Gram-negativas no ileo,
identificadas como Escherichia coli e Bacteroides/Prevotella spp. Constatou-se
translocacdo bacteriana e agravamento da inflamacdo mediado por bactérias via
citocina do tipo Thl e/ou mediadores pro-inflamatérios. Neste estudo, apds a
administracéo profilatica ou terapéutica de Ciprofloxacina e/ou Metronidazol, notou-se
melhoras na imunopatologia ileal e reducdo dos niveis intestinais de NO e IFN-y
(Heimesaat et al., 2006).

Neste estudo foram escolhidos os antibiéticos Gentamicina (Aminoglicosideo,
atua frente as bactérias Gram-negativas) e Doxiciclina (Tetraciclina, amplo espectro).
Em suma, em relacdo as analises histopatoldgicas, observa-se que a associacéo da
Doxiciclina ao Praziquantel ndo apresentou efeito benéfico ao hospedeiro, visto que
as reacoes inflamatorias granulomatosas hepaticas foram mais intensas, provocando

um dano tecidual maior. Este antibacteriano também foi capaz de agravar a formacao
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de granulomas pulmonares no contexto da esquistossomose mansonica (Santos
et al., 2021), embora ele tenha sido previamente reportado como um agente anti-S.
mansoni in vitro (Dias et al., 2019). Estes autores também relataram que o tratamento
com a Doxiciclina aumentou a inflamacdo granulomatosa hepéatica e a
colagenogénese em camundongos infectados por S. mansoni.

Por outro lado, a associagcdo da Gentamicina ao Praziquantel, mostrou uma
resposta histopatolégica diferente, onde o0s granulomas hepaticos observados
apresentaram diametros menores e com caracteristicas mais proximas da fase
exsudativa-produtiva, indicando acelerar o processo de modulagéo do granuloma. A
mudanca do perfil Thl para Th2 exerce um papel importante no desenvolvimento da
esquistossomose e estd fortemente ligada a citocina IL-10 (Chayé et al., 2023;
Gomides et al., 2024), resultando na imunomodulacao dos granulomas. Os resultados
de Li et al. (2022) sdo interessantes para a analise do resultado que foi encontrado
em relacdo a associacdo de Gentamicina ao Praziquantel, pois estes autores
encontraram em sua pesquisa que a Gentamicina foi eficiente em diminuir as
concentracfes de TNF-q, IL-2 e IL-18 em um modelo de sepse neonatal induzida por
Lipopolissacarideos (LPS) como também foi capaz de aumentar as concentracdes de
IL-10. Portanto, em relagéo as andlises histopatoldgicas, foram observadas alteracdes
nas respostas imunomodulatérias dos granulomas e estes resultados relacionados a
associacdo do Praziquantel aos antibidticos Doxiciclina e Gentamicina exigem novos
estudos para esclarecer seus efeitos na esquistossomose.

Com relacdo aos parametros histomorfométricos analisados, a éarea de
hepatécitos é avaliada no Grafico 6:
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Gréfico 6 — Area de hepatdcitos
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Fonte: Da autora (2024)

Legenda: CG — Animais do grupo controle ndo infectados; IG — Animais infectados
com S. mansoni; IG-P - Animais infectados com S. mansoni e tratados
com Praziquantel; IG-PD - Animais infectados com S. mansoni e tratados
com Praziquantel + Doxiciclina; 1G-PG -Animais infectados com
S. mansoni e tratados com Praziquantel + Gentamicina. (## p<0,01,
**p<0,01)

A infeccdo por S. mansoni levou a um aumento significativo da area dos
hepatécitos (p<0,01), comparando-se entre os grupos Controle nao infectado (CG) e
Grupo infectado (IG), como um efeito da propria infeccdo no tecido hepatico. Também
observa-se diferenca significante entre o0s grupos tratados com Praziquantel
associado ao antibiotico Gentamicina (IG-PG) comparado ao Grupo infectado (1G),
como efeito do tratamento (p<0,05). Estes resultados sao justificados pelo aumento
do figado causado pelos intensos danos gerados pelos granulomas neste 6rgdao. No
entanto, este resultado indica que o uso do Praziquantel associado ao antibiético
Gentamicina foi capaz de reduzir a area de hepatdcitos para niveis semelhantes aos
do Grupo controle néo infectado (CG).

No Gréfico 7, analisando o Percentual de Hepatdcitos Binucleados, houve
diferenca significativa entre o grupo Controle néo infectado (CG) e o Grupo Infectado
(IG) (p<0,01) como também com os Grupos Infectados Tratados com Praziquantel e
suas associagoes (IG-PD e IG-PG) (p<0,05).
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Grafico 7 - Percentual de Hepatdécitos Binucleados

%
| 1
%
0\050_ I—I
8 Ht
Q404 M1
o 1
o L
EBO—
o
§20-
‘O
'O 10
©
)
T O0- T T
o O < Q 0
o Y o R Q
Y@ Y

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: CG — Animais do grupo controle ndo infectados; IG — Animais
infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados com S. mansoni
e tratados com Praziquantel; 1G-PD - Animais infectados com
S. mansoni e tratados com Praziquantel + Doxiciclina; IG-PG -Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel +
Gentamicina. (## p<0,01, *p<0,05)

Os hepatécitos, células fundamentais no funcionamento do figado,
desempenham papéis cruciais na manutencdo da homeostase, na capacidade de
regeneracao e na resposta a lesdes. Embora a maioria das células somaticas de
mamiferos seja diploide, contendo pares de cromossomos, existem também células
polipléides que possuem conjuntos adicionais de cromossomos. No caso dos
hepatdcitos, que representam uma das células polipléides mais estudadas, mais de
25% e 90% da populacdo de hepatécitos em humanos e camundongos,
respectivamente, exibem poliploidia (Wilkinson; Duncan, 2019).

Recentes descobertas revelaram mecanismos celulares e moleculares que
regulam a poliploidia hepatica. Além disso, evidéncias dos ultimos anos indicam que
hepatécitos dipléides e polipléides desempenham funcbes especializadas. Os
hepatocitos dipldides tém a capacidade de acelerar a regeneracdo hepatica e
promover a recuperacdo compensatoria apos lesbes agudas. Essas complexas
interacdes celulares destacam a importancia dos diferentes subtipos de hepatécitos
na resposta adaptativa do figado a diversos desafios fisioldégicos (Wilkinson et al.,
2021). Nesse sentido, a ocorréncia de um aumento de hepatocitos binucleados indica

a adaptacdo e a regeneracdo dos tecidos hepaticos, demonstrando que eles séo
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necessarios para facilitar a adaptacdo as lesdes causadas por doencas hepéticas
cronicas (Duncan, 2013).
No grafico 8 analisa-se a Relacdo Nucleo/Citoplasma entre 0s grupos

experimentais:

Gréfico 8 - Relacdo Nucleo/Citoplasma
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Fonte: Da autora (2024)

Legenda: CG — Animais do grupo controle ndo infectados; IG — Animais
infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados com S. mansoni
e tratados com Praziquantel, IG-PD - Animais infectados com
S. mansoni e tratados com Praziquantel + Doxiciclina; IG-PG -Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel +
Gentamicina. (# p<0,05; ## p<0,01, ### p<0,001)

Na relacdo Nucleo/Citoplasma, observa-se que houve diferenca significativa
entre o grupo Controle ndo infectado (CG) e os grupos Infectados com tratamentos
(IG-P, IG-PD e IG-PG), sendo as diferencas entre CG e IG e CG e IG-PG (p<0,05),
entre CG e IG-P (p<0,01) e entre CG e IG-PD (p<0,001), demonstrando o efeito
deletério da infeccdo na estrutura celular hepética. Importante notar que o grupo
tratado com Praziquantel + Doxiciclina apresenta a maior diferenca estatistica
(p<0,001), indicando que o efeito das reac¢des granulomatosas esquistossomoticas no
tecido hepéatico deste grupo de animais provocam maior dano.

O gréfico 9 apresenta os resultados relativos ao Percentual de Parénquima

Hepatico:
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Grafico 9 - Percentual de Parénquima Hepatico
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Fonte: Da autora (2024)
Legenda: CG — Animais do grupo controle ndo infectados; IG — Animais

infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados com S. mansoni
e tratados com Praziquantel; IG-PD - Animais infectados com
S. mansoni e tratados com Praziquantel + Doxiciclina; IG-PG -Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel +
Gentamicina. (## p<0,01, **p<0,01)

Comparando-se o Percentual de Parénquima Hepético, houve diferencas
significativas entre os grupos Controle néo infectado (CG) e Grupo infectado (IG)
(p<0,05). Observa-se também que, entre 0s grupos tratados, o tratamento com
Praziquantel associado a Gentamicina (IG-PG) provocou diferenca significativa
comparado ao Grupo Infectado néo tratado (IG) (p<0,001).

O gréfico 10 representa o Percentual de Sinusoides Hepéticos analisados entre

0S grupos experimentais:
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Grafico 10 - Percentual de Sinusoides Hepaticos

*
67 Ho 1
1
X
2 41 T
=]
3 T
S
£ 2-
V)
0- T T
o @] Q Q (@)
O \ Y 4 td
NARCRCS

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: CG — Animais do grupo controle ndo infectados; IG — Animais
infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados com S. mansoni
e tratados com Praziquantel, IG-PD - Animais infectados com
S. mansoni e tratados com Praziquantel + Doxiciclina; IG-PG -Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel +
Gentamicina. (# p<0,05; *p<0,05)

Observa-se que, em relacao ao Percentual de Sinusoides Hepdticos, o Grupo
Controle Infectado (IG) apresentou o menor valor, com diferenca significativa (p<0,05),
comparado ao Grupo Controle néo infectado (CG) e o Grupo tratado com a associacéo
Praziquantel e Gentamicina (IG-PG) apresentou o maior Percentual de Sinusoides
Hepaticos quando comparado ao grupo infectado (IG) (p<0,05). Importante destacar
que o tratamento com Praziquantel + Gentamicina apresenta o Percentual de
Sinusoides Hepaticos bem proximo ao Grupo Controle sem infeccao (CG).

Segundo Baptista e Andrade (2005), inicialmente, os granulomas, ao se
formarem, sdo avasculares e se interpdem entre os vasos interlobulares portais e 0s
sinusdides. Posteriormente, os granulomas e o tecido fibrético resultante tornam-se
vascularizados. Os novos vasos cursam do espaco interlobular para os sinusoides e
podem originar-se de segmentos terminais das artérias hepaticas, do sistema vascular
biliar, de vasos venosos interlobulares ou dos prépios sinusoides, iniciando um
processo de angiogénese. Estes autores observam que este processo vai diminuindo
gradualmente depois disso, sendo que na fase crdnica, os granulomas fibroticos

tendem a exibir uma rede vascular delimitadas na periferia.
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No gréfico 11 avalia-se o Contetdo de Glicogénio Hepético pelo Percentual de

Hepatocitos PAS+

Gréfico 11 - Analise do Conteudo de Glicogénio Hepatico pelo
Percentual de Hepatdcitos PAS+
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Fonte: Da autora (2024)

Legenda: CG — Animais do grupo controle ndo infectados; IG — Animais infectados
com S. mansoni; IG-P - Animais infectados com S. mansoni e tratados
com Praziquantel; IG-PD - Animais infectados com S. mansoni e
tratados com Praziquantel + Doxiciclina; 1G-PG -Animais infectados
com S. mansoni e tratados com Praziquantel + Gentamicina

Os resultados das andlises do Conteudo de Glicogénio Hepatico pelo
Percentual de Hepatécitos PAS+ demonstram que n&o houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos Controle infectado (IG) e Tratamentos (IG-P, IG-PD e IG-PG)
e Grupo Controle n&o infectado (CG). O grupo infectado (IG) apresenta um perfil de
queda na quantidade de glicogénio medido por esta analise, no entanto ndo houve
diferenca significante entre este grupo e o grupo controle (CG). Da mesma forma, 0s
grupos infectados e tratados (IG-P, IG-PD e IG-PG) apresentam que houve um
reestabelecimento na producéo do glicogénio comparando-se ao grupo infectado (1G),
mas ainda assim, sem diferenca estatistica (p>0,05).

O figado possui um papel importante no desenvolvimento da infeccéo
esquistossomotica pois ele € o local de amadurecimento do esquistossémulos para
sua forma adulta. Além disso, a formacdo de granulomas periovulares no figado
induzido pela resposta imune do hospedeiro definitivo em resposta a presenca de

ovos de vermes aprisionados nas paredes dos vasos hepaticos e o desenvolvimento
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de fibrose hepética periportal caracterizam lesdes severas ao 6rgao e variados niveis
de destruicao tecidual, gerando alteracdes das enzimas hepaticas (Wynn et al., 2004).

De acordo com Wilson (2009), a partir do 4° dia de infeccdo ja é possivel
encontrar vermes jovens no figado, apds isso, 0s vermes completam seu processo de
amadurecimento e se transformam em vermes adultos - até 0 20°/ 22° dia de infeccao.
Por volta do 35° dia ja é possivel observar ovos nas fezes do animal parasitado e,
consequentemente, podem ser observados granulomas periovulares no figado. Essas
movimentacgdes dos vermes jovens e adultos de S. mansoni geram impactos no figado
e, consequentemente, nas alteracbes das enzimas hepaticas. Por essa razéo, a
avaliacdo da funcdo hepatica torna-se extremamente importante para a determinacao
da evolucdo da doenca, a eficiéncia do tratamento e suas associacdes com
antibidticos nos grupos experimentais deste estudo. Desta forma, as enzimas
hepéticas avaliadas no presente estudo foram utilizadas para indicar possiveis lesdes
nos hepatocitos e ductos biliares do figado.

As amostras de sangue recolhidas dos animais dos grupos experimentais foram
utilizadas para avaliacdo de marcadores classicos de dano tecidual, especificamente
dosagem de atividade de Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato
Aminotransferase (AST), Albumina e Fosfatase alcalina (ALP) e os resultados s&o
apresentados na figura 14:
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Figura 14 - Resultados dos pardmetros bioquimicos
(Albumina, ALT, AST e Fosfatase alcalina)

A B
159 100- ns
- * % 80
=2 T S
© 3 60_
.E Q
E 1 40-
3 7 <
< 20
0- T T 0- T T
0O © R O 0 O O R O 0
O N S o N Y R
¢S NIRCIRS
C D
250 300+ ns N
%k %k %k
200 " T L 1
—~~ /\200_
< 1504 L * <
3150 =
= —
— 100- 0
< < 100~
50
0- T T 0- I I
O O 2 O 0 O O 2 O 0
o N O S Q (O RC A <
Y@ v AN CARC,

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: CG — Animais nédo infectados; IG — Animais infectados com S. mansoni;
IG-P - Animais infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel;
IG-PD - Animais infectados com S. mansoni e tratados com
Praziquantel + Doxiciclina; IG-PG -Animais infectados com S. mansoni
e tratados com Praziquantel + Gentamicina. (# p<0,05; *p<0,05;
***n<0,001)

Os parametros Albumina, ALT e AST variaram significativamente ao longo dos

grupos, tendo sido observado aumento significativo nos grupos infectados e
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infectados e tratados com Praziquantel, Praziquantel + Doxiciclina e Praziquantel +
Gentamicina (IG; IG-P; 1G-PD e IG-PG), comparados ao grupo néo infectado (CG).

A quantificacdo da atividade sérica de ALT demonstrou um aumento
significativo da atividade desta enzima em camundongos infectados por S. mansoni e
nos grupos infectados que receberam os tratamentos associados aos antibiéticos (IG-
PD e IG-PG), nafase aguda. O grupo IG-PD apresentou a maior diferenca significativa
(p<0,001) quando comparada ao grupo IG, sendo que as demais alteracdes
significativas apresentaram p<0,05. Esta alteracdo pode sinalizar um possivel
agravamento da resposta inflamatoria nos granulomas hepéticos.

