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RESUMO

A esquistossomose mansoni € uma doenca tropical negligenciada, causada pelo parasito
trematodeo Schistosoma mansoni. A patogenia da esquistossomose mansoni resulta dos ovos
do parasito que ficam depositados nos tecidos do hospedeiro, particularmente no figado e
intestinos. A estimulacdo antigénica continua desses ovos leva ao recrutamento de células
inflamatorias para os locais de infeccdo com formacdo de granulomas periovulares, que sdo
estruturas complexas com tamanho e composicdo varidveis e sdo a caracteristica
histopatoldgica mais marcante da esquistossomose mansoni. Modelos induzidos por dieta tém
se mostrado benéficos para avaliar as mudancas fisiologicas que ocorrem durante a patogénese
e a maioria dos estudos experimentais sobre esquistossomose demonstrou que a relacdo
parasita-hospedeiro pode ser modificada pelo estado nutricional do hospedeiro. Entretanto, o
efeito combinado da dieta hiperproteica e a esquistossomose sobre a fisiopatologia e a
progressdo da doenca ainda é pouco conhecido. Este tipo de dieta associada a esquistossomose
pode elucidar se existe interacdo entre a infeccdo, qual ou quais fases da infeccdo e a dieta e 0
guanto essa interacdo pode modificar a patogénese nas infec¢des por S. mansoni. Este trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito da dieta hiperproteica no desenvolvimento da
esquistossomose experimental. Assim, o trabalho foi dividido em trés capitulos, nos quais
revisamos sistematicamente a evidéncia pré-clinica sobre o impacto da dieta na infec¢éo por S.
mansoni e avaliamos o efeito da dieta rica em proteinas nas fases aguda e crénica da doenca.
Foram utilizados camundongos Swiss machos com trés a quatro semanas de idade, alimentados
com dieta padrdo (22%) e hiperproteica (38% proteina). O experimento foi conduzido com 8
grupos com 10 camundongos em cada um, divididos de acordo com a infeccdo (infectado ou
sadio), o tipo de dieta (hiperproteica ou padrao) e a fase da infeccdo (aguda ou cronica). Foram
avaliados o perfil de crescimento corporal dos camundongos, a absorcao de nitrogénio da dieta
(digestibilidade aparente), peso relativo do figado e da gordura periepididimal. Avaliou-se
nimero de ovos nas fezes, no figado e no intestino, fez-se analises histopatoldgicas e
estereoldgicas dos granulomas e da area remota do tecido hepéatico, bem como morfometria do
intestino. Nossos resultados demonstraram que em ambas as fases da infeccdo, a dieta
hiperproteica ndo influenciou no crescimento corporal dos camundongos. Além disso, o0
coeficiente de digestibilidade aparente da proteina da dieta hiperproteica foi alta. Nas fases
aguda e cronica, 0 nimero de ovos nas fezes, no figado e no intestino dos animais com dieta
hiperproteica ndo diferiu estatisticamente em relacdo a dieta padrdo. Na avaliacdo das lesdes
hepéticas, os animais com dieta hiperproteica apresentaram maior peso do figado, menor
densidade de nimero de hepatdcitos e maior nimero de granulomas hepéticos na fase aguda;
na fase crénica, os animais com dieta hiperproteica também apresentaram maior peso do figado
menor peso da gordura periepididimal, menor densidade de volume e nimero de hepatdcitos e
ndo houve influéncia no nimero e volume dos granulomas. Na fase aguda, os animais com dieta
hiperproteica tiveram camadas musculares diminuidas e maior espessura da mucosa intestinal,
comprimento e largura das criptas, bem como maior area dos ganglios mioentéricos. Na fase
crbnica, animais com dieta hiperproteica tiveram camadas muscular da mucosa e mucosa
intestinal aumentadas, bem como comprimento das criptas. Assim, 0s Nnossos achados
evidenciaram que a dieta hiperproteica pode ter amplificado a inflamacdo granulomatosa,
favorecendo o desenvolvimento de lesdes teciduais mais graves, especialmente no figado, cuja
sobrecarga hepéatica morfofuncional é a caracteristica patologica mais grave da
esquistossomose.

Palavras-chave: Esquistossomose. Granuloma. Dieta Rica em Proteinas.



ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is a neglected tropical disease caused by the trematode parasite
Schistosoma mansoni. The pathogenesis of schistosomiasis mansoni results from parasite eggs
that are deposited in host tissues, particularly in the liver and intestines. Continuous antigenic
stimulation of these eggs leads to the recruitment of inflammatory cells to sites of infection with
formation of periovular granulomas, which are complex structures with differents size and
composition and are the most striking histopathological feature of schistosomiasis mansoni.
Diet-induced models have been shown to be beneficial in assessing the physiological changes
that occur during pathogenesis, and most experimental studies on schistosomiasis have shown
that the parasite-host relationship can be modified by the nutritional status of the host. However,
the combined effect of hyperproteic diet and schistosomiasis on pathophysiology and disease
progression is still poorly understood. This type of diet associated with schistosomiasis can
elucidate if there is interaction between the infection, which or which stages of the infection
and the diet, and how much this interaction can modify the pathogenesis of S. mansoni
infections. This study aimed to evaluate the effect of high-protein diet on the development of
experimental schistosomiasis. Thus, the paper was divided into three chapters, in which we
systematically reviewed preclinical evidence on the impact of diet on S. mansoni infection and
evaluated the effect of high protein diet on the acute and chronic phases of the disease. Male
Swiss mice, three to four weeks old, fed standard diet (22%) and hyperproteic (38% protein)
were used. The experiment was conducted with 8 groups with 10 mice in each, divided
according to the infection (infected or healthy), the type of diet (hyperproteic or standard) and
the phase of the infection (acute or chronic). The body growth profile of mice, dietary nitrogen
uptake (apparent digestibility), relative liver weight and periepididimal fat were evaluated.
Number of eggs in feces, liver and intestine were evaluated, histopathological and stereological
analyzes of granulomas and remote area of liver tissue were performed, as well as intestinal
morphometry. Our results demonstrated that in both phases of the infection, the high-protein
diet did not influence the mice body growth. In addition, the apparent protein digestibility
coefficient of the hyperproteic diet was high. In the acute and chronic phases, the number of
eggs in the feces, liver and intestine of animals with a high protein diet did not differ statistically
from the standard diet. In the evaluation of liver lesions, the animals with high-protein diet had
higher liver weight, lower density of hepatocytes and higher number of hepatic granulomas in
the acute phase; In the chronic phase, animals with hyperproteic diet also presented higher liver
weight, lower periepididimal fat weight, lower volume density and number of hepatocytes and
no influence on the number and volume of granulomas. In the acute phase, the animals with
hyperproteic diet had diminished muscular layers and larger intestinal mucosa thickness, crypt
length and width, as well as larger area of the myenteric ganglia. In the chronic phase, animals
with hyperproteic diet had increased muscular layers of the mucosa and intestinal mucosa, as
well as the length of the crypts. Thus, our findings showed that the high-protein diet may have
amplified granulomatous inflammation, favoring the development of more severe tissue
lesions, especially in the liver, whose morphofunctional liver overload is the most severe
pathological feature of schistosomiasis.

Key words: Schistosomiasis. Granuloma. Diet, High-Protein.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 ASPECTOS GERAIS DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

A esquistossomose mansoni é uma parasitose e tem grande relevancia como problema
de saude publica e sua prevaléncia pode estar associada ao baixo desenvolvimento econémico,
uma vez que se tem a necessidade de utilizacdo de aguas naturais contaminadas para os afazeres
domeésticos, agricultura e lazer (KATZ; PEIXOTO, 2000).

O agente etioldgico da esquistossomose mansoni € o Schistosoma mansoni, um helminto
pertencente & classe dos Trematoda, familia Schistossomatidae e género Schistosoma. S&o
vermes digenéticos, delgados, de coloracdo branca e sexos separados, em que a fémea adulta,
mais alongada, encontra-se alojada no canal ginec6foro do macho (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

Nessa parasitose, as formas adultas do trematédeo habitam os vasos mesentéricos do
hospedeiro (vertebrado/homem) e as formas intermedidrias (esporocistos primarios,
esporocistos secundarios, cercarias) se desenvolvem em caramujos gastropodes aquaticos do
género Biomphalaria, sendo o vetor mais importante do S. mansoni a espécie B. glabrata
(CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008).

A esquistossomose pode ser causada por seis espécies, tais como S. mansoni, S.
haematobium, S. japonicum, S. mekongi, S. guineenses e S. intercalatum, sendo que as de maior
relevancia médica para 0 homem s&o S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum (AJIBOLA
et al., 2018; HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013). A esquistossomose distribui-se em varios
paises de regides tropicais. Estima-se uma prevaléncia mundial de 249 milhdes de individuos.
Na Ameérica Latina é encontrada no Brasil, Venezuela, Porto Rico, Antilhas e Suriname. O
Ministério da Salde estima em 2,5 milhdes o nimero de pacientes com esquistossomose no
Brasil. Os estados das regides Nordeste e Sudeste sdo os mais afetados sendo que a ocorréncia
estd diretamente ligada a presenca dos moluscos transmissores (WHO, 2017; VITORINO et
al., 2012). Entretanto, a migracdo de pessoas parasitadas para areas urbanas ndo afetadas e
movimentos populacionais nas periferias das cidades estdo introduzindo a doenga em novas
areas (GOMES et al., 2016).

Os sinais clinicos da esquistossomose sdo dependentes do estagio de maturacdo dos
parasitos e seus ovos. Assim, a esquistossomose pode ser classificada em duas fases: aguda e
crénica. Em humanos, na fase aguda, observa-se a dermatite cercariana, provocada pela
penetracao das cercarias na pele (PORDEUS et al., 2008; SILVA et al., 2012). A infeccdo aguda
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também é caracterizada por uma doenca febril debilitante (Febre de Katayama) caracterizada
por febre, anorexia, dor abdominal e cefaleia, e que geralmente ocorre antes do aparecimento
de ovos nas fezes, tendo um pico 6 a 8 semanas pés-infeccdo (HAMS; AVIELO; FALLON,
2013). Na fase cronica, 0s ovos retidos em varios tecidos induzem a formacéo da inflamacéo
granulomatosa, que juntamente com a fibrose subsequente causa a maioria das condigdes
patoldgicas. Embora varios 6rgaos possam ser afetados, o figado, o baco e os intestinos sdo os
mais atingidos. Em individuos que desenvolvem esquistossomose hepatoesplénica, a fibrose
dos espacos periportal hepatico causa lesdes vasculares obstrutivas, hipertenséo portal, varizes,
ascite, organomegalia (GRAY et al., 2011). A fibrose faz parte do processo de cicatrizagdo que
se segue a reacao inflamatdria granulomatosa aguda, ao redor dos ovos de Schistosoma
aprisionados nos pequenos vasos hepaticos (COUTO et al., 2008). Alguns casos de
esquistossomose podem apresentar sintomas pulmonares e comprometimento neurolégico
durante a fase pos-infecciosa em doentes ndo imunes a doenga (RODRIGUES et al., 2009;
VITORINO et al., 2012).

A inflamacdo granulomatosa ao redor dos ovos do parasita € uma caracteristica
fundamental da esquistossomose mansoni e a lesdo associada ao ovo é fundamental para a
morbidade e mortalidade que ocorre em humanos infectados (HAMS; AVIELO; FALLON,
2013).

1.2 RELACAO DO ESTADO NUTRICIONAL E A ESQUISTOSSOMOSE

A relagdo entre desnutricdo e esquistossomose € bastante frequente em regides
endémicas. A vulnerabilidade das comunidades parece ser reforgada pelo estado nutricional,
uma vez que muitas areas endémicas para esquistossomose sdo também expostas a habitos
alimentares inadequados ou mesmo a escassez de alimentos (ADENOWO et al., 2015).

A desnutrigdo, que, resumidamente, resulta do ndo-atendimento das necessidades
nutricionais do individuo, causada por uma dieta multideficiente pode complicar uma grande
maioria de doengas, principalmente se elas forem de caracteristica cronica (COUTO et al.,
2007).

A desnutrigdo proteico-energética provoca uma deficiéncia de calorias e amino&cidos,
essenciais na sintese de DNA e RNA, na producdo de proteinas em processos inflamatorios
agudos. Essa deficiéncia leva a um consideravel comprometimento do sistema imune, uma vez
gue as citocinas sdo constituidas por aminoacidos e a expansdo clonal dos linfécitos depende

da sintese proteica (BRUNETTO, 2007). Uma ingestdo dietética nutricionalmente equilibrada
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é essencial para a manutengdo da funcdo do sistema imunoldgico (COUTINHO et al., 2010;
ZAPATERA et al., 2015).

Em consonancia com os estudos sobre as interacGes existentes entre desnutricdo e
doencas infecto-parasitarias que iniciaram desde meados do século XX, a ciéncia da nutricao
avancgou a partir da década de 1940, em relacdo a bioquimica e a fisiologia dos principais
nutrientes e seu papel para a manutencdo da saude (CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008).