A estimativa da atividade de AST no plasma de camundongos infectados
apresentou diferenca significante no grupo tratado com a associag¢ao Praziquantel +
Gentamicina (IG-PG), permanecendo semelhante nos demais grupos. Estes
parametros estdo de acordo com o relatado na literatura por Lambertucci (2014)
indicando que, na fase aguda de infecgbes, niveis elevados de ALT podem ser
observados, por outro lado, os niveis de AST costumam ser observados mais
elevados na fase cronica.

A enzima ALT é encontrada abundantemente no citosol de hepatdcitos. A
atividade de ALT no figado € cerca de 3000 vezes a atividade sérica. Assim, em caso
de injuria ou lesdo hepatocelular a liberagdo de ALT das células hepaticas lesionadas
aumentam a mensuracdo de ALT no soro (Kim et al., 2008), ocorrendo aumentos ja
no inicio das lesbes causadas pela deposicdo dos ovos na fase aguda da doenca.
Aspartato aminotransferase (AST) catalisa a transaminacéo reversivel de aspartato e
a-cetoglutarato em oxalacetato e glutamato, e esta presente em maior concentracao
nos hepatdcitos e nas células musculares. O aumento da atividade sérica de AST
pode ser causado por necrose e lesdo subletal de hepatécitos e de células
musculares, evidenciando que a doencga avanca para a fase cronica.

Em um outro estudo sobre os efeitos do praziquantel sobre paréametros
bioquimicos em camundongos sadios e esquistossomoéticos mostrou que as
alteracdes respondem a variavel tempo e o tratamento de camundongos infectados
com Praziquantel resultou em uma elevacédo temporaria das atividades plasmaticas
de ALT e AST no dia 1 apo6s o tratamento. Os valores voltaram ao normal no dia 5
(Andrews; Dycka; Franck, 1980).

A albumina é sintetizada pelo figado e representa a maior fracédo das proteinas

totais, em conjunto com a globulina. Tem como fungcées a manutencdo da pressao
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oncotica do sangue, fonte primaria de aminoécidos de reservas para as proteinas
tissulares, desintoxicacdo e inativacdo de compostos toxicos, transporte de acidos
graxos e de alguns minerais. Metabolicamente a hipoalbuminemia pode afetar outras
substancias devido ao papel da albumina como transportadora, além de causar queda
na pressédo osmética do soro e gerar ascite (Thrall et al., 2015). E observado que, na
média, a hipoalbuminemia s6 é constatada quando 60 a 80% da funcéo hepética ja
estd comprometida (Gonzales; Silva, 2006). O fato desta pesquisa ter como foco a
fase aguda da doenca implica em niveis ainda altos encontrados nestes resultados.

Da mesma forma, em relacdo ao marcador Fosfatase Alcalina (ALP), observa-
se alteracdes numéricas, mas que ndo foram suficientes para gerar diferencas
estatisticas, muito embora por se tratar da fase aguda da doenca, visto que Dos Reis
et al. (2022) e Silva et al. (2018) mostraram que a infec¢do pelo S. mansoni, na fase
crbnica da doencga, pode diminuir os niveis de glicose, e aumentar 0s niveis de
marcadores hepaticos de lesdo, como ALT, AST e fosfatase alcalina, ao passo que o
tratamento com Praziquantel normalizou os niveis de glicose e diminuiu os niveis dos
marcadores de leséo (ALT, AST e Fosfatase alcalina) durante a esquistossomose.

Considerada uma enzima de indugéo, a fosfatase alcalina (ALP) € amplamente
distribuida no organismo, Sintetizada no figado, osteoblastos, epitélios intestinal e
renal e na placenta. Porém os hepatécitos respondem pela maior parte da atividade
sérica normal dessa enzima. O aumento da producédo de ALP e de sua concentracdo
sérica pode ser notado em casos de maior atividade osteoblastica, colestase, inducéo
por medicamentos e doencas cronicas, inclusive neoplasias. Nos disturbios hepéticos
detecta-se 0 aumento de sua atividade no soro em decorréncia de colestase tanto por
obstrugéo dos canaliculos intra como extrabiliares (Thrall et al., 2015).

Na patologia hepética da esquistossomoese, 0s granulomas periovulares e a
fibrose periportal sdo as lesdes mais importantes. Os ovos de Schistosoma sao os
iniciadores deste processo granulomatoso e 0s responsaveis pela resposta do
organismo do hospedeiro definitivo as agressdes sofridas pela presenca dos parasitos
(Lenzi et al., 1998). A contagem de ovos de Schistosoma pode ser um indicador de
fecundidade de vermes adultos como também da carga parasitaria.

Neste estudo, foi realizada a contagem do nimero de ovos por mm? no figado
em todos os grupos experimentais infectados e os resultados sao apresentados no
Gréfico 12:
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Gréafico 12 - Contagem de ovos no figado por mm?
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Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG — Animais infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados com
S. mansoni e tratados com Praziquantel; IG-PD - Animais infectados
com S. mansoni e tratados com Praziquantel + Doxiciclina; IG-PG -
Animais infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel +
Gentamicina. (***p<0,001).

Todos os resultados dos grupos tratados com Praziquantel (IG-P, IG-PD e IG-
PG) apontaram para uma diminui¢do significativa da postura de ovos (p<0,0001), um
aspecto que esta associado a eficacia do Praziquantel na eliminacdo do S. mansoni.
No entanto, observa-se que com a associacdo do Praziquantel + Doxiciclina (IG-PD)
houve uma maior reducdo numérica de ovos no figado. Nota-se que em um estudo de
Dias et al. (2019), a Doxiciclina foi capaz de reduzir o nUmero de acasalamento e a
postura de ovos em vermes S. mansoni in vitro, embora este efeito ndo se reproduziu
com as analises in vivo naquele experimento.

"Neste trabalho foi também realizada a analise de PCR em tempo real do tecido
hepatico visando quantificar o material genético de S. mansoni neste 6rgdo. No

Gréfico 13 observa-se o seguinte resultado:
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Gréfico 13 - Quantificagdo hepética de material genético de

Schistosoma mansoni por g-PCR
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Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG — Animais infectados com S. mansoni; IG-P - Animais infectados
com S. mansoni e tratados com Praziquantel, IG-PD - Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Praziquantel + Doxiciclina;
IG-PG -Animais infectados com S. mansoni e tratados com
Praziquantel + Gentamicina. (*p< 0,05)

Foi observado que o nimero de material genético de S. mansoni por mg de
tecido hepético diminuiu consideravelmente (p<0,05) entre o grupo infectado e os
grupos tratados com Praziquantel e suas associacfes com o0s antibiéticos Doxiciclina
e Gentamicina. No entanto, nota-se que a associa¢ao dos antibidticos ao Praziquantel
indica favorecer uma maior passagem de ovos/parasito do intestino rumo ao figado,
embora sem diferencas estatisticas significantes. Diante dos resultados que
demonstram que os antibiéticos podem interferir tanto na resposta granulomatosa aos
ovos como podem alterar o efeito do Praziquantel isolado, um outro aspecto relevante
a ser investigado, neste estudo, é o efeito dos antibiéticos Doxiciclina e Gentamicina
sobre a microbiota dos camundongos infectados e como a disbiose provocada por
eles pode afetar e modular a resposta imune do organismo em resposta aos danos
provocados pelos ovos e vermes nos tecidos hepéaticos e intestinais, considerando
que o figado €é o principal 6rgdo onde os ovos do parasito ficam alojados, e a reacao
granulomatosa que se forma ao redor destes, a causa da gravidade desta doenca.

Baseados em estudos como o de Hayes et al (2010), fica bem caracterizado o
efeito da microbiota intestinal no estabelecimento de helmintos e a acao de
antibioticos (gentamicina e enrofloxacina) interferindo nesta relacéo. Nesta pesquisa,

foi constatado que o estabelecimento bem-sucedido do nematoide parasitario crénico
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Trichuris muris no intestino grosso de camundongos € dependente da presenca da
microbiota intestinal e ocorre em paralelo com a modulacédo da resposta imunoldgica
do hospedeiro. A administracdo de antibioticos para reduzir a populacdo bacteriana
no hospedeiro resultou em uma significativa diminuicdo na eclosdo de ovos de
T. muris. Essas interacdes cruciais entre bactérias e parasitos apresentam uma nova
dindmica no ecossistema intestinal, com implica¢cées importantes para 0os conceitos
de homeostase intestinal e regulacdo imunoldgica. Os ovos de T. muris foram
induzidos a eclodir in vitro quando incubados por pelo menos 30 min com explantes
de ceco de camundongos contendo nimeros substanciais de bactérias a 37°C. Para
definir o papel das bactérias neste processo, os ovos foram incubados numa cultura
de Escherichia coli, uma bactéria comensal intestinal comum. Na presenca de E. coli,
a eclosdo foi observada a um nivel semelhante ao observado nos explantes
intestinais, muito possivelmente associado no papel que as fimbrias exercem na
ecloséao dos ovos.

A segunda descoberta neste estudo, possivelmente ainda mais interessante,
foi que a deplecdo da microbiota intestinal induzida por antibiéticos levou ndo apenas
a um reducao na carga de vermes, mas também a uma mudanca na resposta imune
dependente de células T. As respostas Th2 foram diminuidas, uma vez que menos
tricurideos estavam se ligando as paredes intestinais e as respostas das células T
auxiliares tipo 17 (Th1l7) e reguladoras, as células T (Treg) estavam aumentadas
(Hayes et al., 2010).

Pode-se citar outros estudos experimentais que sugerem que tratamentos
antihelminticos podem alterar a suscetibilidade do hospedeiro a outras infeccdes
bacterianas e protozoarias (Knowles et al.,, 2013; Pedersen; Antonovics,
2013; Ezenwa,; Jolles, 2015), potencialmente removendo efeitos imunomodulatérios
do helminto ou interagcBes competitivas com outras espécies. Da mesma forma,
perturbando comunidades de parasitos através de tratamentos medicamentosos pode
ter efeitos negativos sobre a microbiota intestinal, mas tais estudos estdo apenas
comegando a surgir. Como outro exemplo, em camundongos infectados com T. muris,
o tratamento antihelmintico reverteu os declinios na diversidade de microbiota e
mudanc¢as composicionais foram observadas com infeccdo experimental (Houlden
et al., 2015), e em humanos infectados por helmintos usando albendazol, a
diversidade geral de microbiota diminuiu, com reducéo de Clostridiales e expanséao de

Bacteroidales (Ramanan et al., 2016).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00843/full#B96
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00843/full#B134
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00843/full#B134
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00843/full#B50
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00843/full#B82
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00843/full#B82
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00843/full#B145
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Em uma coorte de 109 criangas do ensino fundamental de Taichung (Taiwan),
em um estudo de Yang et al. (2017) foi avaliado que a infeccdo por Enterobius
vermicularis estava associada ao aumento da diversidade microbiana intestinal, houve
diminuicdo da abundancia relativa de Fusobacteria mas houve também uma
proporcdo enriquecida de Actinobacteria, incluindo o probiotico Bifidobacterium.
Verificou-se que a desparasitacdo pelo uso do mebendazol se relacionou com um
aumento adicional na diversidade bacteriana. No entanto, niveis mais baixos de IgA
no intestino foram detectados no grupo infectado com Enterobius vermicularis e
aumentaram em apenas metade dos individuos apés o tratamento com mebendazol.

Em um estudo semelhante em uma coorte de 99 criancas e adolescentes com
idades entre 7 e 18 anos foi avaliada a microbiota intestinal por sequenciamento do
gene 16S rRNA de amostras de fezes em criangcas com infecgdo por Opisthorchis
felineus antes e apOs o tratamento anti-helmintico (Praziquantel) em uma regido
endémica —Tomsk, Sibéria Ocidental, Federacdo Russa. Ndo houve mudanca na
diversidade alfa entre os grupos infectados com O. felineus e controle, porém foram
encontradas mudancas significativas na abundancia bacteriana em diferentes niveis
taxondbmicos entre os individuos infectados e n&o infectados. A familia
Enterobacteriaceae foi mais abundante em participantes infectados em comparacéo
com criancas nao infectadas. ApoOs a terapia com Praziquantel, houve diferencas
significativas na abundancia de alguns microrganismos, incluindo um aumento de
Faecalibacterium e diminuicio de Megasphaera. A desparasitacdo alterou a
abundancia de algumas bactérias, mas ndo a diversidade microbiana (Sokolova
et al., 2021).

No entanto, para a maioria dos tratamentos antiparasitarios, nada se sabe
sobre os impactos na microbiota, muito menos como o tempo, a frequéncia e a dose
do tratamento podem influenciar isso, e qudo duradouras ou reversiveis tais
perturbacdes podem ser. Da mesma forma, o tratamento com antibiéticos também
pode alterar a suscetibilidade dos hospedeiros a infeccfes parasitarias através de
interagbes parasito-microbiota. Conforme o exemplo citado, envolvendo a
administragéo do antibidtico Enrofloxacina em camundongos imunodeficientes que foi
capaz de diminuir microrganismos aerdbicos e anaerdbicos no intestino e resultou em
um numero significativamente reduzido de ovos de Trichuris muris e cargas de vermes

resultantes (Hayes et al., 2010).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00843/full#B76
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7

Por fim, o reaproveitamento de medicamentos € uma estratégia util para
acelerar o processo de desenvolvimento de medicamentos devido a custos mais
baixos, risco reduzido e menor tempo de comercializacéo devido a disponibilidade de
dados pré-clinicos (Padhy; Gupta, 2011). Nos ultimos anos, uma variedade de
iniciativas de reaproveitamento de medicamentos foram utilizadas, principalmente na
pandemia COVID19 (Irham et al., 2023) e podem também ser utilizadas com atencao
especial as doencas tropicais negligenciadas.

As estratégias atuais de tratamento da esquistossomose, baseadas
principalmente no Praziquantel, enfrentam desafios como a resisténcia e a falha em
prevenir a reinfeccdo e destaca a necessidade de estratégias complementares,
especialmente em regides com focos ambientais persistente. A reutilizacdo de
medicamentos, devido a restricbes econbmicas, € decisiva para as doencas
negligenciadas. O uso de recursos como a integracédo de terapias contra diversos
estagios da esquistossomose pode aumentar a eficacia e impedir a resisténcia
(Villamizar-Monsalve et al., 2024).

Um exemplo de associacdo de medicamentos pode ser citado como o
tratamento combinado de Praziquantel e Albendazol para a hidatidose
(equinococose), porque ambos 0s medicamentos apresentam um mecanismo de acao
diferente e o Praziquantel aumenta a biodisponibilidade do Sulféxido de Albendazol
guando os dois sdo administrados juntos (Panic et al., 2014).

Outro exemplo € a associacdo de artemisininas com Praziguantel. Revisfes
sistematicas e meta-analises concluiram que a combinacdo de artemisininas com
Praziquantel, mas ndo artemisininas sozinhas, pode levar a maiores indices de cura
do que Praziquantel sozinho, apesar da necessidade de estudos mais aprofundados
para eliminar possibilidade de viés e poder chegar em conclusdes mais definitivas.
Um maior efeito do tratamento combinado de artemisininas e Praziquantel pode ser
devido ao fato de que as artemisininas tém atividade contra estagios juvenis, enquanto
o Praziquantel afeta vermes adultos com pouca atividade contra os estagios juvenis
(Bergquist; EImorshedy, 2018; Pfarr et al., 2023).

Descobrir novos agentes ou utilizar estratégias associativas apresentam uma
abordagem abrangente para navegar pelos desafios complexos no campo das
doencas negligenciadas e é essencial para lidar com as preocupac¢des como a
resisténcia ao Praziquantel no enfrentamento da esquistossomose (Villamizar-
Monsalve et al., 2024).
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A expectativa é que os resultados apresentados neste Capitulo 1 possam
contribuir com novas pesquisas que tratem do reposicionamento de farmacos como
também da associacdo de medicamentos no ambito do enfrentamento da

eSC]UiStOSSOI'HOSE.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, na fase aguda da esquistossomose mansdnica em
camundongos BALB-c machos, foi possivel observar que o tratamento com
Praziquantel quando utilizado com as associac¢des: Praziquantel + Doxiciclina (IG-PD)
e Praziquantel + Gentamicina (IG-PG) diminuiram o ndmero de granulomas no
intestino e no figado, assim como alteraram significativamente os resultados das areas
dos granulomas no figado, embora a associa¢ao dos antibiéticos ao Praziquantel ndo
diferenciou estatisticamente em relagao ao tratamento com Praziquantel isolado.