Experimentos animais com dietas hipoproteicas mostraram atenuacdo no dano aos
Orgdos, uma vez que contribuiram na diminuicdo da carga parasitaria (COUTINHO et al., 1997)
e da inflamacdo granulomatosa (BARROS et al., 2009; BARROS et al., 2014). Por outro lado,
0 desenvolvimento da infeccdo e as defesas do hospedeiro sdo afetados igualmente e
adversamente pela restricdo proteica, e, dessa forma, a interacdo dessas condi¢bes seria
responsavel por determinar altas taxas de mortalidade nesses estudos (MARQUES et al., 2018).

O papel do estado nutricional do hospedeiro foi considerado por Coutinho et al. (2003)
um fator de contribuicdo para a fibrose hepatica esquistossomética. Em seu trabalho com
camundongos desnutridos (dieta deficiente em proteina) em contraste com grupo de animais
bem nutridos (dieta balanceada), encontraram menor densidade volumétrica e numérica de
granulomas periovulares nos animais desnutridos. Além disso, a quantidade de coldgeno nos
granulomas também foi reduzida nos desnutridos, atingindo maiores concentragcdes no grupo
controle e em "desnutri¢do tardia" (dieta balanceada deslocada para uma deficiente). Isso pode
indicar que esses granulomas foram formados quando os animais ainda estavam bem nutridos,
mas ndo foi degradado mais tarde, quando a dieta deficiente foi utilizada. Os autores explicam
que apenas uma investigacdo mais aprofundada poderia esclarecer como a desnutricdo pode
interferir no processo de absorcao fibrosa.

Couto et al. (2008) avaliaram as alteracdes da funcdo hepéatica em camundongos com
esquistossomose associada a desnutri¢do e observaram no estudo que desnutri¢do e/ou infeccao
podem interferir nos niveis dos indicadores bioguimicos hepaticos esperados, porém, as
alteracbes da funcdo hepética foram mais importantes quando o processo inflamatério da
esquistossomose se mostrou mais intenso, levando ao aumento das aminotransferases. Nesse
trabalho, os grupos foram submetidos a dieta multideficiente caracteristica de areas endémicas
de esquistossomose (hipoproteica) e dieta padrdo (normoproteica). Tiveram como resultado que
todos os grupos, comparados ao controle, apresentaram elevacdo da enzima alanina
aminotransferase (ALT), sendo que tanto os niveis de ALT quanto de AST (aspartato
aminotransferase) dos animais do grupo controle infectado foram mais elevados, o que indicaria

um processo inflamatorio mais intenso, esperado nos animais normonutridos. Nesta pesquisa
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com camundongos, a relagdo AST:ALT foi semelhante, mas apresentou uma raz&o maior que
1 em todos grupos, critério usado para diagnostico de severo comprometimento hepatico em
humanos. Sabe-se que a desnutricdo causa deterioracdo das funcdes hepaticas, com alteracdes
soroldgicas relativas a ALT, AST e FA (fosfatase alcalina). Na esquistossomose, a alta carga
parasitaria seria um dos mecanismos de elevacao de ALT e a inflamacéo decorrente afetaria os
niveis das enzimas hepéticas. Todavia, os autores relatam que as altera¢des da funcéo hepética
na infeccdo pelo S. mansoni parecem depender, ndo s6 do grau de fibrose, mas da intercorréncia
de outras infeccdes.

Barros et al. (2009) também investigaram os efeitos da dieta deficiente em proteina. O
ganho de peso corporal e as concentracdes de albumina sérica foram significativamente mais
baixos em animais mal nutridos (dieta com 8% de proteina) do que nos controles (23% de
proteina). Além disso, mostraram que a privacdo de proteina leva a um microambiente hostil
com efeito deletério sobre os vermes de ambos os géneros, culminando em alteracoes
morfoldgicas na arquitetura do involucro e o sistema reprodutivo.

Em exame histologico realizado por Couto et al. (2007), ficou evidente que a
desnutricdo isoladamente ndo causou alteraces nos 6rgaos examinados. Os animais analisados
estavam divididos em quatro grupos, infectados ou ndo e alimentados com dieta padréo ou dieta
béasica regional (hipoproteica). Os pesquisadores verificaram também que nos animais nutridos,
o0 processo inflamatério foi mais intenso, com maior formacdo colagénica no figado e com
maior nimero de granulomas que nos desnutridos.

Além da dieta hipoproteica, a investigacdo sobre o impacto da dieta hiperlipidica na
infeccdo com S. mansoni tem sido bastante utilizada (ALENCAR et al., 2009; ALENCAR et
al., 2012; DA SILVA et al., 2012).

Em estudo de Alencar e seus colaboradores (2012), avaliou-se o efeito de uma dieta
com alto teor de gordura a longo prazo sobre a esquistossomose mansonica crénica em
comparagdo com uma dieta padrdo. Os camundongos cronicamente infectados alimentados
com uma dieta rica em gordura apresentaram maior nimero de granulomas periovulares do que
0 grupo com infeccdo aguda. Além disso, concluiram que a dieta com alto teor de gordura e a
infeccdo tiveram impacto significativo sobre a morfologia e morfometria do intestino delgado
entre os animais testados.

Da mesma forma, Alencar et al. (2009) investigaram o efeito da dieta com alto teor de
lipidios sobre o curso da esquistossomose crénica em camundongos e encontraram aumento
significativo do volume do figado e do bago em animais infectados alimentados com uma dieta

rica em gordura.
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A associacdo de dieta hiperlipidica com a esquistossomose também foi avaliada por Da
Silva et al. (2012) em relacéo a histopatologia, morfometria e estereologia do bago. Os autores
explicam que tanto a infeccdo devido a estimulacéo antigénica e a dieta hiperlipidica podem
resultar em um aumento significativo do baco seguido de alteracGes na sua arquitetura. Em
geral, o alto teor de lipidios causa aumento dos danos aos 6rgdos e da mortalidade, uma vez que
estimulam a esteatose hepatica, carga parasitéria e inflamagéo granulomatosa.

1.3 IMUNOPATOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

Humanos tornam-se infectados com S. mansoni apds exposi¢do a dgua contaminada
pela penetracdo de cercarias na pele. Em seguida, essas cercarias transformam-se em
esquistossomulos e migram via vasculatura e linfaticos atraves dos pulmdes para o0 sistema
porta-hepatico. Os esquistossdmulos diferenciam-se em vermes de S. mansoni machos e fémeas
que migram ao plexo venoso mesentérico. Cada fémea de S. mansoni pode produzir em média
300 ovos por dia, os quais sdo liberados na circulagcdo mesentérica. Os ovos aderem ao endotélio
dos vasos sanguineos mesentéricos e como sdo altamente antigénicos, induzem uma inflamacéo
necessaria para a translocagdo para dentro do Iimen intestinal e excrecdo nas fezes. Ovos que
passam pela parede intestinal sdo excretados nas fezes e se depositados em &gua doce, podem
infectar uma espécie de caramujo, recomecando o ciclo (HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013).

No entanto, parte dos ovos pode ficar retida em varios 6rgaos (intestino, figado,
pancreas, pulmdes e outros), provocando uma reacao inflamatoria peculiar, chamada de reacdo
granulomatosa ou granuloma, lesdo tipica observada em torno dos ovos depositados pelos
parasitos. Os granulomas sdo compostos, principalmente, por fibras colagenas, macréfagos,
eosindfilos, linfécitos e plasmacitos em proporcdes diferentes, variando nos diferentes 6rgéos
e em funcdo da fase de sua evolucdo (PEARCE; MACDONALD, 2002).

Lins e seus colaboradores (2008) avaliaram a distribuicdo dos eosinéfilos nas diferentes
fases da formacdo do granuloma hepético de camundongos infectados pelo S. mansoni e
concluiram que a dindmica dos eosindfilos possui papel importante na formacdo da reacéo
granulomatosa do hospedeiro e resolugdo do processo inflamatério causado pelo ovo do
parasita.

Essa inflamacdo granulomatosa é considerada uma reacdo de hipersensibilidade tipo
tardia mediada por células T CD4. Ao longo da infec¢cdo, os antigenos liberados pelos ovos
podem estimular as células do hospedeiro a desencadear uma resposta Thl, com produgéo de

IL-2, TNF-o. e IFN-y que estimulam um processo inflamatério e ativam principalmente
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macrofagos; e com o inicio da postura dos ovos hé atenuagdo da resposta Thl e aumento de
uma resposta do tipo Th2, com secrecdo de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, que suprimem a
producdo e as fungdes efetoras dos mediadores proinflamatorios, ativando principalmente as
células B, estimulando a producéo de anticorpos particularmente IgE e aumentam a proliferacéo
de eosinofilos (ABATH et al., 2006; CHUAH et al., 2014; PEARCE; MACDONALD, 2002).

A resposta imune do hospedeiro contra os antigenos dos ovos € mais intensa na fase
aguda da infeccdo, diminuindo durante a fase cronica. A transicdo no perfil de citocinas
produzidas leva a imunomodulacdo, com diminuic¢do do tamanho dos granulomas recentemente
formados (ANDRADE; WARREN, 1964; PEARCE; MACDONALD, 2002). Entretanto,
mesmo com essa modulacéo, a continua formacéo de granulomas no parénquima hepéatico pode
levar ao desenvolvimento de fibrose hepatica severa.

De forma geral, na fase aguda da esquistossomose, a resposta imune adaptativa durante
a fase pré-patente, tem como caracteristica uma alta producéo das citocinas IFN-y, IL-2, e de
quimiocinas e uma menor producédo de IL-4 e IL-5, ao contrario do que é observado durante a
fase crénica da esquistossomose, a qual é caracterizada por uma baixa producdo de IFN-y ¢ um
aumento da producdo das citocinas da resposta imune Th2, como a IL-4 e IL-5 (CHUAH et al.,
2014).

Nesse sentido, torna-se fundamental avaliar o efeito da dieta hiperproteica na
esquistossomose experimental, principalmente no desenvolvimento de granulomas hepéticos e

no perfil imunoldgico.
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2 JUSTIFICATIVA

A esquistossomose é uma infeccdo sistémica negligenciada e com elevada prevaléncia
em todo o mundo. Essa doenca acomete principalmente populagdes com baixo
desenvolvimento socioecondmico, as quais frequentemente também estdo submetidas a elevada
vulnerabilidade nutricional, principalmente caracterizada por escassez de alimento e/ou
nutrientes. Como a resisténcia a infeccdo por S. mansoni estd diretamente ligada a resposta
imunolodgica do hospedeiro, distdrbios imunoldgicos decorrentes de uma ma nutricdo podem
modificar os desfechos patoldgicos da infeccdo (ADENOWO et al., 2015; KATZ; PEIXOTO,
2000). Ao longo de décadas de pesquisa, diversos estudos investigaram o impacto do perfil
dietético e da méa nutricdo sobre a evolugdo da esquistossomose. Atualmente, a evidéncia
cientifica disponivel é bastante fragmentada e principalmente baseada em estudos pré-clinicos
com modelo animal. Embora esses estudos sejam essenciais para compreender a relacdo entre
dieta e esquistossomose, torna-se dificil estabelecer quais 0os componentes da dieta exercem
maior impacto sobre o perfil de resisténcia e susceptibilidade do hospedeiro frente a infeccédo
por S. mansoni. Assim, investigar a evidéncia cientifica disponivel sobre o tema representa uma
tarefa necessaria e urgente para esclarecer como e até que ponto diferentes tipos de dieta podem
modificar a evolucdo da esquistossomose. Esse entendimento ampliara a compreensao sobre
como as intervencgdes dietéticas podem influenciar na fisiopatologia da infeccdo e modificar o
balanco entre resisténcia e susceptibilidade do hospedeiro.

Estudos epidemioldgicos e clinico-nutricionais apresentam evidéncia consistente de que
populagdes com baixo desenvolvimento socioecondémico sdo frequentemente expostas a
deficiéncias na ingestdo de macronutrientes, especialmente proteinas, e em micronutrientes
como vitaminas e minerais. Diferentes tipos de estratégias dietéticas associadas a infeccao
esquistossomotica experimental em camundongos ja foram estudadas, entretanto, os efeitos da
dieta hiperproteica ainda séo poucos conhecidos, de acordo com trabalho de Marques e seus
colaboradores (2018) disponivel no Capitulo 1. Em geral, dietas hipoproteicas atenuam a carga
parasitaria e a inflamag&o granulomatosa, mas também reduzem a resisténcia do hospedeiro a
infeccdo por S. mansoni, determinando maiores taxas de mortalidade (COUTINHO et al., 1997;
COUTINHO et al., 2010; BARROS et al., 2014). Além dos efeitos de dietas hipoproteicas na
esquistossomose experimental, a dieta hiperlipidica também ¢ alvo de pesquisas. Estimulando
alteracOes hepéticas, a carga parasitéria e a inflamacao granulomatosa, as dietas hiperlipidicas
aumentam o dano aos 6rgdos e a mortalidade em animais infectados (ALENCAR et al., 2009;
ALENCAR et al., 2012; DA SILVA et al., 2012). Outras estratégias dietéticas como 0 aumento
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do teor de acucar, restricdo de vitaminas, suplementacdo de zinco e dieta rica em proteinas
foram menos estudadas na esquistossomose (MAGALHAES et al., 1978; AKPOM; WARREN,
1975; HELMY et al., 2009).