Em relacdo aos parametros histologicos foi possivel observar que a associacéo
do Praziquantel aos antibidticos Doxiciclina e Gentamicina foi capaz de alterar as
caracteristicas da modulacdo granulomatosa. sendo o grupo tratado com a
associacdo Praziquantel + Gentamicina (IG-PG) o que apresentou a maior
porcentagem de granulomas exsudativo-produtivos em relagcdo ao grupo tratado
somente com o Praziquantel (IG-P). Por outro lado, ndo houve influéncia dos
tratamentos sobre a contagem numérica de leucécitos polimorfonucleares e de
mononucleares.

Quanto aos marcadores bioquimicos, Albumina, ALT e AST variaram
significativamente ao longo dos grupos, tendo sido observado aumento significativo
nos niveis circulantes de ALT no grupo Praziquantel + Doxiciclina (IG-PD), indicando
maior dano tecidual hepético. O aumento estatisticamente significante observado nos
niveis de AST no grupo tratado com Praziquantel + Gentamicina (IG-PG) indica uma
modulacdo acelerada tendendo para fase cronica.

Todos os tratamentos causaram uma diminuicdo significativa na reducao do
nimero de ovos/mm? no figado como também reducdo de material genético de
S. mansoni por mg de tecido hepatico analisado por PCR-Tempo real.

Em suma, foi observado que a associacdo Praziquantel + Doxiciclina (IG-PD)
potencializou o dano inflamatério associado aos granulomas hepaticos, causando
também uma desorganizacdo na estrutura da colagenizagdo, que se apresentou de
forma bastante difusa nos animais deste grupo. Por outro lado a associacdo do
Praziquantel & Gentamicina (IG-PG) demonstrou modular positivamente a resolucao

do processo granulomatoso.
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CAPITULO 2 - ANALISE COMPARATIVA DAS MICROBIOTAS HEPATICA E
INTESTINAL DE CAMUNDONGOS BALB/c NA
ESQUISTOSSOMOSE AGUDA

1 INTRODUCAO

O intestino humano abriga um microbioma diversificado composto por trilhGes
de microrganismos como bactérias, arquéias, virus e parasitos que sao importantes
para o bem-estar do hospedeiro (Naveed; Abdullah, 2021). A coevolucédo reciproca
entre mamiferos e microrganisnmos intestinais acontece héa centenas de milhdes de
anos. Atualmente, sabe-se que 0s seres humanos vivem em conjunto com inimeros
microrganismos existentes no exterior ou no interior do seu organismo, principalmente
no intestino (Davenport et al., 2017).

O microbioma humano pode ser considerado “uma comunidade microbiana que
ocupa um habitat razoavelmente bem definido, possuindo propriedades fisico-
quimicas distintas” (van der Meulen et al., 2016). No entanto, na literatura cientifica, o
termo surge também associado a Genética. Nesta area, o microbioma € visto como
um “conjunto de genomas dos microrganismos que vivem com 0 ser humano" ou como
um "segundo genoma do hospedeiro”, sendo que 0s préprios microrganismos sao
definidos como "microbiotas” (Coburn; Guttman, 2015).

A microbiota intestinal humana é definida entdo como a totalidade dos
microrganismos presentes na superficie epitelial do trato gastrointestinal humano
(Linares et al., 2016). A microbiota humana, especialmente a microbiota intestinal, é
considerada um "érgdo essencial" que integra aproximadamente 150 vezes mais
genes do que os encontrados no genoma humano, contendo cerca de 1000 espécies
diferentes de bactérias (Wang et al., 2017). A interrogacdo sobre as caracteristicas e
0S mecanismos subjacentes a essa relacao fez emergir conhecimentos que, ao longo
do tempo, tém sublinhado a relevancia da microbiota humana na manutencdo da
saude e no desenvolvimento de doengas (Davenport et al., 2017).

Apesar da importancia da microbiota na manutencéo da saude humana, a sua
composi¢cdo ainda n&o é totalmente conhecida. No entanto, os avangos técnico-

cientificos registados mais recentemente tém permitido analisar a microbiota com
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maior sensibilidade e especificidade (Mizock, 2015; Wang et al., 2017; Miyauchi et al.,
2023).

A maioria das pesquisas atuais que investigam os efeitos de parasitos na
microbiota aproveita a tecnologia de sequenciamento de Ultima geracdo, com um
estudo tipico para verificar mudangcas amplas na composicdo da comunidade
bacteriana intestinal apds infeccdo por parasitos usando sequenciamento de RNA
ribossémico 16S (rRNA). Sequenciamento de 16S rRNA € um método baseado em
PCR no qual primers direcionados a regides genéticas altamente variaveis sao usados
para amplificar o DNA bacteriano em uma amostra, e o pool resultante de sequéncias
analisadas para avaliar a abundancia relativa de microrganismos. Embora este
método forneca um importante primeiro passo para entender as interacdes parasito-
microbiota, agora precisamos olhar além das amplas mudancas taxonémicas que ele
pode revelar para sondar novos mecanismos e prever melhor os resultados da
infeccdo. Por exemplo, um aumento do género Bacteroides ap0s a infec¢do pode ter
varios efeitos sobre os hospedeiros, dependendo do contexto e de determinadas
espécies envolvidas. Um movimento para entender os papéis funcionais e
metabolicos dos microrganismos intestinais alterados por infeccdo parasitaria, além
de suas interagcdes com outras espécies microbianas, é agora necessario (Formenti
et al., 2021).

Além disso, durante a invasao de microrganismos ndo comensais, algumas
bactérias da microbiota intestinal sdo capazes de invadir a barreira da mucosa e se
translocar para outros compartimentos do corpo, causando doencas infecciosas locais
e sistémicas, por alcancarem sitios ndo convencionais de colonizacdo comensal.
Segundo Wiest e Rath (2003), a translocacao microbiana, mecanismo fisiolégico da
passagem de bactérias e seus produtos (endotoxinas) do limen intestinal, através da
lamina prépria, para os linfonodos mesentéricos, 6rgaos intra e extraperitoneais e
circulacdo sistémica, tem sido estudada como causa patoldgica quando estas
bactérias migram, aderem e se multiplicam em outros tecidos, como figado e baco.

Estudos mostram que microrganismos que compdem a microbiota intestinal
podem causar doenca sistémica em individuos imunodeprimidos ou mesmo naqueles
sem outras condicbes associadas. No entanto, os fatores que controlam a
translocacdo de microrganismos ainda sao pouco conhecidos e estao relacionados ao

agente e ao hospedeiro (Vaishnav, 2013; Rosero et al., 2014; Chen et al., 2020).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00843/full#B56
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De acordo com a literatura, existem varios fatores preponderantes para a
translocacdo bacteriana. Existe um consenso entre os autores que, para ocorrer a
translocacdo bacteriana, o processo esta associado a trés principais mecanismos: 0
aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, o perfil imunolégico e o aumento da
microbiota intestinal. Neste contexto, qualquer alteragdo de um ou todos esses
componentes, pode favorecer a passagem de bactérias ou antigenos para locais extra
intestinais, acarretando sérias complicacfes (Zeng; Inohara; Nuifez, 2017; Naaber
et al., 2000; Chancharoenthana et al., 2023).

Por exemplo, durante a infeccdo pelo S. mansoni, tem sido relatado a
ocorréncia de translocacdo de bactérias da microbiota intestinal para outros 6rgaos,
tais como linfonodos, baco e figado, sendo Escherichia coli uma bactéria frequente
(Lima et al., 2015; Furch et al., 2022; Araujo Fiuza et al., 2022).

A esquistossomose, como agente facilitador de doencas bacterianas, é
justificado analisando que a patogenia desta doenca provoca, além de alteracdes no
sistema imunoldgico, dano ao intestino, sistema porta e linfonodos mesentéricos.
Encontra-se ja documentada a associacao da esquistossomose com bactérias Gram-
negativas (Lambertucci, 1998). Ja foi descrita também a interacdo da
esquistossomose com bactérias Gram-positivas (Lambertucci et al., 1990). Ferraz
et al. (2005) sugerem que a presenca de bactérias aerdbicas no linfonodo mesentérico
como consequéncia da translocacdo bacteriana pode desempenhar um papel no
desenvolvimento de complicacdes infecciosas pds-operatérias, particularmente em
pacientes esquistossomoticos.

Diante disto, observa-se o importante papel da microbiota no desenvolvimento
da esquistossomose mansonica e desta forma, o objeto deste segundo experimento
€ investigar as possiveis alteraces na mucosa intestinal, os danos causados pela
deposicdo de ovos e a formacdo dos granulomas. Além disso, comparar as
microbiotas entre 0s grupos experimentais e avaliar uma possivel translocacéo

bacteriana por meio de um incremento de enterobactérias E. coli no grupo infectado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MICROBIOTA INTESTINAL E ESQUISTOSSOMOSE

O microbioma intestinal, em termos qualitativos e quantitativos € diverso e
dindmico, sendo um dos ecossistemas mais complexos e menos conhecido. Este
microbioma pode sofrer facilmente alteracdes resultantes de certas patologias, da
composicdo da dieta e dos distlrbios gastrointestinais (Sartor et al., 2008).

Cerca de 90% da comunidade bacteriana no adulto pertence as divisdes
Firmicutes (Gram positivas - 65%) e Bacteroidetes (Gram negativas - 25%), sendo que
0s anaerdbios dominam face aos aerébios. Os géneros anaerébios mais relevantes
incluem Bacteroides e Bifidobacterium (Marchesi et al., 2016). Os filos Proteobacteria
(incluindo Escherichia coli), Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia sao
encontrados com menos frequéncia na microbiota intestinal (Lange et al., 2016).
Salienta-se, ainda, a existéncia de uma elevada diversidade microbiana
interindividual, uma vez que cada ser humano possui um padrao bacteriano exclusivo,
o qual é determinado pelo gendtipo do hospedeiro (Li et al., 2016; Wang et al., 2017).

Até o momento, foi demonstrado que diferentes parasitos intestinais podem
aumentar, diminuir ou néo ter efeito na diversidade microbiana intestinal (Glendinning
et al., 2014; Lee et al., 2014; Mutapi, 2014; Schneeberger et al., 2018). Além das
alteracdes no microbioma intestinal associadas diretamente aos parasitos, 0s
tratamentos usados para controlar essas infeccdes também podem ter um impacto
significativo na abundéancia e na diversidade das bactérias intestinais (Kay et al.,
2015).

A infeccdo por Schistosoma mansoni provoca mudancas profundas na
composicao geral da microbiota intestinal do hospedeiro. Essas alteragdes indicam
um estado de disbiose que acompanha a migracao do ovo do parasito através da
parede intestinal e a formacéo de granulomas. Muitas dessas mudancas especificas
na microbiota estdo relacionadas a bactérias associadas a regulagdo do sistema
imunologico e a inflamacdo do hospedeiro. Essas descobertas sugerem que o
equilibrio entre as bactérias que tém propriedades imunorreguladoras e aguelas com
propriedades pro-inflamatérias durante a esquistossomose desempenham um papel

crucial na estrutura do estabelecimento efetivo da infeccdo e/ou da gravidade da
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doenca resultante das respostas imunes do hospedeiro a infeccdo (Jenkins et al.,
2018).

Segundo Lima et al., (2012), pacientes infectados com S. mansoni podem
apresentar comprometimento da circulacdo mesentérica devido a acéo traumatica,
irritativa e espoliativa dos parasitos adultos, que se alimentam de sangue e obstruem
0S vasos sanguineos. Além disso, uma agao traumatica também é causada pelos ovos
espiculados, que precisam atravessar a mucosa intestinal para serem eliminados nas
fezes. Contudo, uma parte desses ovos fica retida na mucosa, desencadeando em
uma reacgédo inflamatdria granulomatosa crénica.

Perturbacdes intensas da microbiota intestinal que levam ao desenvolvimento
de disbiose, sdo comumente observadas em doencas que envolvem inflamacédo no
intestino (Zeng; Inohara; Nufiez, 2017), como por exemplo a esquistossomose, que
gera um extenso processo inflamatério nos tecidos hepéticos e intestinais e isto pode
favorecer o processo de translocacéo de bactérias do intestino para outros tecidos e

orgaos.

2.2 TRANSLOCACAO BACTERIANA

O trato gastrointestinal (TGI) é reconhecido como um sistema organico com
funcdes que vao além das ac¢des simples de digestdo e excrecdo de alimentos. Além
disso, ele desempenha papéis metabodlicos e de defesa contra microrganismos e
substancias antigénicas (MacFIE, 2004). Sua arquitetura é altamente eficaz,
composta por diversos componentes essenciais. Esses componentes incluem uma
barreira celular formada por uma camada de células epiteliais colunares, que sdo
intercaladas com células especializadas, como linfocitos e células M. Além disso, o
trato gastrointestinal possui tecido linfoide associado ao intestino, suco gastrico,
enzimas pancredticas, bile, muco e conta com o processo de peristaltismo. Essa
complexa combinagédo de elementos permite que o TGl execute suas funcgoes,
garantindo a digestéo eficiente dos alimentos, a absor¢cdo de nutrientes essenciais e
a protecao contra agentes patogénicos invasores. O TGI é um orgao multifuncional e
vital para a manutencao da saude e do bem-estar do organismo (Galvéo, 2014).

O ambiente microbiano no trato gastrointestinal abriga uma ampla variedade
de microrganismos aerobios e anaerdbios, que atuam na prevencao da colonizagédo

por microrganismos patogénicos externos, por meio de diversos mecanismos, tais
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como a barreira de colonizag¢éo. Desta forma, as bactérias que comp&em a microbiota
intestinal permanecem no lumen intestinal, pois sdo contidos por esta eficiente
barreira mucosa. Em casos de injuria organica, aliada a presenca de uma microbiota
alterada, estas bactérias podem migrar para outros tecidos e 6rgdos (Zeng; Inohara;
Nuiez, 2017).

Evidenciados por dados e pesquisas, este fato levou a formagédo do conceito
de translocacdo microbiana. O intestino foi considerado o local mais importante na
origem das infeccbes causadas por translocacdo bacteriana, pelo fato de ser um
grande reservatorio de microrganismos (Zanoni et al., 2009). As bactérias mais
comumente encontradas em processos de translocacdo sao bactérias presentes na
microbiota intestinal normal, principalmente bacilos Gram-negativos aerébios e
facultativos. Bactérias anaerobicas, translocam apenas em situacfes em que 0O
intestino se encontra estruturalmente danificado (Zeng; Inohara; Nufiez, 2017).

Diversos elementos contribuem para a reducdo da eficacia dessa barreira,
incluindo processos inflamatérios que perturbem a homeostase local, desnutricao,
choque, uso de antibiéticos por via oral, administracdo de nutricdo enteral e parenteral,
obstrucao da vesicula, como também observado, em casos de disturbios psiquiatricos
(Galvéo, 2014).

Em um primeiro momento, a translocagéo foi definida como a migracao de
bactérias viaveis através da mucosa intestinal e da lamina propria para os linfonodos
e, possivelmente, para outros tecidos estéreis (Berg, 1995). Contudo, com o passar
do tempo, esse conceito foi revisado e ampliado. Atualmente, considera-se a
translocacdo como a passagem nao apenas de microrganismos viaveis, mas também
de microrganismos nédo viaveis, além de seus produtos, tais como endotoxinas e
antigenos, através do processo de aumento da permeabilidade intestinal. O processo
de translocacéao depende do papel de barreira exercido pela mucosa intestinal, sendo
auxiliada pelos componentes do sistema imune celular (enterécitos, macrofagos e
linfécitos T) e humoral (IgG, IgM e IgA secretéria) (Wiest; Rath, 2003).