Assim, os modelos pré-clinicos in vivo tém fornecido uma valiosa contribuicdo no
entendimento de como a composicéo da dieta interfere na patogénese das doengas infecciosas
(OLIVEIRA et al., 2004; BARROS et al., 2014). Faz-se importante analisar o comportamento
bioldgico do excesso de proteinas na evolucdo da doenga. Nesse sentido, o presente estudo se
propGe a avaliar o efeito da dieta hiperproteica na esquistossomose experimental, em
camundongos, principalmente no desenvolvimento de granulomas hepaticos e no perfil
imunolégico. Além disso, a associacdo deste tipo de dieta a esquistossomose pode elucidar se
existe interacdo entre a infeccdo, a fase da infeccdo e a dieta e 0 quanto essa interacdo pode

modificar a patogénese nas infec¢des por S. mansoni.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a evidéncia sobre o impacto da composi¢cdo dietética sobre a evolucdo da
infeccdo por S. mansoni e o efeito da dieta hiperproteica no desenvolvimento da

esquistossomose experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) revisar sistematicamente a evidéncia pré-clinica in vivo sobre o impacto da composicao
da dieta na infeccdo por S. mansoni;

b) avaliar o efeito da dieta hiperproteica na fase aguda da esquistossomose experimental;

c) avaliar o efeito da dieta hiperproteica na fase cronica da esquistossomose experimental.

Cada um destes objetivos especificos sera apresentado na forma de capitulos:

a) capitulo 1: Artigo Publicado: Could diet composition modulate pathological outcomes
in schistosomiasis mansoni? A systematic review of in vivo preclinical evidence;

b) capitulo 2: Efeito da dieta hiperproteica na fase aguda da esquistossomose experimental;

c) capitulo 3: Efeito da dieta hiperproteica na fase crbnica da esquistossomose

experimental.
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CAPITULO 1

Could diet composition modulate pathological outcomes in schistosomiasis mansoni? A

systematic review of in vivo preclinical evidence (ARTIGO PUBLICADO)
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Could diet composition modulate pathological
outcomes in schistosomiasis mansoni? A
systematic review of in vivo preclinical evidence
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Abstract

Schistosomiasis and malnutrition are often ovedapped in poor communities, resulting in dis-
proportionately high mortality rates. Currently, fragmented data make it ditficult to define the
relationship between diet and schistosomiasis. Thus, we systematically review the preclinical
evidence an the impact of diet in Schistosorna mansoni infection. From a structured search,
we mecoverad 27 original articles. All studies used mice and most of them investigated hypo
peoteic (70.37%), hyperlipidic (2222%) or vitamin-deficient (7.41%) diets. Diets based on
carbohydrate, zinc or milk supplementation were investigated at a reduced frequency
[3.70% each). Hypoproteic diets attenuated parasitic load and gmnuomatous inflammation,
but also reduced host resistance to § mansoni infection, determining higher maortality
rates By stimulating steatohepatitis, parasitic load and granulomatous inflammation, hyperli-
pidic diets increase organ damage and maortality in infected animals. Although a high-sugar
diet and vitamin restriction potentiate and zinc supplementation attenuates 5. mansoni infec-
tion, the curmrent evidence for these diets remains inconclusive. Analysis of methodological
quality indicated that the current evidence is at high risk of bias due to incomplete charcter-
ization of the experimental design, diet compaosition and treatment protocols. From the bias
analysis, we report methodological limitations that should be considered to awnid systematic
reproduction of inconsigent and poorly reproducible experimental designs.

Introduction

Schistosomiasis mansoni is a tropical neglected discase caused by the trematode parasite
Schistosoma mansoni (Grysees, 2012; Colley et al 2014). Schistosomiasis has high inddence
and prevalence in tropical and subtropical areas, mainly in African, Middle Eastern,
Caribbean, South and Central American countries (WHC», 2017). In these endemic areas,
schistosomiass is a public health problem, espedally due to its dose correlation with low
socioeconomic development, poor sanitation and restricted access to formal health services
(Balen et al 2013). About 249 million people are infected worldwide, and 780 million are
at risk of infection by parasites of the genus Schistosoma (Finto-Almeida et all 2006 WHO,
2017). Estimates show that at least 218 million people required treatment for schistosomiasis
in 2015, and at least 90% of those live in Africa (WHO, 2017

People become infected by S mansoni when larval forms of the parasite released by fresh-
water snails (intermediary hogt) penetrate the skin of the definitive host (humans) during
contact with contaminated water (WHO, 2017 ). Transmission occurs when people with schis-
tosomiasis excrete feors containing parasite eggs in water, which hatch and release new larval
forms. In the definitive hoa, the larvae migrate to the mesenteric blood vessels and develop
into adult male and female worms, releasing eggs (Grysecls, 2012 Adenowo et al. 2015).
As a consequence of egg-induced pathology, schisgosomules and also 5 mansoni eggs can
spread throughout the host arganism thmough porta-caval shunts, inducng immune-mediated
progressive damage in multiple organs, especially hings (Wilson, 1990, 2009).

Schistosomiasis mansoni presents a long-term evolution, being usually asymptomatic or
having mild dinical manifestations in the initial phases. However, throughout disease progres-
sion and chronification, infected individuals can develop multiple organ injuries, e 7 in
the spleen, lungs, integtine and liver (Alencar et al 2012 Goes et al. 201 2). Hepatic damage is
the most serions pathological event triggered by 5 mansoni, which is characterized by intense
granulomatous inflammation in response to parasite eggs, periportal fibrosis, portal hy perten-
sion, gastrointestinal bleeding and frequently death (MNegrio-Corréa et al 2014).
Hepatosplenomegaly i common in advanced cases and is frequently associated with hy perten-
sion of abdominal blood vessels and ascites (Colley et al. 2014 Inohaya et al. 20014 WHO,
2017). The disease is responsible by high rates of morbidity and mortality, causing the
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death of about 10 100 people in the year 2016 (GED 2016 Causes
of Death Collabomtors, 20170

Due to precarious basic sanitation, schistosomiasis affects
mostly poor and rural communities (Finto-Almeida et al. 2016).
In most cases, people are infected during agricultural, domestic
and recreational activities, which epose them to water containing
pamsite larvae. Communities become even more vulnerable due
to lack of information on disease transmisdon and inadequate
hygiene habits (WH(, 2017). This vulnerability seems to be rein-
forced by nutritional stats, especially considering that people
living in several poor endemic areas for schistosomiasis are also
often erposed to inadequate alimentary habits or even food
shortages (Adenowo et al. 2015). This condition & particularly
dangerous for children, since the impact of both schistosomiasis
and malnutrition i additive andfor synergistic, cansing marked
weight loss, severe anaemia, reduced ability to learn and delayed
cognitive development (Mekonnen et al. 2004).

The impact of the assodation between diet composition and
schistosomiasis on disease physiopathology and progression is
sysematically neglected and poorly understond. Although under-
edimated there i evidence that in economically disadvantaged
populations, reduced food availability andlor multi-defident
diets (ie. protein-energy malnutrition and micronutrient defi-
ciencies) are more a rule than an exception (Katona and
Katona-Apte, 2008 Mekonnen et al. 2014). Nutritionally adjused
dietary intake is a basic requirement for the maintenance of a
balanced general health status, with pivotal impact on immuno-
logical system fundtion (Cowinho et al 2010; Zapatera et al
2015). There i evidence that macmmitrient (espedally proteins)
and micronutrent (ie. vitamins A, C and E; minerak zinc, iron
and iodine) deficiendes are closely correlated to poor growth,
impaired intellectual development, increased susceptibility to dis-
cases and risk of death (Calder, 201 3 Czerwonogrodzhka-Senczyna
et al. 2016). Considering that adequate macronutrient and micro-
nutrient availability is essential to immune cells’ development
[ proliteration and differentiation), antigen recognition, activation
and expression of cellular and humaoral effector phenotypes, defi-
cient diets represent a potential environmental risk for infections
diseases (Krmawinkel 2012; Calder, 2013). Redpmcally, these
dizeases have also prowed to be important risk factors for malmo-
trition development and progression, aggravating organic deteri-
omtion assodated with the infection (Katona and Katona-Apte,
2008 Coutinho et al 2010: Da Sikva ef al. 201 2).

Faced with the devastating impact of schistosomiasis world-
wide and the frequent overlap of malnutrition in endemic areas,
there is a limited number of nitiatives investigating the impact of
malnutrition and diet composition on schistosomiasis evolution
and severity. Due to ethicalimplications, the scarce evidence on the
relationship between schistosomiasis and dietary composition in
humans iz based mainly on ohservational clinical-epidemiological
studies (Mekonnen et al. 2014; Munisi ¢t al 2006, in which the
nature of the methodological design (ie. limited internal and
external contml) impairs understanding of the pathophysiological
mechaniEms undertying this interaction. Furthermore, the octer-
nal validity (generalizability) of these studies is an additional
limiting factor determined mainly by the dynamic behaviour of
dietary hahits, which presents a highly variable spectrum in dif-
ferent populations (Corbett et al. 1992 Ferreira and Cowtinho,
1999). Conversely, due to the rigorous control of dietary strategy
(ie. centesimal composition and availability), experimental mod-
¢ls [animals (susceptibility vs resigtance to infection) and parasite
strain (virulence vs pathogenicity)], 1 wve preclinical modes hawe
provided a valuable contribution to broadening the understanding
of how diet composition and malnutrition interfere in the time
course for the deveopment of infections diseases (Oliveira et al
2004; Barros et al. 2014).
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Although there are studies relating diet composition and schis-
tosomiasis (Goes ef al 2012 Barms et al. 2014), fragmented data
hinder dear definition of the evidence accumulated, the main
rescarch barriers in the area and what smtegies should be consid-
ered to advance the undestanding of this interaction. Thus, this
study was designed to systematically review the in vive preclinical
evidenoe on diet composition and schistosomiasis mansoni.
Beyond delimiting the experimental models of schistosomiasis,
dietary strategics and their relevance (internal consistency), as
well as the main pathological processes of schistosomiasis modu-
lated by dictary macro- and micronutrients, this review also eval-
uated the methodological quality of current evidence, pointing
out the main sources of bias.

Methods
Retrieval of research records

The systematic review was carried out according to the guideine
FRISMA (Freferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Mcta-al.'laJ':.-'SES] (Moher et al 2009). The PubMed-MEDLINE,
Web of Sdence and Scopus databases were used to search for
original research articles that investigated the effect of dicts on
the development of schistosomiasis mansoniin experimental ani-
mal models. We outlined a comprehensive search strategy for the
retrieval of all relevant studies based on two integrated steps: (i)
primary search from electronic databases, and (i) secondary
sgarch for additional studies in the reference lists of all relevant
studies identified in the primary search For all databases, the
search filters were congtructed in three complementary levels:
(i) animals, (i) diseaze (schistosomiasis) and (iii) dietary srtegy.
Search filters were initially developed for PubMed by combining
standardized descriptors and MeSH (Medical Subject Headings,
www.nchi.nlm.nih govimesh) command to retrieve indeced stud-
ies. The command TIAB (title and abstract) was also applied to
identify recently published records still in the indexing process.
To detect in wive preclinical sudies in PubMed, a sandardized
animal filter was applied (Hooijmans et al 2010). The same
search filters used tor discase and diet were adapted for Scopus
and Web of Science. Another animal filter was created for the
Web of Science research, and the own Scopus animal filter [ley-
waord - animake (limit to)] was used in this database.

Specific pathological owtoomes were intentionally omitted
from our search filters to enhance the search sensitivity [designed
to find as many relevant papers as possible, often at the cost of
much ‘noise’ (much time consumed by screening numerous
irrelevant studies)] rather than specifidty (designed to find a
small set of highly mlevant papers, with the risk of omitting
numerous relevant papers) (Jenkins, 2004). The complete search
strategy is described in online Supplementary Table 51. Mo
chmnological or language limits were applied in the search strat-
egy. All gudies identified and published until March 31, 2017
(research date) were included in the systematic review.

Screening for relevant records

Fecords retrieved in all databases were overlaid and sorted for
duplicate removal by comparing the authors, title, year and jour-
nal of publication. After the initial screening, all potentially rele-
vant gudies were evaluated in full text for eligibility according to
well-defined indusion and exdusion criteria. Only original studies
investigating the effect of dictary interventions on the development
of schistosomiasds in animal models were included Studies exdu-
sively investigating in vitro systems, dietary effects on the parasite
omnly, studies analysing multiple infections or testing parameters
that do not involve paragtological outcomes, gudies without ful
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text available, and secondary studies (ie literature reviews, letters to
the editor, commentaries and editorials) were excluded. Eligibility
was independently anabysed by the researchers, and disagreements
were resohved by consensus. The lists of references of each relevant
study identified from all datahases were mamually screened for add-
itional papers (Pereira et al. 2017).

Studies charocterstics and data extroction

Considering comprehensive descriptions of the research models,
data extraction was based on important methodological require-
ments for preclinical studies described previously (Percira et al.
2017). Thus, we constructed synthesis admitting different descrip-
tive levels as follows: (i) publication characteristics: authors and
publication year; (i) characterigtics of the animal models: spedes,
lineage, sex, age and weight; (iii) model of schigtosomiasis: disease
induction (ie parasite strain, inocnlum); (iv) diet model: diet
composition (e nutrients and energy content), duration, fre-
quency and administration form; and (v) main measure outcomes
(ie. parasitic load immunological markers, histopathological
findings and mortality).

Bias analysis

Analysis of the reporting quality was pedformed considering
methodological items reported in Animal Ressarche Reporting of
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In Vivo Experiments guiddines (Kikenny ot al 2010).
Reporting quality was evaluated by complete soreening of all
manuscript sections (abstract to acknowledgements and funding)
to evaliate the completeness of the sdentific report (Pereina et al.
2017). Bias criteria were based on short descriptions of essential
study characterigtics such as experimental procedures, ethical
statement, sample size, animal allocation, randomization, experi-
mental concealment, statistical methods, baseline data and gener-
alizability. Adherence to the individual quality criteria and overall
mean adherence were expressed as absolute and relative values
(Pereira et al. 2017).

Results
Characteristics of publicotions

From 614 records identified in all dectronic databases, 27 relevant
studies were recovered in full text (primary search: 25 secondary
search: two) and induded in the systematic review (File 511 The
filters applied in each database and the flowchart indicating the
search strucure are shown in online Supplementary Table 51
and Fig. 1, respectively. Most studies identified (74.08%, n=20)
originated from South America (all from Brazil), followed by
four studies (14.52%) from MNorth America [(United States), two
studies (7.4%) from Asia (India and %audi Arabia) and one
study (3.7%) from Africa (Egypt).

Becords identified through databaze (e 6140
FubMed (n= 242}/ Scopus (r= 246) / Web of Science (= 126)

] [Imﬂtﬁllnn]

Duplicated records from Publded (Scopus o= 1361 Web of Ecience n= &%)
Studies after duplicated remaval (= 409)

Screening

Full-text identified from
databages search (n=235)

Fecords screened (ne 40%)  |— Rm?r: ;ﬂ;}lud#d
j—
Frufi-text articles excluded:
5‘ Full-test asseszed for Effects on the parasite (r=8)
§ aligibility (n= 53} #hsence of parasitological
parameters (p=a)
= Secondary studies (e 3)
O topie (= 11)
e
p—

Studies identified from
reference lists (r=2)

Inclusion

Sudies ineluded in the
systematic review (= 27)

Fig. L. Flow diagram the sytematc resew bemture seach
results. Based on PRISHA statement “Fefemed Aoporting
ttems for Sysiematc Aewioss and Metafnalyses' fases
prisma-staement.ongl
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Characteristics of experimental animals

Aszshown in online Supplementary Tahle 52, all studies used mice
(100.00%, n=27) as the animal model. Rats or guinea pigs wemne
additionally used in two sudies (3.70%, n=1 each). Swiss mice
(92.6%, n=25) was the main lineage used, and only one paper
(1.35%) omitted this information. The proportion of animal sex
was 4445% female (n=12), 29.63% male (n=8) and 1481%
both (m=4). Only three studies omitted the animak’ sex
(11.11%). The animak’ age ranged from 5 to 56 days, but this
variable was neglected in nine studies (33.33%). The animals’
weight mnged from & to 20g in mice, 50 to 70g in rats and
200 g in guinea pigs. This parameter was not reported in 13
(48.15%) studies (online Supplementary Tahle 52).

Charocteristics of dietary strategies

As indicated in online Supplementary Table 52, hypoproteic diets
(70.37%, n=19), followed by hypedipidic diets (22.23%, n=8)
and vitamin-deficient diets (741%, n=2), were the main dietary
modeks used High-carbohydrate dict, zinc supplementation and
diets containing camel milk were investigated at a reduced fre-
quency (3.70%, n=1 cach). Moderated protein restriction (5-
10% protein) was most frequent (63.16%, n=12), followed by
severe (below 5%) protein restriction (21.05%, n=4) or a combin-
ation of both dietary strategies (15.79%, n=3). Twenty-nine per
cent lipids were wsed in all hyperlipidic diets. The nutritional
composition of the control diet was eported in only 24 smdies
(BE.58%), of which 14 (583%) chose balanced commerdal diets
for rodents with 20-28% protein, 50-60% carbohydrate and 12-
14% lipid. Dietary strategy was administered between 2 and 41
weeks, Ad ibitum dietary intake was more frequent (77.78%, n
=121) and only smdies on protein regriction controlled dietary
intake. In these sudies, dictary intake was similar in infected
and wninfected groups, but protein restriction determined loss
of body mass or reduction of body mass gain.

Charocterstics of 5. mansoni infection

Az shown in online Supplementary Table 52, BH (51.85%, n=14),
followed by SLM (11.11%, n=3), Egyptian or Puerto Rican (7.40%,
n=2 each), Panlista-PE, L and SL Brazilian (3.70%, n=1 cach)
were the 5 mansoni isolates used. Only four studies did not report
the parasite isnlates. Most of the studies (92.59%, n = 25) used 22-
450 cercariae in the modes of schistosomiasis. Schitosomia man-
soni eggs (1000-10000) inoculated intravenously or intraperito-
nealy were eported in only two studies (7.41%). Percutaneons
(68%, n=12) and subcutaneous [24%, n=6&) were the main
inoculation mutes. Seven studies (28%) did not report this infor-
mation, and the period of infection ranged from 5 to 36 weeks
(online Supplementary Table 52).

Main owtcomes

[retailed quantitative and qualitative parasitological, immunological
and histopathological parameters and mortality rates ectracted
from each study reviewed are described in online Supplementary
Tahlez 53 and 54. Tahle 1 and Fig. 2 summarize the data consider-
ing the sets of studies investigated. Histopathological data wene
consistently described (852%, n=23), whereas parasitological
parameters were poorty anabysed (444%, n=12) Immunological
and/or binchemical data were evaluated in 17 studies (63%).

In general, hypoproteic diets increased mortality and reduced
parameters such as anti-5 mansoni antibodies (Le 1gl subclasses)
and cytokine level (ie trmansforming growth factor (TGF)S-1,
interferon (IFM)-y;  interleukin  (IL)-5); oviposition and egg
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Table 1. Summary of the impad of diflermnt detary stotegie on the
devedopment  of parsitalogical, immunolagical,  biochemical and
histopathological paametes in animal models of schistosomiasi mansoni
Data sratified by Study are detailed in online Supplementary Table 52

Diiets Effect” Mezsus outames
Lovw-protein Redudian Inflammation; nurmiber and size
= 18" of ganuboma; fver and
spleen sirer hepatic fibrosis
parasitasmis; Senem
albumin and hasmatooit;
IgGl, lgh2 and IgG3
antibadies levels TGRE-1,
IFR-; IL-5; coll agen levels
Incresse Martality
High-fat [in=6)" Increate Hepatic seatosiz spleen and
lrver hypertmphy and
inflammtion; parasitic koad;
chalesteral and trighyeerides
lesels hepatic mgeneration
f-1.7--
High-=ugar (n=1) Increasse Parasitc load; number of
granuloma
Zine Redudian Murmber and sime of
LT} tation granulomas; parasitic load;
=1 ALT and AST activities
Camed milk (n=1)" Redudian Parasi€e load
Increase Glutathione Stranderase
activity
Vitarmin ssiriction Profile Murmibeer and sine of granuboma
=3 wariable™

AET, aspartaie aminotranciorase ALT, alanine aminotarsicacs

T effents associated 10 30 MABSUNS CAREOIE WER raparisd In B fginal papars a5
staistically d Harant compamed with s chistoaomotic animals racaving control dist
“wasahle profie: indicated an ematic bohastour of eath maore ouirome Sim lar
oatoomes bn grouss racaving mod Fied dict and Tose Taaied with stand ard diet jcominol)
W S D

viahility; number of worms and cggs in the tissues (parasitic
load): size and numerical and volumetric density of granulomas;
liver and spleen hypertrophy, fibmss and inflammatory infiltrate,
and haematocrit and albumin serum levels. Conversely, granuloma
fomation (ie. size and number of granulomas) was not influenced
by hyperlipidic and vitamin-deficient diets. Oviposition, egg viabil-
ity and accumuilation in hepatic tissue, liver and spleen inflamma-
tory infiltrate, hepatosplenomegaly, hepatic  steatosiz, serum
cholesteral, and their fractions weme increased by hyperlipidic
dietz. A high-sugar diet increased the parastic load and the num-
ber of granulomas. Zinc supplementation reduced the number and
size of granulomas, parastic load, aspartate aminotransferase
[AST), and alanine aminotransferase (ALT) activities in serum.
Diiets containing camel milk cansed reduction in parasitic load
and increased ghitathione S-transferase activity (Table 1, and online
Supplementary Tables 53 and 54).

The animals’ mortality was meported in only six stdies
[21.4%). Severe (<5% protein) and moderated (5-10% protein)
protein-restricted  diets determined 31-452% and 35-4807%
maortality, respectively, whereas contml diets (20-25% protein)
were assodated with 29-45% maortality. Only one study reported
30% mortality in animals receiving a hyperlipidic diet (299%
lipids), compared with 10% mortality in groups treated with a
standard diet (12% lipids) (Table 1, and online Supplementary
Tables 53 and 54). Considering all evidence available, Fig. 2
shows an integrated model that relates the impact of dietary strat-
egics on primary (parastic load and mortality) and secondary
measure outcomes (immunological, biochemical and histopatho-
logical ) in schisosomiasis,
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Methodological bias

The reporting bias sratified domains are detailed in online
Supplementary Table 55 and summarized in Fig. 3. None of the
studies fulfilled all methodological criteria, and the mean quality
score of all smdies mviewed was 6543 +7.76%. Twelve studies
(44 44% ) did not reach the mean score (Fig. 3). Considering indi-
vidually each criterion analysed, none of the stmudies reported
information such as imental blindness, a rational basis for
the number of animals and detailk of the sample size calmlation.
Criteria such as control of dietary availability during the eqpen-
ment, use of standardized diet guidelines, hushandry conditions,
details of animals’ allocation to ecperimental groups, records of
food intake, number of animals in each group induded in cach
analysis, information regarding mortality, comments on the
study limitations and comments on how the findings are likely
to trandate to other spedies or relevanoe to human biology were
addressed in <50% of all studies. Six or fewer studies reported
the control of dietary availability at bazeine or during the eqeri-
mental period [21.4%, n=6), use of standardized diet guidelines
(14.3%, n=4), details on animals’ allocation (ie. mndomization)
(m=3, 10.7%) and information regarding animals’ mortality
(21 4%, n=6) (online Supplementary Tahle 55).

Discussion

Our findings indicate that the sudies investigating the impacts of
dietary strategies on schistosomiasis mansoni were concentrated
in endemic areas, espedally in South American and African coun-
tries. The marked concentration of studies in developing areas
was expected and coherent with the epidemiological profile of
schistosomiasis and malnutrition (Munisi ef al 2016). In endemic
countries, schistosomiasis and malnutrition are dosed comelated to
high morbidity and mortality rates (Corbett et al. 1992; Adenowo
et al. 2015). Furthermore, the overlapping of Schistosoma infec-
tions and malnotrition is an objective mality in these areas
(Ferreira and Coutinho, 1999 Coutinho et af. 20010). Thus, inves-
tigations on the impact of the interaction between infection
and malnutrition have major relevance, which iz reinforced by
the current national and international initiatives to control

schigosomiasis transmission and malnutrition persistence in
Latin-American [Weisstaub et al 2014 Foni et al 2016) and
African countries (Munisi et al 2016; Mitra and Mawson, 2017;
WHO, 2017).

Although the studies induded in this review show wide meth-
odological variahility, some points of convergence were ohserved.
Mice were the main animal model vsed for the study of
schigosomiasis. Mice are highly susceptible to 5 mansoni and
develop similar pathophysiological characteristics to human infec-
tion, induding systemic immunological response, granulomatous
inflammation and portal hypertension (Abdul-Ghani and Hassan,
2010 Machado-Sibva et al. 2001 0; Alves et al. 2016). These animals
present low cost, fast reproduction cydes, and easy maintenance
and handling in the laboratory (Moran et al. 2016). For similar
reasons, mice are organisms systematically applied in studies
involving dietary interventions (Coutinho, 2004; Oliveira et al.
1004). In addition to redudng costs by preparing reduced
volumes of ecperimental diets compared with studies with larger
animals (e.g. mats, rabbits and dogg), the effect of eperimental
diets usnally manifests faster in relation to the human condition,
allowing more contmolled and careful analysis of the outcome
measures, induding  alimentary safety (Vandamme, 2015
Chalvon-Demersay et al. 2017).