Diversas pesquisas em animais tém revelado que a translocacdo é um
fendbmeno complexo, resultado de multiplos fatores. Um deles € o desequilibrio da
microbiota residente, levando ao crescimento excessivo de certas bactérias. Além
disso, eventos que impactam o sistema imunolégico do hospedeiro ou causam danos

fisicos a barreira intestinal podem, isoladamente ou em conjunto, facilitar a passagem
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de bactérias através do intestino (Gencay et al., 2008; Zanoni et al., 2009; Nikitenko;
Stadnikov; Kopylov, 2011).

A translocacdo € mais acentuada em determinadas linhagens bacterianas,
especialmente aquelas com maior capacidade de aderéncia e fixacdo ao epitélio
produtor de muco. Essa habilidade geralmente est4 associada aos bacilos entéricos
que possuem fimbrias, como alguns tipos de Escherichia coli. Embora varios
microrganismos possam atravessar a membrana intestinal, suas velocidades de
translocacdo variam consideravelmente (Galvao, 2014). Dentre as bactérias Gram-
negativas, as Enterobactérias, incluindo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Proteus mirabilis, apresentam uma translocacdo rapida. Por outro lado,
Staphylococcus epidermidis apresenta um indice intermediario de translocacao,
enquanto 0s anaerdébios, como Bacteroides, Clostridium e Fusobacterium,
apresentam uma translocagcao significativamente mais lenta (Berg, 1995; MacFIE,
2000; MacFIE, 2004).

O processo de translocacdo ocorre em trés estagios distintos. No primeiro
estagio, a bactéria penetra a mucosa intestinal, alcancando os linfonodos
mesentéricos. No segundo estagio, ocorre a migracdo da bactéria dos linfonodos
mesentéricos para 6rgdos como figado, baco, pulmdes e rins. Por fim, no terceiro e
altimo estagio, a bactéria dissemina-se pela cavidade peritoneal e pelo sangue,
desencadeando o desenvolvimento de sepse (Berg,1995).

E notavel que o macréfago tecidual desempenha um papel fundamental no
processo de translocacdo entre as células que compdem o tecido intestinal. Estudos
demonstraram que bactérias Gram-negativas, como a E. coli, marcadas com
substancias radioativas, conseguem atravessar o tecido através de um transito direto
pelos enterdcitos, alcancando a lamina prépria, onde sédo fagocitadas por macrofagos.
Estes macréfagos transportam entdo as bactérias até os linfonodos mesentéricos,
permitindo que as bactérias sobreviventes sejam liberadas (Wiest; Rath, 2003).

Os autores Rundles e Lin (1998) revelaram a ocorréncia do transporte direto
de Salmonella do trato digestério para a corrente sanguinea por meio de macrofagos
presentes na lamina prépria. Esses microrganismos, ao serem englobados pelos
macrofagos, deslocam-se até os nodulos linfaticos, figado, baco e medula éssea,
chegando finalmente a corrente sanguinea. Em muitos casos, o0 macréfago nao
consegue eliminar a Salmonella, tornando-se, assim, um veiculo de transporte para o

patogeno.
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No Brasil, o primeiro caso de bacteremia prolongada na esquistossomose
hepatoesplénica foi observado por Ferreira (1954), e definitivamente demonstrado por
Neves (1967), que detectou, por meio de hemoculturas seriadas, presenca persistente
da bactéria na corrente sanguinea por até 113 dias em pacientes esquistossomoticos
(Santana et al., 2013).

No Egito, 6 pacientes com esquistossomose, apresentaram, também, febre
prolongada, sendo que bacteremia por Escherichia coli foi encontrada em 5 casos, e
em 1 caso foi observado infeccdo do trato urinario pela mesma bactéria (Farid,
Trabolsi, Hafez, 1984). Outras pesquisas experimentais foram realizadas por outros
autores, que concluiram que ocorre maior susceptibilidade a infec¢des por bactérias
na esquistossomose (Rocha et al., 1968; Ottens; Dickerson, 1972; Ferraz et al., 1993).

Santana e outros autores (2013) observaram, em um estudo de revisédo
sistematica, que muitos dos microrganismos observados nas coinfeccbes com
S. mansoni compdem a microbiota normal do paciente, como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Desde entdo estas pesquisas avancaram buscando um entendimento entre
disfuncdo entérica, translocacdo bacteriana e esquistossomose (Araujo Fiuza
et al., 2022; Furch et al., 2022; Chancharoenthana et al., 2023).

Em um estudo que utilizou um modelo experimental de esquistossomose
crobnica em camundongos, foi observada a translocacdo de bactérias para 0s
linfonodos mesentéricos, baco, figado e sangue periférico, sendo mais prevalente em
camundongos fémeas. A capacidade de translocacdo observada foi maior em
linhagens especificas de bactérias, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, que possuem maior capacidade de
aderéncia e fixacdo ao epitélio produtor de muco. Desta forma, o trato digestério
funciona como reservatorios de disseminacdo de infeccdo potencial (Lima et al.,
2012).

Um outro fator que parece facilitar a translocacao bacteriana € a ocorréncia de
imunosupressédo na fase crénica da doenca. Conforme observam Lima, Teles e Castro
(2016), foi demonstrada a secrecdo de citocinas Thl pelas células hepaticas em
camundongos infectados por S. mansoni antes da postura dos ovos. Contudo, a
presenca de antigenos dos ovos levou a um aumento das citocinas Th2, resultando
em uma diminuicdo na secrecéo de IFN-y e IL-2, a0 mesmo tempo em que houve um

aumento nas concentragdes de IL-4 e IL-5, levando a modulagdo do sistema imune.
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Nesse sentido, Floudas et al. (2019), demonstraram que a infeccdo pelo
Schistosoma modula simultaneamente o sistema imunoldgico do hospedeiro e a
microbiota intestinal e foi capaz de melhorar a colite inflamatoria do hospedeiro, em
um estudo usando o modelo de sulfato de dextrana sédica (DSS) de colite ulcerativa
aguda em camundongos da linhagem BALBI/c.

Mais recentemente, Li et al. (2020), avaliando a microbiota intestinal em um
modelo murino para fibrose hepatica, corroboram com a hipotese que existe uma
relacdo entre a disfuncdo da barreira intestinal em animais com doencas hepaticas
cronicas e um aumento da translocacao de bactérias intestinais e seus componentes.
Devido a exposi¢cdo continua a lipopolissacarideos de bactérias gram-negativas da
microbiota intestinal, houve a sinalizacdo TGF- em células estreladas hepéticas que
foi ativada pela imunidade inata mediada pelo receptor Toll-like, aumentando a
secrecdo de matriz extracelular.

Desta forma, a esquistossomose demonstra possuir fatores favoraveis para
facilitar a translocacdo microbiana, como alteracdes imunologicas e da mucosa
intestinal, com a presenca de ovos espiculados que rompem a mucosa intestinal e de

granulomas que afetam o estrutura morfol6gica intestinal.

2.3 Escherichia coli

A Escherichia coli € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae,
comumente encontrada no intestino de mamiferos e aves. Embora seja considerada
uma bactéria comensal, é frequentemente apontada como um dos principais agentes
causadores de diarreia em seres humanos e animais, além de certas cepas terem
adquirido a capacidade de promover inflamacao intestinal e produzir toxinas como a
colibactina com potencial oncogénico. A familia Enterobacteriaceae incluem outros
simbiontes além da Escherichia coli como Klebsiella spp. e Proteus spp. Essas
bactérias residem em baixos niveis no intestino, situando-se proximas ao epitélio da
mucosa devido a sua tolerancia relativamente maior ao oxigénio difundido presente
nesse epitélio (Ahmed, 2007; Tilg et al., 2018).

Devido a este fato, nos recém-nascidos, os primeiros colonizadores do trato
gastrointestinal sdo anaerdbios facultativos, como as Enterobacteriaceae. Esses
microrganismos consomem 0 oxigénio, criando um ambiente propicio para a

subsequente colonizacdo de anaerobios estritos, como Bacteroides, Clostridium e
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Bifidobacterium, o que ocorre em questao de poucos dias apds o0 nascimento (Koening
et al., 2011).

Nos primeiros meses, o leite materno favorece a proliferacdo de fermentadores
de oligossacarideos, como Bifidobacterium. No entanto, ap6s o desmame e a
introducao de alimentos sélidos ricos em polissacarideos néo digeriveis pelas enzimas
do hospedeiro, ocorre uma mudancga na composi¢cdo da microbiota intestinal. Essa
mudanca leva a uma expansao dos fermentadores de polissacarideos, incluindo
Bacteroides, Clostridium e Ruminococcus, enquanto ocorre simultaneamente uma
diminuicdo na quantidade de Bifidobacterium e Enterobacteriaceae (Fallani et al.,
2011).

Por outro lado, as Enterobacteriaceae tém uma presenca notavel como
simbiontes em diversas condicdes relacionadas a inflamacéo, tais como doencas
inflamatorias intestinais (DII), obesidade, cancer colorretal, doenca celiaca e
tratamento com antibiéticos. Tanto mudancas ambientais quanto alteracdes
nutricionais, ocasionando a inflamacao no intestino, podem favorecer o crescimento
dessas bactérias. Em varios contextos, o intestino inflamado - seja por infeccdo de um
patogeno (Lupp et al., 2011) ou deficiéncias na imunidade do hospedeiro (Carvalho
et al., 2012) - parece criar um ambiente propicio para a expansao das
Enterobacteriaceae. Por exemplo, pacientes com doenca de Crohn ou colite
ulcerativa, duas formas de doenca inflamatéria intestinal, demonstram uma maior
prevaléncia de Enterobacteriaceae (Frank et al., 2007; de la Fuente et al., 2014).

Além do exposto, varios estudos indicam que cepas de E.coli comensais
podem conter um ou mais genes de viruléncia, o que |lhes confere potencial para
causar doengcas em animais imunosuprimidos e/ou saudaveis. A aderéncia é o
principal fator envolvido na colonizacdo intestinal. A E. coli expressa fimbrias e
adesinas nao-fimbriais, que sdo responsaveis pela adesdo as células epiteliais do
intestino. Essas caracteristicas sao vantajosas tanto para seu papel como
componente normal da microbiota intestinal (podendo inclusive atuar como probiotico
e competir com microrganismos patogénicos), quanto para seu papel como patégeno
(Bélanger et al., 2011; Stecher et al., 2012; Mansour; Asrar; Elhenawy, 2023).
Portanto, devido a esta maior capacidade de aderéncia e fixagdo ao epitélio produtor
de muco facilitado pela presenca de fimbrias, cepas de E. coli possuem maior

capacidade para realizar a translocacao para outros tecidos e 6rgaos.
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2.4 MetataxonOmica

Até o final dos anos 1990, a microbiota intestinal era tradicionalmente avaliada
pela analise de isolados a partir de métodos de culturas de anaerdbios estritos e
facultativos (Hayashi et al, 2003). Com o advento da biologia molecular, varias
técnicas de identificacdo bacteriana tém surgido ao longo das ultimas décadas,
permitindo diagndsticos mais rapidos, precisos e seguros.

A unido entre a Biologia Molecular e a Engenharia trouxe um rapido e
impressionante progresso a partir do desenvolvimento de tecnologias de
Sequenciamento de Alto Rendimento, as quais, associadas a um desenvolvimento
continuo de ferramentas de Bioinformatica, fornecem solucfes para varios problemas
no campo da Genética e da Biologia (Levy; Myers, 2016).

Dentre as areas beneficiadas, essa técnica permitiu o estabelecimento de
novas abordagens no estudo de diversidade, gendmica e funcédo génica de
microrganismos ditos “nao cultivaveis”, dada a dificuldade em cultivar grande parte da
microbiota presente na natureza, onde se estima que apenas algo entre 0,1 e 1,0%
sejam cultivaveis por meio de métodos tradicionais de cultivo (Streit; Schmitz, 2004).

Os avancos na analise metagenémica com o advento do sequenciamento de
Ultima geracdo ampliaram nosso conhecimento sobre comunidades microbianas em
comparacao com técnicas convencionais, fornecendo uma abordagem avancada para
identificar microrganismos novos e nao cultivaveis com base em suas informacdes
genéticas derivadas de um ambiente especifico (Lema; Gemeda; Woldesemayat,
2023).

O sequenciamento de alto desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA
€ uma técnica poderosa para a andlise da composicdo microbiana em diversos
ambientes (Zhang et al., 2023). O gene 16S rRNA € altamente conservado entre
diferentes espécies de bactérias e arqueias, mas contém regides hipervariaveis que
podem ser usadas para a identificacdo e classificagdo de microrganismos. As regioes
V3 e V4 sdo especialmente importantes porque oferecem um equilibrio 6timo entre
comprimento de leitura e variabilidade suficiente para distinguir entre diferentes
grupos taxondémicos (Desidério, 2022).

A metagendmica € uma técnica para o exame de DNAs presentes em habitats
regulares por meio da extragdo direta de DNA. A metagendmica pode ser dividida em

dois tipos principais, como a metagendmica Shotgun, que requer o sequenciamento
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de genes inteiros na comunidade microbiana, e o sequenciamento Amplicon daqueles
gue se concentram em uma parte significativa do gene para estudos de taxonomia,
como 16 s rRNA, 18 s rRNA e Espacador Interno Transcrito (ITS, do inglés Internal
Transcribed Spacer) (Lema; Gemeda; Woldesemayat, 2023).

E importante destacar que os levantamentos do gene 16S rRNA s&o
frequentemente chamados de estudos metagendmicos, embora ndo sejam. Na
analise do gene 16S rRNA, o estudo é focado em um Unico gene usado como
marcador taxonémico. Por outro lado, a metagen6mica estrutural visa investigar os
genomas dos membros da comunidade microbiana. Nesse sentido, a ultima
abordagem permite a reconstrucdo geral da estrutura da comunidade, potencialmente
revelando vias metabdlicas de todo o microbioma e atribuindo papéis geoecoldgicos
menores ou maiores aos membros da comunidade. Importante observar que 0s
levantamentos do 16S rRNA e a metagen6mica ndo sdo mutuamente exclusivos; pelo
contrario, abordagens que estabelecem uma ligacao entre as andalises do 16S rRNA
com genes ou vias metabdlicas tém se mostrado Uteis na determinacédo do potencial
funcional de um microbioma. Assim, a combinacdo dessas estratégias
complementares permite uma exploracdo mais profunda de questdes bioldgicas
relevantes na ecologia microbiana, como “quem sdo os membros da comunidade?” e
“quais sao seus papéis funcionais?” (Alves et al., 2018).

Sugere-se entdo que estudos focados na diversidade taxonbémica, que
consistem em avaliar quais microrganismos estdo presentes em uma determinada
amostra ambiental, sejam denominados metataxonémicos ou "metabarcoding”. Esse
tipo de abordagem utiliza genes marcadores, como 0 gene da pequena subunidade
ribossomal 16S (gene 16S rRNA) para bactérias e arqueas (Janda; Abbott, 2007) e o
Espacador Interno Transcrito (ITS) para fungos (Schoch et al.,, 2012). Embora
frequentemente referidos como estudos metagendmicos devido a origem da amostra
ser metagendémica, a abordagem em si nao é metagendmica, pois esta focada em um
anico gene e ndo no conteudo génico total da amostra (Quince et al., 2017).

Desta forma, neste estudo o foco foi uma analise metataxondmica, utilizando o

Sequenciamento do gene 16S rRNA.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar em camundongos BALB/c machos, com esquistossomose
mansonica em fase aguda e inoculados com Escherichia coli, as alteragbes

histopatoldgicas intestinais e as variacdes das microbiotas intestinal e hepatica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir o objetivo proposto neste estudo, buscou-se:

a) analisar o impacto da coinfec¢do por Schistosoma mansoni e Escherichia coli
no intestino de camundongos BALB/c por meio de técnicas histopatolégicas;

b) investigar possiveis alteracdes na composicdo das microbiotas hepatica e
intestinal dos camundongos BALB/c ndo-infectados e infectados, durante a
fase aguda da esquistossomose por meio de técnicas de metataxondmica

(Sequenciamento do gene 16S rRNA).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
pesquisa com animais da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), parecer
0024/2020, e seguiu 0s preceitos de experimentacdo animal previstos nas
recomendagdes do “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, constante no
NIH (2011).

4.2 ANIMAIS

Camundongos machos BALB/c com 8 semanas de idade, pesando
aproximadamente 25g, foram inoculados no dorso, individualmente, com 50 cercérias
de S. mansoni, por via subcutanea, seguindo o protocolo do Centro de Pesquisas
René Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos em gaiolas
devidamente identificadas, com racdo e agua ad libitum e mantidos em sala com
temperatura, iluminacdo e umidade controlados durante todo experimento, sob
condicbes padronizadas de iluminacdo (ciclo de claro/escuro de 12h/12h),
temperatura (23° C) e umidade (60+10%).

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram randomicamente divididos em grupos conforme o esquema

a sequir:
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VR
Camundongos machos
BALB/c
n=3 n=>5 /n:es\ n==6
Controle ndo infectado Controle infectado Infectado tratado Infectado tratado
(CG) (IG-CG) Salina Estéril (IG-SS) E. coli (IG-EC)

"V

8 eInfeccao

o eSusp. E. coli
SoubEuEERY o 5() cercarias P

4.3.1 Inoculacdo com a enterobactéria Escherichia coli

R~

eEutanasia

A bactéria Escherichia coli (Cepa ATCC 25922 - American Type Culture

Collection) cresceu por 24 horas em caldo LB — Luria Bertani (20 ml) a 37°C e 120

rpm. Apdés o crescimento, foi retirada uma aliquota para determinar o nimero de UFC

por titulagdo em placas contendo meio LB agar 1,5% (103 a 10°).

Os animais com 60 dias apés infectados, foram inoculados com 100 pl desta

suspensdo na concentracdo de 10** UFC/ml, por gavagem (IG-EC). O grupo controle

(IG-SS) recebeu salina estéril, também por gavagem.
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4.3.2 Eutanédsia dos animais e coleta de material

A eutanasia dos camundongos foi realizada 24 horas ap0s a inoculagdo com a
enterobactéria Escherichia coli, ocorrendo com 61 dias apds a infeccdo com
S. mansoni (Dias et al., 2019; Santos et al., 2021). Para cada animal, foi realizada a
coleta das fezes, manipulando o animal em fluxo laminar de forma a induzir a
defecacdo em cima de uma placa de Petri estéril coletando 2 a 3 pelotas de fezes em
um tubo Eppendorf estéril. Cada tubo foi pesado. Foi entdo adicionado 1000 pL de
PBS estéril em cada tubo. O tubo foi vortexado até a completa dissolucéo das fezes.
Esta suspenséo foi congelada a -80°C para extracdo de DNA com kit de extracédo de
DNA.

ApoOs a coleta das fezes, os camundongos foram submetidos a eutanasia por
overdose de anestésico (Ketamina associada a Xilazina na proporcao de 2:1), onde
foi feita a administracao intraperitoneal de Ketamina (0,1 mg/kg de peso corporal) e
Xilazina (0,05 mg/kg de peso corporal). Foram realizadas toracotomia e laparotomia
mediana para coleta de amostras do intestino, os quais foram coletados para
realizacdo das andlises histolégicas. Estas amostras foram fixados em solucdo de
formaldeido para andlises posteriores.

4.3.3 Extracao de DNA de fezes e figado

O DNA total da microbiota de fezes e de figado foram extraidos utilizando o kit
QIAamp® Fast DNA Stool Mini kit (QIAGEN Strasse |, 40724 Hilden, GERMANY) de
acordo com protocolo do fabricante. Para a extracdo, foram utilizados 200 yL do
material colhido e macerado ap6s a eutanasia que foi congelado a -80°C, e este
material foi usado entdo no processo de extracdo de DNA. A qualidade do DNA
extraido foi verificada através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% e as bandas
visualizadas com transiluminador de luz ultravioleta. Os DNAs foram quantificados por

fluorescéncia em NanoDrop Jenway Genova 3-in-1 Spectrophotmeter.

4.3.4 Histopatologia e anélise morfolégica

O intestino grosso dos camundongos de todos 0s grupos experimentais foram

removidos e fixados em solucéo de formaldeido 4% tamponada neutra, processados
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rotineiramente e incluidos em parafina. Foram realizados cortes semiseriados com
espessura de 5 micrometros (um), desprezando um espagamento entre os cortes de
120 um. Os cortes microscopicos foram corados com hematoxilina/eosina (HE), para
observacdo dos aspectos histomorfologicos do tecido. As imagens das laminas
histologicas foram capturadas com uma camera digital ligada a um microscopio. As
imagens obtidas foram processadas e analisadas por software analisador de imagem.
Para a contagem e quantificacdo do infiltrado inflamatoério (células mononucleares:
monocitos e linfocitos; e polimorfonucleares (neutrofilos e eosinofilos) foram
realizadas dez imagens nos cortes histoldégicos de cada animal em objetiva 100 x. As
imagens obtidas foram processadas e analisadas por software analisador de imagem
(AxioVision). Foram mensurados o0s parametros: Densidade numérica dos
granulomas, Area de granulomas (um?) e além da quantificacdo do infiltrado
inflamatério (células mononucleares: mondcitos e linfocitos; e polimorfonucleares:

neutréfilos e eosinofilos).

4.3.5 Metataxondmica

A identificagdo de bactérias foi realizada utilizando-se o sequenciamento de
alto desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. O preparo das bibliotecas
seguiu um protocolo proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). Foi
realizada a amplificacdo com primers para regido V3-V4 do gene 16S rRNA, 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG, doi: 10.1371/journal.pone.0007401) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT, doi: 10.1038/ismej.2012.8). As bibliotecas foram
sequenciadas utilizando-se o equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina Inc.,
USA). Utilizou-se sequenciamento for paired-end, os kits V3 com 600 ciclos ou V2
com 500 ciclos. Para single-end, o kit V2 com 300 ciclos foi utilizado. As sequéncias
foram analisadas por meio do pipeline Sentinel. No pipeline Sentinel os arquivos fastq
foram avaliados quanto a qualidade Phred (QP) usando o programa FastQC v.0.11.8
(Andrews, 2010). A seguir, os arquivos fastq foram submetidos a trimagem de primers
e sequéncias com baixa qualidade (Phred < 20). O software proprietario utilizado para
tal finalidade foi construido em Python v.3.6, sendo este inspirado nas funcionalidades
do projeto BioPython (Cock et al. 2009). Para dados paired-end, antes da etapa de
trimagem, dois pares de arquivos (R1 e R2) foram unidos em um s arquivo usando

pandaseq v.2.11 (Masella et al., 2012). Clusters com abundéancia menor do que 2,



107

foram removidos das andlises, pois tais estruturas normalmente sédo relacionadas a
sequéncias quimeras (Smyth et al., 2010). As identificacbes taxonémicas foram
realizadas com blastn v.2.6.0+ (Altschul et al., 1990), usando como referéncia um
banco de dados proprietario ou publico. Quanto a definicdo de uma classe, dentre os
20 hits retornados para cada cluster, uma instrugdo em Python avaliou se um dos trés
quesitos foram atendidos pelos hits: 1) maior bit-score; 2) menor evalue; e 3)
taxonomias com maior representacao. Os hits que atenderam um dos itens anteriores,
foram escolhidos como espécie representante, essas analises foram realizadas na
plataforma computacional da Amazon, onde a estrutura de bioinforméatica da
Neoprospecta esta hospedada. As andlises de DMD Bactéria e Fungo, puderam ser
feitas contra bancos de dados de referéncia para os genes 16S rRNA e ITS
proprietarios ou publicos. O pipeline de bioinforméatica realizou as analises contra os
bancos de dados proprietarios. Os bancos de sequéncias para 0os genes 16S rRNA e
ITS, contam com sequéncias de genes completos (em sua maioria), 0s quais contém
sequéncias recuperadas de genomas, ndo ambiguas e filtradas para sequéncias
guimeras. No entanto, além das analises feitas a partir destes bancos préprios de
sequéncias podem ser usados bancos de dados publicos. Os bancos de dados
publicos que podem ser utilizados sdo o Silva (Quast et al., 2013) e Greengenes
(DeSantis et al., 2006).

4.3.6 Andlise estatistica

Os dados foram estatisticamente analisados utilizando-se o0 programa
GraphPad Prism verséo 8, Software, La Jolla, Califérnia, EUA. Foi realizado o teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov e, na sequéncia, aplicando a analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para multiplas comparacdes. Para as
analises metataxondmicas foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk seguido
do teste Wilcoxon para as andlises de diversidade alfa e o teste Permanova para a
diversidade beta. Para todas as analises o nivel de significancia adotado foi a = 0,05,

sendo considerado aceitavel valores de p<0,05 como significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os granulomas hepaticos e intestinais, ainda que parecam semelhantes,
possuem diferencas no tamanho, composicado celular e na deposicdo de matriz
extracelular (Schwartz; Fallon, 2018; Costain et al., 2018). Considerando que a
presenca de granulomas pode levar a alteragdes na arquitetura da mucosa intestinal,
no intestino grosso dos animais infectados com S. mansoni a resposta inflamatoria ao
redor dos ovos do parasito é (til para que estes consigam atravessar as camadas do
intestino em direcao a luz do 6rgdo para serem eliminados juntamente com as fezes,
completando o ciclo de vida do parasito (Amaral et al., 2017; Dias et al., 2018).

Na andlise histopatologica do intestino dos animais foi possivel observar a
presenca de ovos na mucosa e submucosa do 6rgdo, com ou sem a presenca de
granulomas. Os granulomas formados ao redor de ovos maduros no intestino
mostraram uma mistura de proliferacao e caracteristicas exsudativas, com um extenso
infiltrado de células inflamatoérias (FIGURA 15). Esses resultados foram obtidos a partir
da coloragdo com Eosina e Hematoxilina em camundongos infectados e nao

infectados pelo S. mansoni em fase aguda (8 semanas apos a infeccao).



109

Figura 15 - Fotomicrografias de intestino de camundongos
infectados com  Schistosoma mansoni e

necropsiados com 8 semanas apos a infeccao

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: A — Intestino de camundongo do grupo néo infectado. Objetiva de 10x.
B - Intestino de camundongo do grupo infectado. Objetiva de 20x. C -
Granuloma esquistossomaotico no intestino do grupo infectado por
S. mansoni tratado com salina estéril. Objetiva de 20x. D - Intestino de
camundongo do grupo infectado por S. mansoni e inoculado com a
suspenséo de E. coli. Objetiva de 20x.

A analise histopatoldgica do intestino revelou as seguintes caracteristicas nos
diferentes grupos de camundongos: nos animais néo infectados CG (Figura 15A), as
criptas intestinais exibiram epitélio bem definido e a lamina prépria com suas
estruturas bem preservadas. No grupo infectado IG (Figura 15B), observou-se a
presenca de um granuloma na lamina propria da camada mucosa, acompanhado por
células PMN (polimorfonucleares) e MN (mononucleares), além da auséncia de
definicdo no epitélio das criptas intestinais e um aumento na celularidade da lamina
préopria. No grupo IG-SS (Figura 15C), foi possivel observar o ovo do S. mansoni

formando um granuloma, cercado por uma grande quantidade de células PMN e MN.
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Na analise histopatoldgica do grupo IG-EC (Figura 15D), identificou-se um granuloma
contendo o ovo entre as camadas mucosa e submucosa, bem como fragmentos de
ovos na camada submucosa, enquanto as criptas intestinais ndo apresentavam
definicdo clara. Observa-se que a analise histopatol6égica demonstrou que a estrutura
bésica da mucosa coldnica foi danificada pelos granulomas induzidos pela grande
guantidade de ovos de S. mansoni retidos neste érgéo.

Ja é conhecido que as fémeas de vermes S. mansoni produzem cerca de 300
ovos por dia e os depositam perto da vasculatura que circunda os intestinos, onde
exploram o mecanismo de prote¢&o do hospedeiro para facilitar a passagem dos ovos.
Os ovos sdo organismos viaveis, metabolicamente ativos e altamente antigénicos.
Eles aderem ao endotélio dos vasos sanguineos mesentéricos e devem induzir uma
inflamac&o regulada no intestino, levando a uma resposta granulomatosa necessaria
para a translocacdo para o lumen intestinal e a excregdo bem-sucedida nas fezes
(Hams; Aviello; Fallon, 2013).

Foi observado por Turner e colaboradores que os ovos de S. mansoni s&o
abundantes em areas com placas de Peyer, onde as secrecdes de ovos causam perda
de celularidade, facilitando a transi¢cdo. De fato, em apoio a isso, camundongos sem
placas de Peyer excretam menos ovos. Na figura 15C observa-se a formacdo de um
granuloma em uma Placa de Peyer.

Vale ressaltar novamente que o0s granulomas intestinais sdo distintos dos
granulomas hepéaticos e terdo caracteristicas do que é visto nos granulomas hepaticos
em estagio inicial (Mayer et al., 2017) e séo Uteis tanto para o hospedeiro quanto para
0 parasita que necessitam manter o hospedeiro intacto. Um outro aspecto que
diferencia os granulomas intestinais ocorre em relacdo a formacéo e degradacéo de
colageno. Enquanto a deposicdo de colageno leva a imunopatologia no figado, a
degradacdo do colageno pode ser mais importante em granulomas intestinais. Oito
semanas apos a infeccdo, o contetdo de coldgeno em granulomas hepéticos ja esta
significativamente aumentado, mas apenas uma deposi¢cdo minima € observada no
intestino, onde o colageno s6 vai ser encontrado na fase crbnica. Além disso, a
estrutura do colageno ocorre de forma concéntrica no figado, enquanto uma
deposicao descontinua é observada no intestino. Considerando também que foram
encontradas no colon de camundongos cronicamente infectados metaloproteinases

da matriz com expressao elevada de transcritos MMP-2, MMP-3 e MMP-8 todos os
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quais possuem atividade de colagenase (Grimaud et al., 1987; Schwartz; Fallon,

2018).
Em relacdo ao numero de granulomas encontrados entre os diferentes grupos

de animais no experimento o Grafico 14 ilustra a média do nimero de granulomas.

Gréfico 14 - Numero de granulomas/mm? no intestino de
camundongos infectados com S. mansoni
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Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG-CG - Animais infectados com S. mansoni; 1G-SS — Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Solugéo salina estéril; 1G-
EC - Animais infectados com S. mansoni e inoculados com a

suspensdao de Escherichia coli.

Observou-se que o grupo infectado (IG-CG) apresentou 0 maior nimero de
granulomas/mm?, porém ndo houve diferenca estatistica quando comparado aos
demais grupos experimentais (IG-SS e IG-EC). Porém é importante ressaltar que,
devido ao curto tempo entre a infeccdo com a suspensao de E. coli e a eutanasia, ndo
eram esperados resultados significativamente diferentes.

Em relacdo a area percentual dos granulomas, o que significa a area total
ocupada pelos granulomas dentro uma determinada unidade de area de tecido
intestinal (%), nota-se, no Gréfico 15, que ndo houve diferenca estatisticamente

significante entre 0s grupos experimentais.
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Grafico 15 — Area percentual dos granulomas no intestino de

camundongos infectados com S. mansoni

40—
ns
S
@ 304
g I
2 20—
-
O
S 10
<L
0- |
O S O
o 9«
O O Y

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG-CG — Animais infectados com S. mansoni; 1G-SS — Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Solugéo salina estéril; 1G-
EC - Animais infectados com S. mansoni e inoculados com a
suspensao de Escherichia coli.

7z

A estrutura celular do granuloma esquistossomoético é composta por
eosinofilos, macrofagos, linfécitos, neutrofilos, mastocitos e fibroblastos (Souza et al.,
2011). Para observar a composicdo do infiltrado de células inflamatérias nos

granulomas intestinais, no Grafico 16 sao apresentadas as médias de
polimorfonucleares/mm?2.
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Gréfico 16 - Contagem de leucécitos polimorfonucleares/mm? no

intestino de camundongos infectados com S. mansoni

“E 60

. .