Drespite the advantages of mice models, the host's genetic
background should be considered to interpret the preclinical find-
ings (Festing, 2016). In most sudies induded in the review, out-
bred mice (Swiss lincage) were used. There is evidence that the
broad genetic variability of different mice species and lineages is
closely cormelated to host susceptibility and/or resistance to infec-
tion (Dajem et al 2008; Alwes et al. 2016). Genetic background is
equally relevant in animal models exposed to dictary interven-
tions, espedally considering the heterogeneity in metabolic phe-
notypes (Machado-Siva et all 2005; Van de Viprer et al 2006).
[ue to genotype homogeneity and similar phenotypic character-
istics, inbred mice present advantages over outhred animals, such
as better experimental control and reproducibility of pathological
manifestations, especially the immunological responses that medi-
ate hog-pathogen interactions (Pérex et al. 2014 Pereira et al.
2017). However, outhred mice straine remain highly relevant to
investigate human infections, espedally considering the genetic
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varighility of humans and the bmad specrum of pathological
manifestations obserwed in clinical settings (Coutinho et al
M003; Goes et al. 2012).

In this review, while female animals were often used in models
testing hyperlipidic diets [ Alencar et al. 2009, 2001 % Da Silva ef al
1012), males were used mainly to investigate dietary strategies
bazed on protein manipulation (Couto et al 2002; Ramos et al
2006; Coutinho et al. 2007). Female mice have been used since
they exhibit a more resistant phenotype againa metabolic changes
induced by the lipid-rich diet compared with males (Pettersson
et al. 2012). Under hyperlipidic diet exposition, female mice
expanded Treg cell population and develop an anti-inflammatory
environment in the intm-abdominal adipose tissue, whereas
males manifest early adipose tissue inflammation, ghicose intoler-
ance, pancreatic isket hypertrophy and peripheral nsulin resist-
ance (Pettersson ef al. 2012). In murine 5 mansoni infections,
it appears that female mice develop a higher burden of worms
and present higher mortality than male mice (Eloi-Santos et al
1992). Apparently, thiz reduced susceptibility to infection in
males iz related to high testosgterone levels, which attermates the
development of immature schistosomules (Makazawa ef al
1997). However, the relationship between sex hormones and 5
mansoni infection is poorly understood, requiring further investi-
gations. As observed in this review, use of a standardized animal
sex is a valuable methodological arategy to reduce the variability

in outoome measures, with direct impact on the internal [cause-

AKPOM, 1851+

[

10 20 30 40 50 6O 7O 80 90
ARRIVE items covered (%)

L =]

effect relationship) and edernal (generalizability) validity of pre-
clinical research (Coutinho et al. 2003).

Animals of various ages and weights were used in the experi-
mental modes. However, this information was often under-
reported, hindering the gudies’” reproducibility. Mos smdies
used young animals (about 21 days and 15 g). Animak’ age eerts
important influence on host metabolism (Korou et al. 2003) and
reponse to infectious discases (Colditz et al 1996; Yole et al
X006). There & evidence of an age-dependent susceptibility to
metabolic diseases induced by environmental facors, induding
diet composition (Korou et al. 2013). Considering that very
young animals do not achieve complete metabolic development
(Jackson et @l 2017) and that very old animals exchibit acoomula-
tion of metabolic disturbances (Goldsworthy and Potter, 2014),
animals of edreme ages should be used with caution, especially
in cases in which the impact of age & objectively analysed
(Eomou et al. 2013). In young animals, incomplete immunological
development hinders pathogen contml, favouring pathogen repli-
cation, parasitism, organ damage and host mortality (Colditz et al
1996). Conversely, with increasing age the immunological
defences beoome more efficent to resist infection, espedally due
to the increased population, phenotypical diversity and activity
of immune cells (Speziali et al 2010). Thus, it was clearly reported
that younger mice in the pre-pubertal period (24-25 days of age)
are more susceptible to 5 mansoni than those in the post-puberty
phase (9-15 weeks of age) (Yole et al. 2006). In preclinical modes
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of schistosomiasis, use of young animals is not unrealistic, espe-
cially considering that the chronic phase of infection develops
ower 12-18 weeks after parasite inomlation in mice, a perind
necessary for granuloma organization and devdopment of liver
pathology (Alencar et al 2009). As dietary intervention is alko a
primary target of analysis, use of younger animals can be more
realistic, since the effects of dietary composition can be analysed
from well-gtabilized schistosomiasis models with minor interfer-
ence of an intense host response against 5. mansoni infection,
as obzerved in older animals (Burns, 2004; Speziali et al. 2010).

The parasite inoculim and biological characteristics, such as
spedes and isolates, ame also related to the severity of infectious
diseases, especially due to divergent profiles of infectivity, viru-
lence and pathogenicity (Davies et al. 2002). The studies analysed
presented a great variability in inoculum size and time of infec-
tion, representing an important indicator of heterogeneity
among the preclinical models. Clear examples are the studies
developed by Bhattacharyya (1965) and Akpom and Warren
(1975), in which infections induced by 22 and 450 cercariae
were accompanied for 28 and 36 weeks, respectively. Although
this variability in dataset determines a negative impact on edernal
validity of the current evidence, the internal validity of the indi-
vidual studies was preserved, since parasitological and histopatho-
logical changes of schistosomiasis was clearly demonstrated in all
experimental models reported

As expected, the studies analysed wsed heterogeneous 5. mansond
isolates in the models of schigosomiasis, an aspect related to the
wide variahility of geographical origine in which these islates
were obtained There is evidence that 5 marseni isolates from the
same or different geographic areas may show differences in egg pro-
duction, immunogenicity and pathogenicity (Saoud, 1966; Shalaby
etal. 2011). These manifestations are also asodated with the gen-
etic variability of each 5 marsoni solate, which regulates several
factoms that determine parasite resistance to hoa-defence mechan-
isms (¢g. anticwidant enzymes, heat shock pmoteins, complement
inhibitory proteins) (Incani and Cesari, 2001; Themon et al. 2014).
Considering the parasite origin, the Brazilian BH isolate was mainby
used, a characterigic aligned with the geographic regions in which
the studies were developed (Coutinho et al. 2003, 2007; Bamos et al.
2009, 2014). However, the selection of 5. mansoni isolates was not
restricted to geographic origin, but also coherent with the constnic-
tion of consistent schistosomiasis models, espedally hased on dassic
organ damages such as gmnulomatous inflammations (Coutinho,
200k Neves et al. 2007).

The predinical relevance of the BH isolate was reported by
Incani and Cesari (2001), who indicated that this isolate is asso-
ciated with higher infection rates in mice, effective induction of
granulomas, intense 5. mansoni egg production and elimination
through feces (YT and 5M isolates). Another smdy showed that
mice infected with the Puerto Rico isolate showed a higher distri-
bution of eggs in the liver than different parasite isolates (BH, 5L,
Ba and Mw) (Anderson and Cheever, 1972). On the other hand,
in a comparative study with the Feira de Santana-BA isolate, the
Puerto Rico lineage was also highly relevant to induce schisgosom-
iasis, demonstrating similar results in the number of pulmonary
schistosomules, recovery of worme from the portal sysem, num-
ber of eggs per gram of liver and intesting, histopathological
lesions and mortality (Andrade and Sadigursky, 1985).
Although different 8 mansoni iolates behave differently in pre-
clinical modelks, it remains undear to what ectent these patterns
are similar in human infections (Cheever et al. 2002). Human
infections often ocour from heterogeneous parasites, nooulum
and time of evolution; aspects linked to variable profiles of maor-
bidity and mortality (Abdul-Ghani and Hassan, 2010). Since
these aspects are difficult to control in human contexts, preclinical
models remain highly relevant to improve understanding of hos -
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pathogen interaction, as well as the impact of environmental fac-
tors on schistosomiasis evolution (Lopes et al. 2006).

Considering the dictary strategies investigated, most studies
used commerdal diets, an aspect potentially related to the high
palatability and low oogt compared with purified diets
(Svendsen et al. 2012). However, puritied diets are more likely
to ensure adequate study reproducibility and macro- and micoro-
nutrient control (Barnard et al. 2009). Thus, diets based on
recommendations of the American Instiate of MNutrition
(AIN-93) would be the best choice (Reeves ef al 1993).
Additionally, moa studies included in the review applied ad [ibi-
tum dictary intake, which was accompanied by under-reported or
questionable monitoring methods. Food intake exerts a relevant
impact on outcome measures, since it is direcly related to the
metabolic load imposed on the animal moded (Moraal et al
2012). Thus, more rigorous control of food intake is a relevant
strategy to minimize potential experimental bias related to physio-
logical and behavioural factors [Leidy and Camphbell, 2011).
Adequate dietary intake (gquantity and quality) i an important
factor in susceptibility to infections (Corbett et al 1992 Calder,
2013 Mekonnen et al 2014; Zapatera et al 2015). Thus, both
& mansoni and malnutrition modulate the host's immune system,
with direct effect on parasite development and disease progression
(Oliveira et al 2004; Neves et al. 2006).

Drespite the dietary srategy, the studies evaluated mainly the
granuloma formation, hepatic fibrosis, parasitic load and mortal-
ity. Furthermore, more than half of the studies analysed the
impact of protein-restricted diets (5 and 10% of protein) on schis-
tosomiasis, From these pmotein levels, the msearch initiatives
coherently attempt to simulate the most common dictary defi-
ciencies identified in human populations in endemic areas
(Coutinho et al. 1991, 2007 Oliveira ef al. 2004 Ramos ef al
2006). In general, the hypoproteic diets investigated attenuated
organ damage induced by 5 mansoni infection, reduding ovipos-
ition and egg viahility (Akpom and ‘Warren, 1975 Barms ot al.
2014); parasitic load (Knauft and Warren, 1969; Coutinho et al.
1997); size, number and wvolumetric density of granulomas
(Coutinho, 2004; Coutinho et al 2007: Barros et al. 2009); liver
and spleen hypertrophy, fibmsis and inflammatory  infiltrate
[Coutinho-Abath et al. 1962 Barms et al. 2009, 2014). As dietary
intake was similar in infected and uninfected groups, the hosts’
appetite was not affected by diet manipulation of infection.
Thus, protein mestriction, but not differences in food intake was
potentially related to the pathological findings identified.
Interestingly, we dearly identified that despite attemuation in
organ damage, infected animals exposed to protein restriction
also exhibited higher mortality rates than contml animals, As pre-
viously suggested (Femreim and Coutinho, 1999 Coutinho et al.
2002 Barros et al. 2014), this finding indicated that both infection
dewelopment and host defences are equally and adversely affected
by malnutrition. As infection and malnutrition determine marked
organic debility, it is evident that both conditions interact to
determine more severe clinical outoomes, especially dispropar-
tionately high morbidity and mortality rmtes (Ferreira and
Coutinho, 1999; Barros et al. 2014).

Additionally, 5. mansoni-infected animals treated with hyper-
lipidic diets (29% lipids) were the second experimental models
most investigated. From these modes, oviposition, egg viability
and accumulation in hepatic tisme (Alencar et al. 2009), liver
and spleen inflammatory infiltrate (Da Sibva et all 2012), hepatos-
plenomegaly (Alencar et al 2009 Da Sibva et al. 2012), hepatic
steatosis (Meves ef al 2006, 2007), serum cholesterol and their
fractions (Meves et al 2006, 2007: Alencar et al. 2009, 2012)
were consistently increased by hyperlipidic diets. Long-term,
high-fat diets are assodated with negative repercussions on hep-
atic function, especially due to the development of liver steatosis,
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steatohepatitis and fibrosis (Meves ot al 2006, 2007; Picchi et al
2011). Previous stdies indicate that high-far diets medoced
immunocompetence by impairing lymphocytes’  mesponsivity
against microbial antigens (Crevel et al. 1992: Strandberg et al
1009). Impairment of innate immune funcions in mice fed a
high-tat diet was also reported as an important cause of increased
maortality during sepsis. In these animals, aside from exacerbated
production of the pro-inflammatory cytokine IL-1 and increased
levels of macrophages in adipose tissue, the proportion and fune-
tion of granulocytes and production of reactive oxygen species
were reduced (Strandberg et al 2009). Although disturbances in
innate and acquired immunological mechanisms are potentially
related to increased tissue damage and mortality rates in schisgo-
somiasis, the extent to which high-fat diets modulate the immune
response and reduce host resistance to 5. mansonf infection is =il
undear, requiring further investigations.

Additional diet models based on carbohydrate, zine and milk
supplementation as well as vitamin restriction were also investi-
gated From a single study, the animals submitted to a high-sugar
diet showed an increased parasitic load and number of grano-
lomas (Magalhies et al. 1978). Conversely, zinc supplementation
reduced the number and size of granulomas, pamsitic load, and
AST and ALT activities in serum, indicating lower severity of
liver damage (Helmy et aol. 2009). Similarly, diets containing
camel milk caused reduction in parasitic load and increased ghata-
thione 5-transferase activity (Maghraby et al. 2005). Due to the
restricted number of studies, the high variability of experimental
designs, and the important sources of methodological bias identi-
fied (e.g. absence of experimental blindness, randomization, stan-
dardized diet guidelines and control of diet intake], the preclinical
evidence for these diets is still fragile and inconclusive. As these
studies nvedigated a limited number of measure outcomes,
such as parasitic load, mortality and histopathological damage,
the mechanigtic basis relating diet and schistosomiasis was not
addressed. Thus, more comprehensive and controlled studies
are required to elucidate the real impact of carbohydrates, miner-
als and vitamins on 5 mansoni infection.