>

z

5 407 T

=

o

o

@ 20

o

(]

£

= 0- l
o o O
[ M
AU

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG-CG — Animais infectados com S. mansoni; 1G-SS — Animais
infectados com S. mansoni e tratados com Solugéo salina estéril; 1G-
EC - Animais infectados com S. mansoni e inoculados com a
suspensao de Escherichia coli.

Observa-se que o grupo infectado (IG-CG) apresentou o maior nimero de
células, enquanto o grupo inoculado com a suspenséo de E. coli (IG-EC) exibiu o
menor numero de células, porém os resultados nao diferiram estatisticamente entre si
(p>0,05). No Gréfico 17, sdo comparadas as médias de mononucleares (mondcitos e
linfocitos).
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Gréfico 17 - Contagem de leucécitos mononucleares/mm? no intestino

de camundongos infectados com S. mansoni

[EEN

a1

o
]

ns

1004

Numero de células MN/mm?
(o1}
o
1

o
1

1
o L O
@ P &
¢ ¢ @

Fonte: Da autora (2024)

Legenda: IG-CG — Animais infectados com S. mansoni; IG-SS — Animais infectados com
S. mansoni e tratados com Solugéo salina estéril; IG-EC - Animais infectados
com S. mansoni e inoculados com a suspenséo de Escherichia coli.

Nota-se que ndo houve diferenca significativa entre os grupos estudados; no
entanto, os animais do grupo tratado com E. coli indicaram uma tendéncia para um
maior numero de células mononucleares, devendo-se também levar em consideracéo
o fator temporal curto entre a intervencdo com a suspensao de E. coli e a eutanasia,
porém necessario para o intuito da pesquisa em analisar a microbiota apds o aporte
da bactéria E. coli.

O granuloma esquistossomatico tem sido estudado extensivamente durante
décadas e ha um consenso de que a composi¢ao do granuloma varia temporalmente
e entre as espécies. Em um estudo de Warren e Domingo (1970), aos 16 dias apds a
injecdo intravenosa de ovos de S. mansoni em camundongos, o0s eosinéfilos
responderam por 50% do granuloma, com o restante constituindo principalmente de
macréfagos e neutrofilos. A medida que a infecgdo progride, experimentos mostraram
que os granulomas em estagio avancado em camundongos sdo caracterizados por
uma diminui¢cdo de macrofagos e neutréfilos e um aumento de células semelhantes a
linfocitos e células plasmaticas na periferia da inflamacéo periportal. A presenca de

células plasmaticas sugere producdo local de anticorpos, e lesbes necroticas com
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células polimorfonucleares sugerem reacdes mediadas por complexo antigeno-
anticorpo.

Nesse mesmo sentido, em uma pesquisa de Silva e colaboradores (2000),
durante a fase intermediaria dos granulomas intestinais, os eosinéfilos eram menos
numerosos, enquanto os macrofagos e os fibroblastos tornaram-se mais
proeminentes. Este fato demostra que a resposta inflamatoria e imunologica estéo
sendo moduladas do tipo Thl para Th2, caracterizada pela producéo de IL-4, IL-5 e
IL-10 e IL-13 com baixos niveis de IFN-y (Araudjo et al. 2004). Esta resposta do tipo
Th2 passa entdo a ser predominante e é a responsavel pela modulacéo da producao
e das funcbes efetoras dos mediadores pré-inflamatoérios (Cheever et al., 2000),
exercendo um papel protetor para o hospedeiro, resguardando-o dos antigenos
toxicos soluveis do ovo.

Adicionalmente, a respeito do papel da imunomodulacdo e a relagcdo com
bactérias, pode-se citar o que foi observado no trabalho de Drage et al. (2016) onde
avaliou-se que concentracdes elevadas de IL-10 na urina estdo associadas a
persisténcia de Escherichia coli em pacientes idosos suscetiveis a infeccdes
recorrentes do trato urinério. Nesta pesquisa, notou-se que quando as concentracdes
de citocinas de amostras de urina negativas para E. coli foram comparadas aquelas
contendo 210° UFC/ml de bactérias, um aumento significativo em IL-10 (6,45 + 12,26
pg/ml versus 10,57 = 20,85 pg/ml (p = 0,04) foi observado. O impacto do tratamento
com antibiéticos em relacdo a IL-10 ndo apresentou significAncia estatistica.
Essencialmente, o hospedeiro cria uma homeostase imunoldgica no trato urinério
inferior que suporta a persisténcia bacteriana, ou seja, concentracdes
acentuadamente altas de IL-10 foram propostas para promover um ambiente
imunossupressor.

Importante destacar também o papel de extrema importancia na regulacao da
infeccdo por esquistossomose exercido pelas células T reguladoras (Tregs), que
podem ser categorizadas em Tregs induziveis (iTregs), que aumentam durante as
infec¢des, e Tregs naturais (nTregs), que sdo uma forma enddégena dessas células
(Jonuleit e Schmitt, 2003). Frequéncias aumentadas de Tregs humanos foram
descritas em infecgbes por S. mansoni e S. japonicum. Estudos murinos
demonstraram que, apds a infeccdo com S. mansoni, a porcentagem de nTregs
(CD4*, CD25* e Foxp3*) aumentou durante o estagio cronico da doencga, contrastando

com o papel dos iTregs que estavam envolvidos na regulacdo por meio da producéo
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de IL-10. A transferéncia adotiva de células T CD25 e CD4* para camundongos
deficientes em células B e T resultou em um aumento na patologia hepatica e
mortalidade durante a infeccdo por S. mansoni, sugerindo um importante papel
regulador para Tregs durante a infeccdo murina. Além disso, o envolvimento de Treg
em granulomas colonicos murinos perto do local da infeccdo demonstrou ser dinamico
ao longo do curso da doencga. Durante os estagios crbénicos da infec¢cao, houve um
aumento aproximado de quatro vezes em Tregs CD4*, CD25* e Foxp3* em
granulomas colbnicos. As Tregs CD4* e CD25* recrutados pelo colon foram
considerados fortes moduladores de respostas Th2, incluindo tamanho do granuloma
e eosinofilia, sugerindo um papel na modulacdo da esquistossomose intestinal. O
ambiente entérico também foi mais favoravel ao desenvolvimento de Tregs CD4* e
Foxp3* em relacdo ao ambiente hepatico, o que pode explicar por que os granulomas
colénicos foram modulados mais rapidamente do que os do figado ap6s a fase aguda
e por que os granulomas hepaticos mantiveram seu tamanho e celularidade durante
a fase cronica (Llanwarne; Helmby, 2021).

Relativo ao outro aspecto a ser abordado nesta tese, que € investigar possiveis
alteracOes causadas pela esquistossomose aguda na composi¢cdo da microbiota
intestinal dos camundongos BALB/c infectados em comparagéo aos nao-infectados,
pode-se inferir que a esquistossomose como agente facilitador de doencas
bacterianas, ja foi documentada na associacdo com bactérias Gram-negativas,
principalmente Escherichia coli (Teixera; Bina; Barreto, 1976; Farid; Trabolsi; Hafez,
1984). Assim como j& foi descrita a interacdo da esquistossomose com bactérias
Gram-positivas (Labertucci et al., 1990). De maneira similar, estudos experimentais ja
documentaram maior ocorréncia de abscesso hepatico estafilococico em
camundongos portadores de esquistossomose quando comparados aos controles
sem a doenca (Texeira et al., 1995). Vale ressaltar que o processo granulomatoso
intestinal, além da funcéo de facilitar o processo de translocacéo do ovo para o lumen
gastrointestinal e proteger os tecidos do hospedeiro de respostas imunes exageradas
contra 0s ovos antigénicos, também interferem na translocacao bacteriana do intestino
para a circulacdo do hospedeiro (Hams; Aviello; Fallon, 2013).

Acredita-se que, para que ocorra a passagem de microorganismos e
endotoxinas da luz intestinal para a corrente sanguinea, haja a necessidade da
existéncia isolada ou conjunta de danos na imunidade do paciente, alteracdo da

microbiota ou quebra da barreira defensiva da mucosa intestinal (Dwinell et al., 2003;
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Wiest; Rath, 2003). Ainda existem muitas perguntas a respeito da associacdo de
translocacédo bacteriana e esquistossomose mansonica, mesmo sabendo que o ultimo
provoca, aléem de alteracfes no sistema imunoldgico, dano ao intestino, sistema porta
e linfonodos mesentéricos. Estas injurias causadas no intestino estdo associados aos
ovos do parasito que passam ou ficam presos nos tecidos intestinais, induzindo
inflamacé&o granulomatosa da mucosa com microulceracdes, sangramento superficial
e, as vezes, pseudopolipose. Pseudopodlipos sdo massas projetadas de tecido
inflamatorio que se desenvolvem durante a fase de cicatrizacdo em ciclos repetidos
de ulceracdo (Mcmanus, 2018).

No caso das bactérias aerébicas Gram-negativas, a translocagéo pode ocorrer
com certa facilidade, até mesmo em individuos nao injuriados, com enterécitos
intactos. Bactérias anaerodbicas, translocam apenas em situacdes em que o intestino
se encontra estruturalmente danificado. Estudos mostram que bactérias intestinais
podem causar doenca sistémica em individuos imunodeprimidos sem outras
condicbes associadas. Acredita-se que disfuncbes imunes sejam capazes de
promover primariamente translocacéo bacteriana (Wiest; Rath, 2003).

Em consonancia com estudos que tem mostrado a presenca de E. coli no
figado, quando obstru¢cdes ocorrem em ductos, como 0s vistos na infeccao pelo S.
mansoni (Jeyarajah et al., 2006), outros autores também observaram que a infeccao
por S. mansoni é capaz de alterar quantitativamente e qualitativamente a microbiota
de mamiferos (Jenkins et al., 2018; Floudas et al., 2019).

Desta forma, uma andlise metataxonémica de fezes e figado de animais
controle ndo-infectado e de animais infectados por S. mansoni foi proposta neste
estudo, visando avaliar esta inter-relacdo microbiota-parasito-hospedeiro. O
sequenciamento de alto rendimento do gene 16S rRNA foi implementado para ilustrar
as alteragcbes nas composi¢cOes bacterianas nas fezes e intestino buscando
compreender as possiveis alteracfes causadas pelo S. mansoni na fase aguda da
doenca. Para avaliar a diversidade alfa das amostras, em nivel de classe, foram
utilizadas, neste trabalho, as métricas de Shannon, Chaol e a uniformidade na
distribuicao das comunidades bacterianas pelo indice Evenness.

A figura 16 ilustra a diversidade da microbiota, quantificada pelo indice de
Shannon. Este indice é uma medida quantitativa da variedade de diferentes espécies
bacterianas presentes em uma amostra de fezes, considerando tanto o numero

quanto a uniformidade de sua distribuicdo. O valor do indice de Shannon aumenta
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conforme aumenta o numero de espécies na amostra e a distribuicdo equitativa
Shannon é reconhecido como um indicador de diversidade. Quanto maior o valor do
indice de Shannon, maior a diversidade da comunidade bacteriana analisada. Este
indice também é interessante por ser sensivel a espécies raras como também ser
sensivel a variacbes nas abundancias (Kim et al., 2017; Justus; 2011; Prodan et al.,
2020).

Figura 16 — Analise de diversidade alfa microbacteriana de fezes e figado de
camundongos néo-infectados e co-infectados com S. mansoni e

E. coli pelo indice de Shannon
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Fonte: Da autora (2024)
Nota: Diferencas de diversidade alfa entre os grupos controle e infectados de fezes e figado
analisadas pelo indice Shannon. (p>0,05)

Na andlise das fezes dos grupos controle e infectado, pode-se considerar que,
pela métrica Shannon, as medianas altas indicam maior diversidade nas fezes do que
a encontrada nas amostras de figado para ambos os grupos. Porém entre 0s grupos
controle e infectado para fezes ou figado, ambos os grupos tém medianas proximas,
indicando que a diversidade de Shannon é semelhante, demonstrando que a infecgéo,

na oitava semana da fase aguda da doenca, n&do parece alterar significativamente a
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diversidade bacteriana nem nas fezes e nem no figado. Ndo houve diferenca
estatistica significante (Fezes p = 0,756 e figado p = 0,667). Este fato deve-se muito
ao periodo da analise neste estudo, que foi a fase aguda da doenca.

O indice de Chao, desenvolvido por Anne Chao (1984), é utilizado para estimar
a riqueza total de espécies em uma comunidade a partir de dados de amostragem,
especialmente quando as amostras podem ndo capturar todas as espécies presentes.
Este indice é particularmente Util em estudos de biodiversidade onde pode ser dificil
amostrar completamente todas as espécies, onde esta métrica ajuda a compensar a
subestimacéo das espécies menos abundantes (Chao, A. 1984; Prodan et al., 2020).

A analise de diversidade alfa, pelo indice Chaol, de fezes e figado é

apresentada na figura 17:

Figura 17 — Analise de diversidade alfa microbacteriana de fezes e figado de
camundongos nao-infectados e co-infectados com S. mansoni e E.

coli pelo indice de Chaol
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Fonte: Da autora (2024)
Nota: Diferencas de diversidade alfa entre os grupos controle e infectados de fezes e figado
analisadas pelo indice Chaol. (p>0,05)
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Pode-se notar que, tanto nas fezes como no figado, a diversidade de Chaol é
semelhante entre os grupos controle e infectado, porém a riqueza total de espécies
avaliada pela diversidade alfa nas fezes é muito maior do que a encontrada no figado.
N&o foi encontrada nenhuma diferenca estatistica significativa para o Chaol do indice
de diversidade alfa nos grupos controle e infectados de fezes e figado, sendo p=0,851
para a analise de fezes e p=0,53 para a andlise de figado.

Em analises de metataxonbmica, o indice de Evenness é uma medida
importante para avaliar a uniformidade na distribuicdo das populacdes taxonémicas
dentro de uma comunidade microbiana. Ele complementa métricas de diversidade,
como o indice de Shannon, fornecendo informacdes sobre a equitabilidade das
diferentes espécies ou grupos taxondmicos presentes em uma amostra. Esse indice
leva em consideracdo ndo apenas a riqueza de espécies, mas também a propor¢ao
com que cada espécie contribui para a comunidade, ajudando a caracterizar se a
comunidade é dominada por algumas espécies (baixa Evenness) ou se as espécies
estdo distribuidas de forma mais uniforme (alta Evenness). O valor deste indice &
definido entre 0 e 1, sendo que 1 representa uma comunidade com uniformidade
perfeita e diminui para zero a medida que as abundancias relativas das espécies
divergem da uniformidade (Pielou, 1966).

Na figura 18 a diversidade alfa das amostras de fezes e figado € avaliada pela

métrica de uniformidade das amostras:
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Figura 18 — Analise de diversidade alfa microbacteriana de fezes e figado de
camundongos ndo-infectados e co-infectados com S. mansoni e

E. coli pelo indice Evenness
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Fonte: Da autora (2024)
Nota: Diferencas de diversidade alfa entre os grupos controle e infectados de fezes e figado
analisadas pelo indice Evenness. (p>0,05)

Neste trabalho, o indice de uniformidade nas amostras de fezes ndo mostra
uma diferenca significativa entre os grupos controle e infectado, sugerindo que a
infeccdo ndo impacta substancialmente a uniformidade microbiana nas amostras de
fezes. A mediana mais alta no figado indica que ha maior uniformidade das
comunidades microbianas do que nas fezes, no entanto, para as amostras de fezes e
figado, ndo foi encontrada nenhuma diferenca estatistica na métrica de Evenness
(p>0,05) entre o grupo controle ndo infectado e o grupo infectado por S. mansoni
(Fezes: p = 0,4; Figado: p = 0,747). Destaca-se que a uniformidade das amostras das
fezes & mais divergente do que no figado.