In clinical and preclinical smdies, methodological consistency
should be considered to properly interpret the evidence available
(Landiz et al. 2013; Bara and Joffe, 2014). Surprisingly, none of
the studies analysed fulfilled all methodological criteria, present-
ing variable methodological scores without a temporal influence
(year of publication). This finding indicated that reporting hias
has been systematically reproduced through the research process,
despite advances in regulatory srategies to stimulate accurate pre-
clinical research (%ena et @l 2007; Landis ef al. 2013). The main
neglected aspects were experimental blindness, control of dietary
availability and food intake, use of gandardized diet guidelines,
animals” allocation, mimber of animals induded in each analysis,
maortality rates, comments on the study limitations and on gener-
alizability to human biology. All these methodological constmicts
are essential in preclinical studies, and when under-reported they
are important sources of bias that impair the sudies’ reproduchbil-
ity and the quality of evidence (Kilkenny et al. 2009 Lapchak
et al. 2013). As these methodological constructs are easily adjust-
able, designing more consistent and reprodudble  protocols
aligned with acceptable internal validity iz a feadhle task in futune
rescarch initiatives. For this purpose, there are several gnidelines
on the experimental design and the main aspects that should be
reported when animal research data are publicly disclosed, such
as the Approach Collaborative for Meta-Analyss and Review of
Anima Data from Experimenta Studies (CAMARADES, www.
camaradesinfo) and the Systematic Review Center for Laboratory
Animal Experimentation (SYRCLE; wwwSYRCLEnR).

Ohur findings indicate that the research initiatives relating diet-
ary composition and schistosomiasis were originated mainly from
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poor endemic counties, in which & mansoni infection and malm-
trition are ohjective realities with broad sodocconomic impact. In
general, although hypoproteic dicts attenuate parasitic load and
granulomatous inflammation, low protein content was also asso-
ciated to higher mortality mtes. Conversely, hyperlipidic diets and
& mansoni infection exhibit a synergistic interaction, potentiating
organ damage and mortality rates, which are closely correlated
with intense steat titis, parasitic load and granulomatous
inflammation. Althongh high-sugar diets and witamin restriction
potentiate and zinc supplementation attenuates 5. mansoni infec-
tion, the current evidence for these diets is incondusive, since it is
based on just a few studies with limited methodological adequacy.
Although the gudies adopt consistent infection models in mice to
report results from dietary srategies, report quality analysis has
suggested that cument evidence is at high risk of bias. The ncom-
plete characterization of animal models, experimental groups, diet
composition and treatment protocols, outcome measures, and
mechanistic approaches were the main sources of hias. Together
with these limitations, the methodological heterogeneity in stud-
ieson the same dietary strategy compromises the external validity
of the evidence, making it diffioult to translate animal data into
human context. We hope that our critical analysis can help exped-
ite preclinical research and reduce methodological bias, thereby
improving the meliability and generalizability of further research
initiatives in this neglected amca.
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CAPITULO 2

EFEITO DA DIETA HIPERPROTEICA NA FASE AGUDA DA
ESQUISTOSSOMOSE EXPERIMENTAL
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca que pode ser causada por seis espeécies, tais como S.
mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. mekongi, S. guineenses e S. intercalatum, sendo
que as de maior relevancia médica para 0 homem sdo S. mansoni, S. haematobium e S.
japonicum (AJIBOLA et al., 2018; HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013). Estima-se uma
prevaléncia mundial de 249 milhdes de individuos infectados em 78 paises e 800 milhdes de
pessoas moram em areas endémicas para a doenca. Regides do Oriente Médio, América do Sul,
Sudoeste da Asia e especialmente Africa sdo as regides do mundo de maior incidéncia e
prevaléncia de esquistossomose (WHO, 2017; DIAS et al., 2019).

S. mansoni é a espécie responsavel pela doenca no Brasil, acometendo
aproximadamente 2,5 milhdes de individuos. Os estados das regides Nordeste e Sudeste sao 0s
mais afetados e sua prevaléncia pode estar associada ao baixo desenvolvimento econémico, ou
pode estar diretamente ligada a presenca dos moluscos transmissores (KATZ; PEIXOTO, 2000;
WHO, 2017; VITORINO et al., 2012).

O parasito requer dois hospedeiros para completar sua evolucdo: o hospedeiro
intermediério, um molusco aquéatico do género Biomphalaria e o hospedeiro definitivo, o
homem (ALVES et al., 2016). A esquistossomose se desenvolve em humanos em duas fases,
aguda e crénica, sendo que a fase aguda é geralmente assintomatica e representa uma forma
leve com envolvimento hepatointestinal e a fase cronica, quando sintomatica, se manifesta
como hepatoesplenomegalia e hipertensdo portal e é reconhecida como uma forma
hepatoesplénica avancada (DIAS et al., 2019; NEVES, 2010).

A fase aguda aparece em torno de 50 dias e dura até cerca de 120 dias ap6s a infeccgdo e
gue geralmente ocorre antes do aparecimento de ovos nas fezes, tendo um pico 6 a 8 semanas
pos-infeccdo (HAMS; AVIELO; FALLON, 2013). Nessa fase pode ocorrer disseminacdo de
ovos, principalmente na parede do intestino, com areas de necrose, levando a uma enterocolite
aguda e no figado, provocando a formacéao de granulomas (GRAY et al., 2011).

A esquistossomose aguda é caracterizada pela presenga de numerosos granulomas
periovulares em mdltiplos 6rgdos, especialmente no figado, intestinos e pulmdes. Esses
granulomas sao grandes, com componente predominantemente exsudativo rico em eosindfilos,
periferia mal delimitada e necrose periovular frequente (AMARAL et al., 2017).

De forma geral, na fase aguda da esquistossomose, a resposta imune adaptativa durante
a fase pré-patente, tem como caracteristica uma alta producéo das citocinas IFN-y, IL-2, e de

quimiocinas e uma menor produgéo de IL-4 e IL-5, ao contrério do que é observado durante a
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fase cronica da esquistossomose, a qual é caracterizada por uma baixa produgdo de IFN-y e um
aumento da producéo das citocinas da resposta imune Th2, como a IL-4 e IL-5 (CHUAH et al.,
2014).

Geralmente, as pessoas residentes em regides endémicas sdo também expostas a habitos
alimentares inadequados e na tentativa de simular a deficiéncia alimentar mais comum
identificada nessa populagdo, os efeitos de dietas hipoproteicas no desenvolvimento da
esquistossomose experimental foram muito estudados (ADENOWO et al., 2015; COUTINHO
et al., 1997; COUTINHO et al., 2010; BARROS et al., 2014). O S. mansoni e a desnutri¢cdo
modulam o sistema imune do hospedeiro, com efeito direto sobre o desenvolvimento do
parasito e progressdo da doenca (KATONA; KATONA-APTE, 2008; COUTINHO etal., 2010;
DA SILVA et al., 2012).

Devido a implicacGes éticas, evidéncias sobre a relacdo entre esquistossomose e
composicdo da dieta, em humanos, sdo baseadas principalmente em estudos clinicos-
epidemiologicos (MEKONNEN et al., 2014; MUNISI et al., 2016), nos quais o desenho
metodoldgico prejudica o entendimento dos mecanismos patofisiologicos dessa interacdo. Por
outro lado, camundongos sdo altamente susceptiveis ao S. mansoni e desenvolvem
caracteristicas patofisiologicas similares a infeccdo em humanos, bem como sdo também
utilizados em estudos envolvendo intervenc@es dietéticas. Dessa forma, os modelos pré-clinicos
in vivo tém fornecido uma valiosa contribuicdo no entendimento de como a composicao da dieta
interfere na patogénese das doencas infecciosas (OLIVEIRA et al., 2004; BARROS et al.,
2014).

A ingestdo alimentar nutricionalmente ajustada é um requerimento basico para a
manutencdo de um adequado estado de salde geral. Ha evidéncias que deficiéncias de
macronutrientes, especialmente proteinas e micronutrientes estdo relacionadas ao déficit de
crescimento, ao prejuizo no desenvolvimento intelectual, ao aumento da susceptilidade a
doencas e ao risco de morte (CALDER, 2013; CZERWONOGRODZKA-SENCZYNA et al.,
2016). Por outro lado, a adequada disponibilidade de macronutrientes e micronutrientes é
essencial para o desenvolvimento de células do sistema imune, reconhecimento de antigenos,
ativacdo e expressdo de fenotipos efetores celulares e humorais (KRAWINKEL, 2012;
CALDER, 2013).

Assim, além dos efeitos de dietas hipoproteicas na esquistossomose experimental, a
dieta hiperlipidica também ¢ alvo de pesquisas (ALENCAR et al., 2009; ALENCAR et al.,
2012; DA SILVA et al., 2012). Outras estratégias dietéticas como o0 aumento do teor de agucar,

restricdo de vitaminas e suplementagédo de zinco foram menos estudadas na esquistossomose
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(MAGALHAES et al., 1978; AKPOM; WARREN, 1975; HELMY et al., 2009).
Independentemente da dieta utilizada na esquistossomose experimental, os estudos avaliaram
principalmente a formacéo do granuloma, a fibrose hepatica, a carga parasitaria e a mortalidade
(MARQUES et al., 2018).

Diante do exposto, este capitulo aborda o efeito da dieta hiperproteica na fase aguda da
esquistossomose experimental, em camundongos, principalmente no desenvolvimento de
granulomas hepaticos e no perfil imunoldgico. Como este tipo de dieta foi menos estudado,
busca-se elucidar se existe interacdo entre a infeccéo e a dieta e 0 quanto essa interacdo pode

modificar a patogénese nas infec¢des por S. mansoni.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da dieta hiperproteica na fase aguda da esquistossomose experimental
em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) avaliar o efeito da dieta hiperproteica no perfil de crescimento corporal dos
camundongos nao infectados e infectados por S. mansoni.

b) comparar a digestibilidade da dieta hiperproteica em camundongos ndo infectados e
infectados por S. mansoni.

c) investigar a distribuicdo de ovos de S. mansoni nas fezes, no figado e no intestino dos
camundongos.

d) analisar o impacto da dieta hiperproteica no remodelamento microestrutural hepético e

intestinal dos camundongos infectados por S. mansoni.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Quarenta camundongos Swiss machos (n=40), com trés a quatro semanas de idade e
pesando de 10 a 15 g foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG) e mantidos sob condi¢bes padronizadas de iluminacéo (ciclo de claro/escuro
de 12h/12h), temperatura (22+2°C) e umidade (60+£10%) no Laboratério de Nutricdo
Experimental da Faculdade de Nutricdo da UNIFAL-MG. Os camundongos foram alojados em
caixas de polipropileno com tampas de tela em ago inoxidavel com cinco animais em cada

caixa.

3.2 INFECCAO POR S. mansoni

Os animais foram infectados por via subcutanea com 25 cercarias de S. mansoni cepa
LE (Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil) obtidas de caramujos Biomphalaria glabrata

provenientes do Centro de Pesquisas René Rachou.

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O experimento teve duracdo de 20 semanas (FIGURA 1). Durante todo o periodo os
animais receberam agua ad libitum e dieta padrdo e hiperproteica, de forma que inicialmente
20 animais receberam dieta padrdo e 20 animais receberam dieta hiperproteica.

Na 122 semana do experimento, metade dos animais (n=20; grupos DPa-l e HPa-I)
foram infectados com S. mansoni.

Os camundongos foram eutanasiados oito semanas pds-infeccao, fase relativa a infeccao
aguda (grupos DPa-I, DPa-S, HPa-1 e HPa-S).
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Figura 1 — Delineamento experimental
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Fonte: Da autora.

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram randomizados em quatro grupos com 10 animais em cada grupo,
assim denominados e caracterizados:

Grupo DPa-I1: animais infectados com S. mansoni, com dieta padrdo e eutanasia na fase
aguda da infec¢éo (8 semanas);

Grupo HPa-I1: animais infectados com S. mansoni, com dieta hiperproteica e eutanasia
na fase aguda da infec¢do (8 semanas);

Grupo DPa-S: animais ndo infectados, com dieta padrdo e eutanasia na fase
representativa de infeccdo aguda (8 semanas);

Grupo HPa-S: animais ndo infectados, com dieta hiperproteica e eutanasia na fase
representativa de infecgdo aguda (8 semanas).

A Figura 2 resume as caracteristicas dos grupos experimentais.
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Figura 2 — Fluxograma da randomizacéo dos grupos experimentais e suas caracteristicas.
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Fonte: Da autora.

3.5 ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com 0s principios éticos
para experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e o
projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA) da
UNIFAL-MG (Protocolo n° 06/2017) (ANEXO 1).

3.6 DIETAS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas dieta padrdo para roedores de laboratério (Nuvilab®, S&o Paulo, SP,
Brasil) normoproteica (proteina 22,6%) e dieta hiperproteica (proteina 38%). Para a elaboracéo
da dieta hiperproteica considerou-se que a caseina continha, no minimo, 85% de proteina
(REEVES et al., 1993) e que a dieta padrdo continha 22 g de proteina para cada 100g de dieta.
Assim, para se obter uma dieta hiperproteica com teor de proteina aproximado de 40% (PESTA;
SAMUEL, 2014) foi necessario adicionar 24% de caseina a dieta padrdo. Apds a pesagem nas
proporcdes indicadas, os ingredientes foram homogeneizados e umedecidos para formar uma
massa (a moda caseira) utilizada para moldar os pellets, os quais foram submetidos a secagem
em estufa e congelados até o momento do uso.