O Diagrama de Ordenacao de Analise de Coordenadas Principais (PCoA, do
inglés Principal Coordinates Analysis) é uma técnica multivariada amplamente
utilizada em analises de dados bioldégicos e ambientais, incluindo estudos de

metagenbmica e metataxondmica. O PCoA é frequentemente empregado para
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visualizar e explorar a variacdo entre unidades amostrais com base nas suas
composic¢des taxondmicas ou funcionais (Legendre; Legendre, 2012).

No PCoA, a posicao relativa das unidades amostrais no grafico reflete suas
similaridades ou dissimilaridades. Unidades amostrais préximas no diagrama sao
mais semelhantes entre si em termos de composi¢cdo taxondmica ou funcional,
enquanto unidades distantes sdo mais dissimilares. A correlagéo entre as unidades
amostrais pode ser interpretada visualmente no PCoA, onde a proximidade ou
distancia entre os pontos no grafico indica o grau de similaridade ou diferenca entre
as amostras (Borcard; Gillet; Legendre, 2018).

Na figura 19 observa-se os diagramas de ordenacdo de Andlise de
Coordenadas Principais (PCoA) detalhando a correlacdo entre unidades amostrais,
ou seja, da andlise global de amostras fecais e hepaticas de camundongos néao-
infectados e infectados com S. mansoni.

Figura 19 - Andlises de ordenacao de amostras de fezes e figado de camundongos

nao-infectados e co-infectados com S. mansoni e E. coli
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Fonte: Da autora (2024)

Nota: Diferencas de diversidade beta entre os grupos controle e infectados de fezes e figado
avaliadas pela Analise de Coordenadas Principais (PCoA). (p>0,05)
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A andlise de PCoA, onde avalia-se a diversidade beta entre 0s grupos e entre
fezes e figado, indicou a variagdo na comunidade microbiana entre as amostras. A
pouca variacao entre os grupos controle e infectado nas fezes sugere que a infeccao
nao altera significativamente a diversidade microbiana beta nas fezes. Comparando-
se a diversidade beta entre fezes e figado observa-se que h& uma distin¢cdo entre a
composicdo entre os dois, utilizando-se a analise permutacional Permanova. No
entanto, vale ressaltar que nao foram detectadas diferencas estatisticas significativas.

Para observar os efeitos da infeccéo por S. mansoni na microbiota intestinal e
hepatica de camundongos BALB/c, graficos de barras foram gerados de acordo com

a abundancia relativa das classes bacterianas intestinais mais abundantes e os
resultados estédo na figura 20:

Figura 20 - Andlises de abundéancia relativa por grupo de amostras de fezes e

figado de camundongos né&o-infectados e co-infectados com
S. mansoni e E. coli
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Nas amostras de fezes, observamos que, no nivel de classe, as comunidades

microbianas intestinais predominantes foram Bacteroidia (filo Bacteroidetes) e
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Clostridia (filo Firmicutes), onde observa-se que a infeccéo favorece a abundancia
relativa de Bacteroidia enquanto limita a abundancia de Clostridia.

Nas amostras de figado, as classes predominantes incluem Actinobacteria,
Alphaproteobacteria,  Bacilli,  Bacteroidia, Clostridia,  Desulfovibrionia e
Gammaproteobacteria. Notavelmente, a classe Gammaproteobacteria esta presente
em uma proporcao significativa no figado de animais infectados. Observa-se uma
maior diversidade de classes bacterianas comparado as amostras de fezes. Assim, a
infeccdo parece ter um impacto na composicdo bacteriana do figado, com uma
mudanca significativa na presenca de diferentes classes bacterianas, sugerindo um
impacto potencial no desenvolvimento da esquistossomose e na resposta
imunoldgica.

Com base nesses gréficos, as seguintes classes se destacaram por estarem
diferencialmente abundantes: Bacilli, Bacteroidia, Clostridia e Gammaproteobacteria.
Essas classes foram plotadas individualmente e submetidas a analises estatisticas e

os resultados estdo nas Figuras 21, 22, 23 e 24:

Figura 21 - Andlises de abundancia relativa da classe Bacilli de amostras de fezes
e figado de camundongos ndo-infectados e co-infectados com

S. mansoni e E. coli
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Tanto os grupos controle quanto infectado nas fezes mostram baixa
abundancia relativa de Bacilli, pois a mediana da abundancia relativa esta proxima de
zero para ambos 0s grupos.

Em relacdo ao figado, ha uma diferenca notavel, porém sem significancia
estatistica (p = 0,178) na abundancia relativa de Bacilli entre os grupos controle e
infectado, sendo que o grupo controle tem uma mediana da abundancia relativa maior
gue no grupo infectado.

A baixa abundancia de Bacilli nas fezes em ambos os grupos, controle e
infectado, pode sugerir que Bacilli, como um componente do microbioma fecal, pode
ser efetivamente regulado neste ambiente e ndo héa alteracdo com a infeccdo. A maior
e mais variavel abundancia relativa de Bacilli no figado pode indicar uma perturbacao

da populacédo microbiana normal devido a infec¢ao.

Figura 22 - Analises de abundancia relativa da classe Bacteroidia de amostras
de fezes e figado de camundongos nédo-infectados e co-infectados

com S. mansoni e E. coli
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Analisando esta classe nas fezes, observa-se que 0 grupo controle apresenta
uma abundancia relativa de Bacteroidia variada, com uma mediana em torno de 40%.

O grupo infectado mostra uma abundancia relativa de Bacteroidia significativamente
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maior (p<0,05), com valores concentrados em torno de 80% (p = 0,0427), indicando
que a infec¢do por S. mansoni provocou 0 aumento desta classe pertencente ao filo
Bacteroidetes. A abundancia relativa de Bacteroidia no figado € baixa para ambos os
grupos, controle e infectado, sendo que no controle é préxima de zero.

Varios estudos demonstram que a abundéancia relativa de filos e familias
dominantes mostra variacdo notavel durante os processos infecciosos. A exposicéo a
cercarias de S. japonicum e S. mansoni geralmente esta relacionada a um aumento
relativo de Bacteroidetes e Proteobacteria nas fezes em comparagdo com
camundongos nao tratados (Jenkins et al., 2018; ZHAO et al., 2019; Zamani et al.,
2020; Zafar; Saier Jr., 2021; Zhou et al., 2022). No entanto, Zhao e colaboradores
(2019) notaram uma alteracéo nas comunidades microbianas intestinais em resposta
ao tratamento com S. japonicum, que € mais proeminente em camundongos C57BL/6
do que em BALBY/c. Isso demonstra que ha uma diferenca consideravel no microbioma
intestinal entre as duas linhagens de camundongos apoés a infec¢ao, sendo este um
fato que deve ser também levado em consideracdo ao avaliar os resultados do

presente estudo.

Figura 23 - Analises de abundancia relativa da classe Clostridia de amostras de
fezes e figado de camundongos nédo-infectados e co-infectados com

S. mansoni e E. coli
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O grupo controle para as fezes apresenta uma alta abundéancia relativa de
Clostridia, com uma mediana em torno de 50%. J& o grupo infectado mostra uma
abundancia relativa de Clostridia menor, com valores concentrados em torno de 10%
(p = 0,503).

A abundancia relativa de Clostridia no figado é baixa para ambos 0s grupos.
No grupo controle, a mediana é proxima de zero, com pouca variagao e alguns pontos
individuais ligeiramente acima de zero. O grupo infectado mostra uma maior variacao
na abundancia relativa de Clostridia, com uma mediana mais alta do que no grupo

controle, mas ainda assim baixa em comparagao com as fezes.

Figura 24 - Analises de abundancia relativa da classe Gammaproteobacteria de
amostras de fezes e figado de camundongos nao-infectados e co-

infectados com S. mansoni e E. coli
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Nos grupos Controle e Infectado das amostras de fezes ndo ha abundancia
relativa de Gammaproteobacteria. Nas amostras de figado, a abundancia relativa de
Gammaproteobacteria € maior no figado do grupo infectado, porém sem significancia
estatistica (p = 0,517).
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Diante destes resultados apresentados, observa-se que as microbiotas de
fezes e figado sofreram algumas variacdes, principalmente foram notadas alteracdes
na abundancia relativa de algumas classes de bactérias. E importante salientar que
este trabalho focou na fase aguda da esquistossomose, portanto as alteracfes estao
em fase inicial. O avango das modificagdes na microbiota fecal de acordo com a fase
da patologia da esquistossomose foi documentada no estudo de Zhou e
colaboradores (2023), onde estes autores comprovaram gue a microbiota intestinal e
0s metabdlitos foram alterados em pacientes com diferentes estagios de infeccéo por
S. japonicum. Comparado com o grupo de controle saudavel, a diversidade
microbiana intestinal em pacientes com infeccdo crbnica por S. japonicum foi
significativamente reduzida. Conforme a doenca progrediu, Firmicutes foi ainda mais
reduzido em pacientes com infeccdo avancada por S. japonicum, enquanto
Proteobacteria foi ainda mais aumentada. Além disso, os metabolitos mais alterados
em pacientes com infeccdo por S. japonicum foram lipidios e moléculas semelhantes
a lipidios, bem como compostos organo-heterociclicos, correlacionados com as
manifestacdes clinicas e o progresso da doenca da esquistossomose.

E notavel que, no presente estudo, nas fezes, houve um desequilibrio entre as
classes Bacteroidia, pertencente ao filo Bacteroidetes e Clostridia, provindos do filo
Firmicutes, sendo que a infeccdo provocou, jA na fase aguda, um aumento
estatisticamente diferente (p = 0,0427) de Bacteroidetes e diminuicdo de Firmicutes.

Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com a pesquisa conduzida
por Schneeberger et al. (2018), com amostras de fezes de 34 criancas pré-escolares
na Costa do Marfim infectadas por S. mansoni e tratadas com praziquantel (60 mg/kg),
onde foi relatado que nem a infeccdo por S. mansoni nem a administracdo de
praziquantel desencadearam um efeito significativo na composicdo microbiana,
embora algumas modificagdes sutis no microbioma intestinal tenham sido observadas.

Outros trabalhos observaram mudancas mais significativas na composi¢céo da
microbiota intestinal do hospedeiro, como este de Jenkins e colaboradores (2018)
onde foi relatado que a infeccdo de camundongos por S. mansoni esta associada a
alteracbes na composicdo microbiana que refletem uma disbiose resultante da
migracdo de ovos através da parede intestinal e da formacédo de granulomas. Em
particular, foi observada uma reducgéo geral na diversidade alfa microbiana intestinal,
juntamente com um aumento significativo na diversidade beta microbiana

caracterizada por populacdes expandidas de Akkermansia muciniphila (filo
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Verrucomicrobia) e Lactobacillus (Filo Firmicutes). Muitas das mudancas especificas
observadas na microbiota durante a infeccdo envolvem grupos taxondmicos
bacterianos relacionados a regulacdo imunolégica do hospedeiro ou a inflamacéo,
sugerindo que o equilibrio entre bactérias reguladoras imunolégicas e pro-
inflamatdrias durante a esquistossomose € crucial para determinar tanto o
estabelecimento da infeccdo quanto a gravidade da doenca, influenciada pelas
respostas imunoldgicas do hospedeiro.

N&o somente no decorrer da esquistossomose, mas alteracbes e perda de
diversidade microbiana no intestino também é mostrada em varios distarbios
intestinais e extraintestinais humanos, incluindo doenca inflamatdria intestinal, cancer
colorretal, doencas hepaticas crénicas, diabetes tipo 2 e asma (Tilg et al., 2018).

Zhao e colaboradores (2019) também observaram que a infeccdo por
S. japonicum esta conectada com uma diminuicao relativa de Firmicutes nas fezes em
comparacao com camundongos ndo infectados. Em contraste, a exposi¢ado a cercaria
por S. japonicum esta relacionada a um aumento relativo de Bacteroidetes e
Proteobacteria nas fezes em comparagdo com camundongos infectados. Também
Zhang e colaboradores (2020) observaram que os dados de sua pesquisa indicaram
gue a diversidade da microbiota intestinal foi reduzida em camundongos com infec¢cao
por S. japonicum em comparacdo com camundongos normais. As analises
taxondmicas mostraram que a abundancia do filo Firmicutes diminuiu, enquanto a do
filo Bacteroidetes aumentou com a infecgao.

Uma microbiota alterada, com sobreposicéo de algumas espécies sobre outras
e as associacdes com doencgas é um fato que a ciéncia vem desvendando a cada dia.
Estudos recentes indicam que niveis elevados de Bacteroides podem contribuir para
0 desenvolvimento de tumores colorretais (Zafar; Saier Jr., 2021; Zamani et al., 2020).
Esse achado é consistente com o aumento da incidéncia de cancer colorretal em
pacientes com infec¢do avancada por S. japonicum (Almoghrabi; Mzaik; Attar, 2021).
A medida que os estudos metagendmicos avancam, a composi¢ao da microbiota tem
se tornado alvo de novos marcadores para doencas (Liu et al., 2023), como, por
exemplo, os Bacteroides teriam o potencial de atuar como um marcador de
estadiamento para a infeccdo por S. japonicum (Zhou et al. 2022) como também
podem servir como um marcador potencial para a avaliacdo do risco de céancer
(Zamani et al., 2020).
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Na literatura, em um estudo de Hu et al. (2020) onde se buscou demonstrar
mudancas na estrutura da comunidade do microbioma intestinal durante a progressao
da esquistossomose (3, 7, 14, 21, 28 e 42 dias poOs-infeccao), analisando as interacdes
funcionais entre as bactérias intestinais e a infeccdo por S. japonicum em
camundongos BALB/c e as alteracbes metabdlicas dindmicas do hospedeiro, 0s
resultados mostraram que os metabdlitos foram significativamente alterados em
diferentes momentos apdés a infeccéo. A diminuicdo da riqueza e da diversidade, bem
como a composicao diferente da microbiota intestinal, foram observadas no estado
infectado quando comparado com o estado nao infectado, especialmente no estagio
tardio. No nivel do filo, as comunidades microbianas intestinais em todas as amostras
foram dominadas por Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Deferribacteres,
enquanto no nivel do género, Lactobacillus, grupo Lachnospiraceae, Bacteroides,
Staphylococcus e Alloprevotella foram os mais abundantes. Apos a infeccao,
Roseburia e Ruminococcaceae diminuiram, enquanto Staphylococcus, Alistipes e
Parabacteroides aumentaram, o que poderia aumentar o risco de infec¢des. Neste
estudo, embora nenhuma diferenca significativa tenha sido encontrada no nivel do filo,
diferengas significativas foram observadas no nivel do género, e a tendéncia de
mudanca de diferentes géneros do mesmo filo foi consistente no curso da infecgéo.
Estes autores concluiram que, a abundancia de algumas bactérias que poderiam
produzir Acidos Graxos de Cadeia Curta (SCFA) foi diminuida, enquanto aquelas de
alguns patégenos oportunistas que poderiam aumentar o risco de infeccdes foram
aumentadas.

Na mesma perspectiva de analisar o desenvolvimento da esquistossomose
com o tempo de infec¢do, Zhou et al. (2022) descobriram, ao usar a tecnologia de
sequenciamento 16S rRNA, que havia diferencas na microbiota intestinal entre
pacientes em estagios crénico e avancado por S. japonicum. Nos estagios mais
avancados da doenca, 0s pacientes apresentaram menor diversidade alfa e maior
diversidade beta quando comparados a pacientes com infecgcdo crbnica por
S. japonicum. A proporcdo de Bacteroides no intestino de pacientes com
esquistossomose avancada foi maior. Outra observacgao interessante, neste estudo,
foi que as funcdes da flora em pacientes com infeccdo crbnica por S. japonicum s&o
focadas principalmente no ciclo celular e na morte celular, enquanto aquelas em
pacientes com infeccdo mais avancada por S. japonicum séo focadas principalmente

no metabolismo. Neste trabalho, Escherichia coli e Bacteroides fragilis aumentaram
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significativamente em pacientes com infeccédo avancada por S. japonicum em nivel de
espécie, indicando que a estrutura da microbiota intestinal foi alterada quando a
infeccéo cronica por S. japonicum progrediu para infeccdo avancada. Estes autores
concluem que as alteracBfes na microbiota intestinal em diferentes estagios da
infeccdo por S. japonicum desempenham um papel potencial na patogénese da
transicdo da infeccdo crbénica para a avancgada por S. japonicum.