A dieta padrdo foi disponibilizada pelo Biotério Central da UNIFAL-MG e o ingrediente
caseina foi adquirido de fornecedor especializado (Rhoster® IndUstria e Comércio Ltda). A

composicao centesimal das dietas esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composicao centesimal das dietas padréo e hiperproteica

Padréao (%) Hiperproteica (%)
Umidade 9,1+0,71 7,16 £0,49
Cinzas 8,94 + 0,30 6,02 = 0,03
Lipidios 13,0 £ 0,69 10,30 £ 0,26
Proteinas 22,62 £ 0,55 38,38 £ 0,34
Carboidratos totais 46,34 + 0,85 38,13 £ 0,67
Energia (kcal/100g) 392,84 + 11,82 398,74 £ 6,35

Fonte: Da autora.

A ingestdo de dieta foi controlada com a observacéo de quantidade ingerida no periodo
de aclimatacdo pelos grupos experimentais, ofertando aproximadamente 10g de dieta
hiperproteica e padrdo, diariamente, por camundongo, para todos os grupos na forma de pellets.
Sendo assim, disponibilizava-se 100g de dieta para cada caixa a cada dois dias.

A analise da composicao centesimal das racoes foi realizada no Laboratério de Nutrigdo
Experimental da Faculdade de Nutricdo da UNIFAL-MG, sendo as determinacdes de umidade,
cinzas e lipideos realizadas de acordo com o0 método proposto pela AOAC (ASSOCIATION
OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2000). As determinagdes de proteinas foram
realizadas de acordo com o Método de Kjeldahl (AOAC, 2000), com amostras em triplicata,
utilizando-se o fator 6,25 para a conversdo dos teores de nitrogénio em proteinas. Os
carboidratos foram determinados por diferenca, diminuindo-se a soma dos demais componentes
de 100.

Para a determinacdo do valor energético das dietas, considerou-se que os carboidratos

fornecem 4kcal/g, as proteinas 4 kcal/g e os lipidios 9 kcal/g.

3.7 EXAME PARASITOLOGICO

A confirmacdo da infecgdo por S. mansoni foi avaliada pela quantificagdo de ovos na
excrecdo fecal no dia da eutanasia e as fezes foram analisadas em duplicata pela técnica de
Kato-Katz (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972). Utilizando-se kit diagnostico proprio

(Kit Helm Teste), para cada amostra de fezes, duas laminas foram preparadas e examinadas ao
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microscopio. Para determinar o nimero de ovos por grama de fezes, 0 nimero medio de ovos

encontrados nas laminas foi multiplicado pela constante 24 (BARBOSA et al., 2017).

3.8 NUMERO DE OVOS PRESENTES NO FIGADO E NO INTESTINO

Para obter a contagem do nimero de ovos presentes no figado e no intestino dos
camundongos infectados com S. mansoni realizou-se o0 processo de digestdo tecidual por KOH
a 10% para a recuperacdo dos ovos ap0s a eutanasia dos animais na fase aguda da doenca
(ALVES et al., 2016). Fragmentos dos 6rgdos foram pesados e acondicionados em tubos falcons
com KOH 10% overnight na geladeira. No dia seguinte, os fragmentos foram incubados a 37°C
durante um hora e meia em banho-maria e, imediatamente apds, os 6rgdos digeridos foram
centrifugados por cinco minutos a 1400 rpm, sendo o sobrenadante descartado e o sedimento
ressuspendido em salina 0,85%. Esta etapa foi repetida trés vezes. Apdés a Gltima centrifugacao,
ressuspendeu-se o sedimento em 2 mL de salina 0,85%. A suspenséo contendo ovos do parasito
foi aplicada em laminas de vidro, e 0 nimero de ovos foi determinado em um microscépio de
luz. Foram realizadas trés contagens de 200 pL da solucdo de cada 6rgdo a fim de se determinar

0 numero de ovos por grama de tecido.

3.9 DIGESTIBILIDADE APARENTE DA PROTEINA DA DIETA

Na 20? semana de experimento, a fim de se determinar a digestibilidade aparente, as
dietas foram coradas com indigo carmim (200 mg/100 g de dieta) e foram disponibilizadas aos
animais no primeiro e no quarto dia dessa semana (MORAES et al., 2012). As fezes foram
coletadas durante quatro dias, sendo que no segundo dia foram coletadas as fezes marcadas com
carmim; nos dois dias seguintes todas as fezes e no quinto dia, as fezes ndo coradas. As fezes
coletadas foram armazenadas em sacos plasticos identificados para cada grupo e mantidas em
congelador até a analise. As fezes foram secadas em estufa com circulagdo de ar a 105°C por
24 h, logo apds foram resfriadas em dessecador (Marconi®), maceradas, homogeneizadas e
pesadas para determinacdo da concentracdo de nitrogénio pelo método de Kjeldahl, com
amostras em triplicata (AOAC, 2000).

A digestibilidade aparente (DA) foi calculada por mensuracdo do conteudo de
nitrogénio ingerido (N1) e excretado nas fezes (NF) dos grupos-teste, de acordo com a seguinte
férmula: DA (%) = (NI - NF) x 100/ NI (COSTA et al., 2014).
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3.10 ANALISE DE EFICIENCIA ALIMENTAR E BIOMETRIA

Para avaliar a eficiéncia alimentar, foram obtidos os seguintes parametros: coeficiente
de eficiéncia alimentar (CEA), peso corporal (g), comprimento naso-anal (cm) e indice de Lee.

O CEA representa a relagdo entre o ganho de peso pela quantidade de alimento
consumido: CEA = (PF - PI)/ TA, em que PF: peso final (g) do animal durante o periodo de
acompanhamento; Pl: peso corporal do animal no inicio do experimento em gramas, TA:
quantidade total de alimento ingerido no periodo em gramas (CAMPBELL et al., 1963).

A ingestdo dietética foi avaliada pelo registro do consumo da dieta por caixa, a cada
dois dias, sendo o consumo alimentar obtido através da subtracdo entre a cota alimentar
oferecida e o rejeito verificado dois dias depois (NERY et al., 2011). Levou-se em consideracdo
0 numero de dias avaliados e 0 numero de animais por caixa para obtencdo do consumo
alimentar diario e total dos animais. A ingestdo energética dos animais foi obtida pelo calculo
do valor caldrico desse consumo alimentar dos animais.

A pesagem dos animais foi registrada semanalmente desde o inicio do experimento para
calculo do ganho de peso: PF - PIl, onde PF: peso final (g) do animal durante o periodo de
acompanhamento; PI: peso corporal (g) do animal no inicio do experimento. Utilizou-se uma
balanca eletronica digital (Marte®).

Ao final do experimento, o comprimento naso-anal foi obtido ap6s anestesia do animal,
com as medidas registradas em papel milimetrado e o indice de Lee foi determinado por meio
da raiz cubica do resultado obtido na divisdo do peso corporal (g) pelo comprimento naso-anal
(cm) de cada animal: [3/Peso(g)/CNA(cm)]. O indice de Lee é um preditor para obesidade e
tem forte correlacdo com massa gorda, sendo um indicativo do estado nutricional do animal
(NOVELLI et al., 2007). Um indice de Lee igual ou inferior a 0,300 indica peso normal e no
caso de valores superiores a 0,300, os animais sdo classificados como acima do peso ideal
(BERNARDIS; PATTERSON, 1968).

Os orgédos coletados foram pesados e o peso relativo do figado e da gordura
periepididimal foi calculado por meio da divisdo do peso do 6rgéo pelo peso corporal do animal.
Além disso, determinou-se o volume do figado usando o método de imersdo descrito por
Scherle (SCHERLE, 1970).
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3.11 EUTANASIA DOS ANIMAIS E COLETA DE MATERIAL

Os camundongos foram eutanasiados por exsanguinacdo por puncdo cardiaca apds
anestesia com administracdo 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 eppendorfs contendo
heparina e centrifugado imediatamente para obtencdo do plasma, mantido armazenado a -80 °C
até o0 momento da anélise bioquimica e das citocinas. Realizaram-se toracotomia e laparotomia
mediana para coleta do figado e intestino grosso, os quais foram fixados em solucdo de
formaldeido para andlises posteriores.

A taxa de mortalidade durante o periodo experimental foi calculada por meio de registro
diario.

3.12 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO PARA MICROSCOPIA

Fragmentos do l6bulo esquerdo do figado e a primeira porcdo do intestino grosso de
camundongos ndo-infectados e infectados foram removidos e fixados em solucdo de
formaldeido 4% tamponada neutra. Apds a fixacdo histoldgica, os 6rgaos foram desidratados
em concentracdes crescentes de alcool a partir de 70% até alcool absoluto (99,8%). Em seguida
os 6rgdos foram diafanizados em xilol e incluidos em parafina a 60°C. Para a montagem das
laminas, os cortes microscépicos com 5 um de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo
e corados, de acordo com as normas do Laboratério de Patologia do Departamento de Patologia
e Parasitologia da UNIFAL-MG, com hematoxilina / eosina (HE) para observacgéo dos aspectos
histomorfoldgicos do tecido e andlise estereoldgica e com picrosirius para identificacdo e
analise de fibras colagenas. As imagens das laminas histoldgicas foram capturadas com uma
camera fotografica digital (QColor 3, Olympus, Toquio, Japdo) acoplada ao microscépio de luz
convencional (Axioscope Al, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As imagens obtidas foram
processadas e analisadas por software de captura e analise de imagens Axion Vision LE (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

3.13 ANALISE HISTOPATOLOGICA
Na andlise microscopica do figado foram investigadas qualitativamente a necrose

tecidual, a hipertrofia de hepatdcitos, o padrdo de organizacédo e distribuicdo das células do

parénquima e do estroma, a distribuigdo das células intersticiais, bem como a distribuicdo de
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focos inflamatdrios, granulomas esquistossomoticos e areas de fibrose tecidual. A analise
microscopica foi realizada em 6 campos histoldgicos aleatérios para cada animal, obtidos com
a utilizacdo de lente objetiva de 40x (ampliacdo de 400x), perfazendo uma area total do figado
de 18,5 x10* um? para cada animal (NOVAES et al., 2013).

3.14 ANALISE ESTEREOLOGICA

O método estereoldgico foi utilizado para avaliar a amplitude do remodelamento
morfolégico do parénquima e estroma do figado (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995). A
densidade de volume, parametro utilizado para medir o percentual da area ocupada pela
estrutura de interesse (hepatocitos, tecido conjuntivo) e densidade de namero (hepatocitos,
células intersticiais, granulomas esquistossomaticos) foram obtidos de acordo com Novaes et
al. (2013).

Para estas analises foi usado um sistema de teste com 100 pontos presentes em uma area
de teste (At) de 31x10° um? ao nivel do tecido. A densidade de volume (Vv, %) dos hepatdcitos
e do tecido conjuntivo foi estimada pela contagem de pontos, de acordo com a seguinte formula:
Vv=XP/Pt, em que XP representa o nimero de pontos do sistema de teste que incidem sobre a
estrutura de interesse e Pt corresponde ao numero total de pontos do sistema de teste. A analise
estereoldgica foi realizada com o auxilio do software de analise de imagens Image-Pro Plus 5
(Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA) em 6 campos histoldgicos aleatorios
de cortes corados com HE para cada animal, obtidos com a utilizacdo de lente objetiva de 40x
(ampliacdo de 400x) (NOVAES et al., 2013).

A intensidade do processo inflamatério no figado foi obtida pela densidade de nimero
de células intersticiais (QAint) e de nimero de hepatdcitos (QAh). A celularidade tecidual nas
areas remotas ao granuloma foi avaliada em 6 campos histolégicos aleatorios de cortes corados
em HE com a utilizacdo de lente objetiva de 40x (ampliacdo de 400x), numa area total do figado
de 18,5 x10* um? por animal. Para isso, foi aplicado um sistema de teste quadratico (At) sobre
as imagens histolégicas. O numero de nucleos celulares na area de teste (QAint) foi
determinado por meio de software de analise de imagens Image-Pro® plus 5 (Media
Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). O nimero de nucleos celulares por unidade
de area (células / mm?) foi determinado pela formula: QAint = Zint / At, onde Zint representa
0 somatorio do numero de nacleos de células inflamatorias (intersticiais) na area de teste e At

corresponde a dimensdo da area de teste utilizada (31x10% um?), conforme metodologia de
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Caldas et al. (2008 a,b) e Novaes et al. (2013). Procedeu-se da mesma maneira para se

determinar a contagem dos nucleos dos hepatocitos.