Em um trabalho de Zhang e colaboradores (2020) para explorar a funcao
reguladora da microbiota intestinal na esquistossomose intestinal, eles utilizaram
tratamento com antibiéticos (Ampicilina, Metronidazol, Neomicina e Vancomicina) e
transferéncia da microbiota intestinal de camundongos normais para infectados para
investigar a relacdo entre a alteracdo da microbiota intestinal e a progressao
patologica da infecgdo por S. japonicum. Eles perceberam que estas intervencdes
atenuaram as respostas patoldgicas intestinais. A deplecdo da microbiota intestinal
por antibiéticos ou a transferéncia da microbiota intestinal de camundongos normais
para infectados diminuiu os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 e promoveu a producéo de
citocinas e niveis de IL-10 e TGF-f em camundongos infectados. Eles concluiram que
existem potenciais associa¢cées entre a microbiota intestinal, respostas imunes e
lesbes patologicas no contexto da esquistossomose intestinal.

Em relac&o aos resultados do presente trabalho do sequenciamento 16S rRNA
no figado, observa-se a presenca da classe Gammaproteobacteria (Filo
Proteobacteria) no grupo infectado. A este filo pertencem Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa,
importantes bactérias j4 associadas em casos de translocacdo documentadas na
presenca da esquistossomose (Lambertucci et al., 1998; Farid; Trabolsi; Hafez, 1984;
Lima et al., 2012; Santana et al., 2013; Zhu et al., 2017). No entanto, os desvios
observados na comunidade microbiana entre as amostras do figado, neste estudo,
nao foram impactantes a nivel de gerar variacdes estatisticamente significativas, muito
embora por corresponder a fase aguda da esquistossomose. Porém, estas alteracdes
sinalizam o provavel caminho no desenvolvimento para a fase cronica, embora a fase
tardia da esquistossomose néo era o foco deste estudo. A importancia de fixar este
estudo na fase aguda baseia-se no objetivo de fornecer uma nova compreensao
quanto & associacdo de medicamentos no tratamento da esquistossomose, que deve
ocorrer 0 mais precocemente possivel para evitar os danos causados pela

esquistossomose cronica.
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Na pesquisa de Lambertucci et al. (1998), foi sugerido que lesdes inflamatorias
hepaticas ao redor de ovos e vermes mortos de S. mansoni podem fornecer focos
para multiplicacdo bacteriana. Além disso, a incidéncia de abscessos hepaticos foi
duplicada em um modelo murino de esquistossomose quando os animais foram
inoculados com a bactéria 60 dias apés a infecgcdo com S. mansoni.

Em um recente trabalho de Champion e colaboradores (2023), onde estes
autores relatam a primeira evidéncia da existéncia de uma microbiota hepatica e que
abre rotas alternativas para novas estratégias terapéuticas, uma vez que bactérias
especificas podem estar envolvidas no processo de fibrose hepética. Estes autores
salientam que a microbiota intestinal esta envolvida no desenvolvimento de doencas
hepaticas, como a fibrose. Neste trabalho foram identificados conjuntos selecionados
de DNA bacteriano intestinal e bactérias translocadas para tecidos, principalmente o
figado, para estabelecer uma microbiota tecidual ndo infecciosa composta de DNA
microbiano e bactérias vivas de baixa frequéncia.

Estas bactérias observadas no figado, advindas da translocacédo bacteriana
podem se manter com baixa frequéncia e pouco ou nao-infecciosas justificadas por
pesquisas que mostraram que, alguns helmintos e artropodes parasitarios tém
atividade antibacteriana, liberando produtos antimicrobianos. Notavelmente,
descobriu-se que as proteases de cisteina produzidas por S. mansoni conferem
protecdo em um modelo murino de choque séptico mediado por lipopolissacarideo
(LPS) devido a supresséao de gatilhos pro-inflamatorios, como 6xido nitrico, TNF-q,
IL-6, IL-12 e outros produtos de macréfagos, destacando as propriedades
antimicrobianas dos antigenos do esquistossomo. Este estudo, portanto, descreve um
novo meio pelo qual os parasitos alteram a funcdo das células imunes inatas e
impedem o estabelecimento de potentes respostas inflamatérias induzidas por Thl
gue levariam a sua eliminacao (Donnelly et al. 2010).

Outros autores que pesquisaram a expressdo de TLR4 que detecta LPS de
bactérias Gram-negativas e TLR2 em células B CD19" circulantes em uma coorte de
lavadores de carros e pescadores expostos no oeste do Quénia também indicaram
gue a atividade imunossupressora de S. mansoni evoluiu para preservar o
estabelecimento do parasito e proteger o hospedeiro durante a exposicdo da
inflamacgéo excessiva que pode se desenvolver pela exposi¢do as imensas cargas de
produtos bacterianos translocados decorrentes principalmente da movimentagao do

ovo (Onguru et al. 2011).
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De modo similar, em um estudo em criancas em idade escolar que vivem em
uma area no Gabdao, onde a esquistossomose € endémica, indicou que os efeitos anti-
inflamatorios da esquistossomose sao evidentes também em pessoas, porque
monacitos e linfécitos de pacientes infectados exibiram responsividade reduzida aos
lipopolissacarideos (LPS) (Van Der Kleij et al., 2004).

Outro exemplo é o da coinfeccdo com S. japonicum e Salmonella typhimurium,
que foi usado por Zhu et al. (2017) como modelo para investigar as respostas
metabdlicas e imunologicas sistémicas usando técnicas de metabonbémica e
imunolégicas baseadas em RMN. Os resultados deste trabalho mostram que a
infeccdo por Salmonella typhimurium reduziu o nimero de ovos e vermes adultos e
também diminuiu a mortalidade de camundongos infectados por Schistosoma
japonicum. Além disso, a infec¢cdo por Salmonella typhimurium neutralizou os
distarbios metabdlicos associados a esquistossomose, o que foi refletido pelos niveis
revertidos de metabdlitos em camundongos coinfectados, em comparacdo com 0s
camundongos infectados por Schistosoma japonicum. Além disso, andlises
imunologicas também indicaram que a mudanca da resposta imune aos diferentes
patogenos foi resultado de interacfes indiretas entre S. japonicum e Salmonella
typhimurium dentro do hospedeiro. Em sintese, conforme afirmam Bajinka e
colaboradores (2022) a co-infec¢cdo de Schistosoma com Salmonella typhimurium
pode melhorar a esquistossomose nas alteracdes metabdlicas associadas a infeccéao,
uma vez gue a resposta imune do hospedeiro é manipulada pela infec¢do bacteriana
secundaria e por outro lado, a Salmonella pode escapar dos efeitos dos antibiéticos
por meio da adesdo ao Schistosoma, podendo se fixar na cuticula externa dos
esquistosomas adultos. Nesse estado, sdo resistentes aos antibidticos por meio de
um mecanismo de protecdo (Bajinka et al., 2022).

Importante trazer para esta discussao o resultado de Pereira (2021), no qual,
pelo resultado de reducdo da resazurina, foi comprovada a adeséo de bactérias em
vermes adultos e ovos e as espécies Escherichia coli e Lactococcus gavieae foram as
gue apresentaram maior adesdo ao parasito e ovos. Neste trabalho também foi
detectada a presenca e isoladas quatro bactérias no figado de camundongos BALB-c
infectados por S. mansoni. As bactérias foram analisadas por MALDI-TOF, obtendo-
se 0 seguinte resultado, de acordo com o National Center for Biotechnology
Information (NCBI) — do Filo Proteobacteria: Bordetella hinzii, Haemophilus

haemolyticus e Escherichia coli e do Filo Firmicutes: Lactococcus garviea.
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Vale ressaltar que os platelmintos do género Schistosoma possuem duas
superficies epiteliais, 0 tegumento e a gastroderme, ambas as quais interagem com o
hospedeiro durante a evasdo imune e na absor¢cao de nutrientes. Em um trabalho de
Gobert e colaboradores (2022), onde camundongos ARC Swiss fémeas (4-6 semanas
de idade) foram infectados por via percutdnea com cercarias de Schistosoma
japonicum e posteriormente perfundidos, utilizou-se a técnica de hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH). Usando o DNA total extraido dessas amostras foi possivel
demonstrar que bactérias estdo presentes nas superficies epiteliais de parasitos
adultos, onde géneros bacterianos especificos, incluindo Anoxybacillus e Escherichia,
foram elevados no tegumento. Essas bactérias associadas a superficie do
esquistossomo, que sao distintas do microambiente sanguineo do hospedeiro, devem
ser consideradas como um novo e importante componente da interacao hospedeiro-
esquistossomo.

Embasados principalmente por pesquisas como o de Pereira (2021) e Gobert
(2022) que comprovam a associacdo de bactérias ao ovo e ao parasito S. mansoni
observa-se que o parasito S. mansoni e a deposicdo macica de ovos que sao
carreados até o figado podem ndo ser os Unicos atores no desenvolvimento da
patologia da esquistossomose que, se nao tratados, podem avancar até a fase
crdnica, quando acontece os grandes danos hepaticos como a fibrose e a hipertensao
periportal. S&o os atores principais, mas podem nao ser os Unicos a atuarem. Levar
em consideracdo o papel que bactérias associadas aos ovos ou aos parasitos pode
desempenhar, seja na modulagéo imunitaria, da qual o desfecho da esquistossomose
depende fortemente, como também ajudando o parasito no jogo do escape
imunoldgico, dificultando a acdo de células de defesa do proprio hospedeiro ou
afetando a acdo do Unico medicamento disponivel, o Praziquantel.

Conforme observado em um estudo de revisdao como o conduzido por Ashour
e Othman (2020), parasitos e bactérias tém evoluido junto com a humanidade e se
interagem constantemente de diversas maneiras. Por exemplo, algumas infecgoes
bacterianas ocorrem devido a bactérias presentes em parasitos, como a Salmonella
na esquistossomose, onde esta bactéria pode residir no tegumento e no trato intestinal
de todas as espécies de Schistosoma, e se tornam focos de multiplicacdo bacteriana
(Muniz-Junqueira et al. 2009; Barnhill et al. 2011). Em outros casos, ha sinergia entre
bactérias e parasitos na evolugdo de doencas humanas, como a interacao entre as

bactérias endosimbiontes Wolbachia e nematoides filariais (Hansen et al., 2011), e
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entre bactérias Gram-negativas e Schistosoma haematobium na patogénese do
cancer de bexiga (Barda et al. 2017). Em outros casos, infec¢cdes bacterianas
secundarias podem complicar doencas parasitarias, como leishmaniose visceral e
malaria, devido a imunossupresséo causada pelo parasito (Pasyar et al. 2012).

Segundo estes mesmos autores (Ashour; Othman, 2020) parasitos, incluindo
helmintos, protozoérios e artrépodes, interagem na maior parte do tempo com
bactérias, direta ou indiretamente, de varias maneiras possiveis. Essa interacdo pode
ser benéfica ou, ocasionalmente, prejudicial para um ou ambos os tipos de patdégenos.
Em contraste, para o hospedeiro humano, a interacdo parasito-bactéria é
frequentemente prejudicial, mas pode, ocasionalmente, ser benéfica, como no uso de
bactérias probidticas para modular infec¢bes parasitarias (Chen et al., 2024). A
elucidacao da extensao e do significado dessa interacdo, bem como dos mecanismos
subjacentes, pode ser traduzida na melhor compreenséao da biologia do parasito e
melhor gerenciamento de casos clinicos também.

Compreender a dindmica de como ocorrem estas inter-relagcdes parasito-
bactéria-hospedeiro pode cooperar com os esforcos para a prevencao e tratamento
de uma série de doencas infecciosas e, além disso, estudos futuros que busquem a
identificacdo da base molecular destas interacdes pode revelar novos alvos de
medicamentos para terapia de ambos os tipos de patégenos (Ashour; Othman, 2020).

Com base nos resultados apresentados, este estudo busca contribuir com
insights sobre como a associacdo de antibioticos ao tratamento convencional da
esquistossomose — Praziquantel — pode ter influenciado, de maneira positiva ou
negativa, o desenvolvimento da doenca (Capitulo 1), onde a associacdo de
Praziquantel com Doxiciclina e Gentamicina foi capaz de alterar a modulacdo do
processo granulomatoso, sendo que a Doxiciclina agravou a inflamacao associada ao
processo granulomatoso e a Gentamicina acelerou a resolugdo da esquistossomose
em modelo experimental de infeccdo aguda por S. mansoni. Desta forma, espera-se
gue este trabalho contribua para novos estudos que busquem novas abordagens para
o tratamento desta doencga negligenciada, levando-se também em consideracdo as
populacdes de bactérias com papéis ativos nas complexas interacdes hospedeiro-

parasito-microbiota.
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6 CONCLUSOES

A analise histolopatolégica do intestino dos grupos experimentais demonstrou
gue os granulomas que se desenvolveram em torno de ovos maduros no intestino
apresentavam uma combinacdo de proliferacdo e caracteristicas exsudativas,
acompanhadas por um infiltrado extenso de células inflamatérias e que a estrutura
basica da mucosa colbnica é danificada pelos granulomas induzidos por ovos.

Analisando-se a contagem do numero de granulomas intestinais, a area
percentual ocupada por estes, a contagem de células polimorfonucleares e
mononucleares ndo foram observadas diferencas estatisticas significantes entre os
grupos experimentais.

Em relacdo a composicdo da microbiota intestinal, durante a fase aguda da
esquistossomose em camundongos BALB/c, utilizando técnicas de Sequenciamento
de 16S rRNA observou-se que, nas amostras de fezes, no nivel de classe, as
comunidades microbianas intestinais predominantes foram Bacteroidia (filo
Bacteroidetes) e Clostridia (filo Firmicutes), onde observa-se que a infec¢do provocou
um aumento significativo (p=0,0427) na abundancia relativa de Bacteroidia (filo
Bacteroidetes) enquanto diminuiu a abundancia de Clostridia (filo Firmicutes).

Analisando-se as métricas para estudo de diversidade (Shannon), riqueza total
(Chaol) e uniformidade na distribuicdo (Evenness), ndo foram encontradas distin¢des
estatisticamente diferentes na comunidade microbiana entre as amostras analisadas.

Foram notadas algumas variacdes leves na composi¢ao bacteriana hepatica,
como a presenca da classe Gammaproteobacteria, a qual pertencem importantes
bactérias associadas ao S. mansoni e a translocacdo bacteriana tais como:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonella typhimurium e

Pseudomonas aeruginosa.
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Background and aims

Marked divergences in the immunological mechanisms that regulate the
pathophysiology of acute and chronic schistosomiasis have a direct influence on
pathological outcomes and antiparasitic chemotherapy responses at different stages of
Schistosoma mansoni infection. Thus, this study evaluated the impact of gentamicin
(GEN) and doxycycline (DOX) in association with praziquantel (PZQ) on the
development of acute hepatic and intestinal schistosomiasis in mice.

Methods

BALB/c mice were randomized into five experimental groups, and the formation of
hepatic and intestinal granulomas was evaluated by histopathological and
histomorphometric analyses, leukocyte count, quantification of hepatic parasite load
(real time PCR and parasite eggs count), and biochemical parameters (ALT, AST,
ALP, and albumin).

Main findings

PZQ+DOX association potentiated hepatic granulomatous inflammation, diffuse
fibrosis and ALT circulating levels, indicating greater morphofunctional liver damage.
AST levels were increased in PZQ+GEN-treated animals. This response corroborated
the histopathological findings, indicating an accelerated modulation towards the
chronic phase as manifested by reduced granuloma size compared to infected
untreated animals.

Conclusion

PZQ association with DOX and GEN induced differential modulation of the
granulomatous inflammation, with DOX aggravating this process and GEN exerting
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