3.15 ANALISE HISTOMORFOMETRICA DOS GRANULOMAS

Nos animais infectados com S. mansoni foi obtido o nimero e dimenséo dos granulomas
esquistossomoticos. O estdgio evolutivo dos granulomas (exudativos-produtivos ou
fibroticos/involutivos) também foi quantificado, diferenciando-se de acordo com uma
caracterizagdo morfoldgica previamente estabelecida (LENZI et al., 1998; ARAUJO et al.,
2019) em cortes de figado corados pelo corante vermelho picrosirius.

A analise de distribuicdo total e diferencial do granuloma da esquistossomose hepatica
foi avaliada pelo método estereoldgico. Para a analise da densidade do nimero de granulomas
por unidade de area (QAg, n/mm?), foi utilizada a férmula QAg = g / At, onde Tg representa
somatorio do nimero de granulomas e At corresponde a dimensdo da area de teste utilizada
(37x10° um?). A QAg foi estimada a partir de 10 campos histoldgicos aleatorios de cortes
corados com HE para cada animal, obtidos com a utilizacao de lente objetiva de 5% (ampliacédo
de 50%).

A érea dos granulomas e as medidas dos didmetros menor e maior foram determinadas
diretamente por meio da ferramenta de contorno e medidas do programa Axion Vision em
objetiva de 20x. Para cada animal foram medidos 10 granulomas e obtida a média do grupo e
as medidas foram realizadas apenas nos granulomas em que o ovo de S. mansoni foi claramente
observado (REIS et al., 2001).

O volume do granuloma foi estimado pelo principio do esferoide prolato, de acordo com
a formula: V= (4/3)za?b, onde a é o didmetro menor e b é o didmetro maior de uma estrutura
esferoide.

A andlise do colageno dos granulomas hepaticos foi feita a partir de 10 granulomas
aleatorios por grupo de animais, em cortes corados com picrosirius, sob microscopia de
polarizacdo obtidos com a utilizacdo de lente objetiva de 20x. A andlise foi realizada pelo
software de analise de imagem, ImageJ (National Institutes of Health, USA). As intensidades
foram equalizadas usando a ferramenta threshold do programa ImageJ. O Threshold € usado
para limitar um objeto de interesse em uma imagem, eliminando os efeitos de background, no
qual todos os pixels na imagem que estdo abaixo deste limite sdo convertidos em preto e todos
0s pixels com valores acima deste limite sdo convertidos em branco ou vice-versa. A area da

foto foi determinada por meio de software de analise de imagens Image-Pro® plus 5 (Media
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Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). Para saber a quantidade de colageno na area
histoldgica foi utilizada a formula: area de colageno/mm? = [% colageno da imagem x dimensdo
da &rea da foto utilizada (37 x 102 mm?)]/100.

3.16 ANALISE DA CELULARIDADE DA BAINHA DO GRANULOMA

O numero de celulas polimorfonucleares (PMNs — predominantemente neutrofilos) e
mononucleares (MNs - macrofagos, linfécitos) foi avaliado na bainha do granuloma. Foram
analisadas 6 imagens por lamina de cada animal com érea de 48 x 10% um?, com utilizagéo de
lente objetiva de 100x, aplicando-se um sistema de teste quadratico (At) sobre as imagens. O
namero de células (QA) na area de teste foi determinado por meio de software de analise de
imagens Image-Pro® plus 5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). O
nimero de nlcleos celulares por unidade de area (células/mm?) foi determinado pela formula:
QA = Xcél / At, onde Xcél representa somatdrio do numero de células polimorfonucleares ou
mononucleares na area de teste e At corresponde a dimensdo da area de teste utilizada (48 x
102um?) de acordo com a metodologia encontrada em Caldas et al. (2008a, b) e Novaes et al.
(2013).

3.17 MORFOMETRIA INTESTINAL

A espessura das camadas da mucosa (epitélio, mucosa e muscular da mucosa) e da
camada muscular (muscular externa e muscular interna) foi determinada diretamente pela
ferramenta de medidas do programa Axion Vision em objetiva de 20x (ampliacdo de 200x), em
6 campos histolégicos aleatorios em 4 regides diferentes (total de 24 medi¢des/animal) de cortes
corados com HE, numa area total do intestino de 24,3 x10* um?. A largura e o0 comprimento de
15 criptas por corte foram mensurados e as medidas foram realizadas apenas nas criptas em que
a base e o apice foram observadas.

A éarea de ganglios e o numero de células por ganglio foram avaliados nas camadas
musculares. Foram analisados 20 ganglios por lamina de cada animal com érea de 59,5x103
um?, determinando-se a area por meio da ferramenta de contorno do programa Axion Vision
com lente objetiva de 40x. Para determinacdo do nimero de células por ganglios por um?,

dividiu-se o numero de células pela area do seu respectivo ganglio.
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3.18 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram relatados utilizando-se valores de média e erro padrdo. A
normalidade na distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a analise
de dois fatores (dieta x infeccéo), os valores de média foram comparados entre 0s grupos por
meio do teste Two-way ANOVA, seguido pelo pds-teste Student-Newman-Keuls. Para a analise
unifatorial entre entre dois grupos, dados paramétricos foram comparados pelo teste t de student
e dados ndo paramétricos foram comparados pelo teste Mann-Whitney U. Resultados com
P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As analises estatisticas foram
realizadas por meio do programa Sigma Plot versdo 14.0 (Systat Software Inc.) e os gréaficos
construidos com a utilizacdo do software estatistico GraphPad-Prism versdo 5.0 (Prism

Software, Irvine, Califérnia, EUA).
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4 RESULTADOS

41 EFEITO DA DIETA NO PERFIL DE CRESCIMENTO CORPORAL DOS
CAMUNDONGOS

Os animais alimentados com dieta hiperproteica apresentaram maior consumo de dieta
e ingestdo de energia como mostrado na Tabela 2. Assim, em relacdo ao consumo de dieta,
tanto os animais infectados quanto os sadios com dieta hiperproteica consumiram maior
quantidade de dieta do que os com dieta padrdo (P<0,05). O mesmo ocorreu em relagdo a
ingestao energética, mas esse parametro também apresentou diferenca quando se comparou 0s
animais infectados e ndo infectados com a mesma dieta (P<0,05).

A eficiéncia alimentar foi maior no grupo hiperproteico, considerando o tratamento nos
grupos infectados e nos grupos nédo infectados foi maior com a dieta padrdo (P<0,05) com 8
semanas de infeccdo (TABELA 2). Nesse mesmo parametro quando se avaliou o efeito da
doenca, encontrou-se diferenca entre os animais infectados e sadios com os dois tipos de dietas
(P<0,05).

O ganho de peso e o indice de Lee ndo apresentaram diferencas estatisticas entre 0s
grupos (P>0,05), mas, ao considerar 0s pesos e tamanhos corporais dos animais, 0s
camundongos foram considerados com sobrepeso, independente da dieta consumida.



Tabela 2 - Parametros biométricos e ingestdo dietética dos grupos experimentais infectados/ndo infectados que receberam dietas padréo/
hiperproteica e foram eutanasiados 8 semanas pds-infecgao.

Parametros Dieta padréo Dieta hiperproteica
Infectados Sadios Infectados Sadios
Ganho de peso (g/dia) 0,07 + 0,032 0,07 + 0,052 0,10 + 0,034 0,09 + 0,0234
Consumo de dieta (g/dia) 8,69 + 0,672 8,65 + 0,172 9,92 + 0,058 9,86 + 0,518
Ingestdo energética (kcal/dia) 35,62 + 2,73% 35,44 £ 0,68 39,17 + 0,22°A 38,94 + 2,028
CEA (%) 0,89 + 0,04%A 0,98 +£0,01%® 0,96 + 0,05 0,89 + 0,018
indice de Lee (g/cm®) 0,37 £ 0,014 0,4 +0,01%4 0,38 + 0,028 0,35 + 0,028

Fonte: Da autora

Nota: CEA, coeficiente de eficiéncia alimentar. Médias seguidas de letras minusculas (a, b) na mesma linha referem-se a dieta padrdo e
hiperproteica e quando seguidas de letras maiusculas (A, B) referem-se a infectados e ndo infectados (sadios). Diferentes letras nas linhas
indicam diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

56
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4.2 DIGESTIBILIDADE DA DIETA HIPERPROTEICA

Para avaliar o percentual de absorcdo de nitrogénio, o Coeficiente de Digestibilidade
Aparente (DA) foi adotado. A Tabela 3 mostra que quando se comparou animais infectados
com animais sadios na fase aguda da infec¢do houve diferenca estatistica (P<0,05).

Em relacdo ao nitrogénio ingerido da dieta pelos grupos durante o teste, observou-se
que a condicao de saude do animal influenciou na ingestdo de nitrogénio (P<0,05), sendo que
0 grupo sadio mostrou maior ingestao.

Quando se comparou o grupo sadio com o infectado da fase aguda, quanto ao nitrogénio
fecal, observou-se diferenca entre os grupos, sendo maior a excre¢do de nitrogénio no grupo
infectado (P<0,05).

Tabela 3 - Nitrogénio ingerido, nitrogénio fecal e digestibilidade aparente da dieta
hiperproteica dos grupos experimentais infectados/ndo infectados na fase
representativa de infeccdo aguda.

Infectados Sadios
NI (g) 4,73 + 0,084 4,96 + 0,078
NF (9) 0,29 + 0,024 0,25 + 0,028
DA (%) 93,93 +£ 0,474 95,06 + 0,458

Fonte: Da autora

Nota: NI, nitrogénio ingerido; NF, nitrogénio fecal; DA, coeficiente de digestibilidade
aparente. Médias seguidas de letras mailsculas na mesma linha referem-se a
infectados e ndo infectados (sadios). Diferentes letras nas linhas indicam
diferenga estatistica entre os grupos (P<0,05). Andlise teste t student.

4.3 PESO E VOLUME RELATIVO DOS ORGAOS

Os resultados do peso e volume relativo do figado encontram-se representados na Figura
3. Como observado, os animais infectados com dieta padrdo ou hiperproteica apresentaram
maior média de peso e de volume do figado em rela¢do ao grupo sadio com dieta padrdo ou

hiperproteica, respectivamente (P<0,05).
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Figura 3 — Peso (A) e volume (B) relativos do figado de camundongos alimentados com dieta padréo e
hiperproteica, sadios e infectados com 8 semanas pds-infecgdo por S. mansoni.
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Nota: Os valores representam a média + desvio padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=8) e infectados
(DP, n=7; HP, n=9) 8 semanas pos-infec¢do. DP, dieta padrdo; HP, dieta hiperproteica. *Diferenca
do grupo infectado com dieta padrdo em relacdo ao grupo sadio com dieta padrdo (P<0,05);
*Diferenca do grupo infectado com dieta hiperproteica em relagdo ao grupo sadio com dieta
hiperproteica (P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

Em relacdo a massa relativa de gordura periepididimal, ndo houve diferenca
significativa oito semanas pos-infeccdo (FIGURA 4).

Figura 4 - Peso relativo da gordura periepididimal de camundongos
alimentados com dieta padrdo e hiperproteica, sadios e
infectados com 8 semanas pds-infeccdo por S. mansoni.

0.03- 8 semanas de infecgdo C
S35 +
S
T ©
5 £ 0.02- T '|'
9o
- J_
o= -
S §0.01- J_ ==
a3
0.00 T 1 ’ Al
DP HP DP HP
Sadio Infectado

Fonte: Da autora.

Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. Grupos sadios (DP, n=8;
HP, n=8) e infectados (DP, n=7; HP, n=9) 8 semanas pds-infec¢do. DP,
dieta padrédo; HP, dieta hiperproteica. Analise Two-way ANOVA post-
test Student-Newman-Keuls.

4.4 DISTRIBUICAO DE OVOS DE S. mansoni NAS FEZES, NO FIGADO E NO
INTESTINO DOS CAMUNDONGOS

Em relacdo a eliminagcdo de ovos nas fezes (FIGURA 5A), foram quantificados em

média 18,86 + 15,75 ovos/g de fezes nos camundongos DP e 32,00 + 10,39 ovos/g de fezes nos
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camundongos HP na fase aguda. Portanto, os animais alimentados com dieta padréo eliminaram
uma quantidade de ovos menor que a verificada entre os animais alimentados com dieta
hiperproteica, mas essa diferenca ndo foi significativa quando se compararam 0S grupos
(P>0,05).

Da mesma forma, houve maior acumulo de ovos retidos no figado e no intestino de
camundongos infectados por S. mansoni com dieta hiperproteica em relagéo aos animais com
dieta padrdo (FIGURA 5B e 5C). Essa deposicao tecidual de ovos no figado e no intestino

também ndo apresentou diferenca estatistica entre os tipos de dieta (P>0,05).

Figura 5 - NUmero de ovos presentes nas fezes (A) e retidos no figado (B) e no intestino (C) de
camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta padréo ou hiperproteica, na
fase aguda da doenca.

8 semanas de infec¢éo A - 8 semanas de infecg¢éo B
@ 40- T 6000
£ T S
=

230- - ) T T
8 @ 4000- N
0 20- T 3 J_
3 1 3
o T 2000+
= 10 o
2 o
E £
20 T T 2 0

DP HP DP HP

8 semanas de infec¢éo ¢
600+

400- T
AL

T
200- 1

0 T T
DP HP

Namero de ovos/g intestino

Fonte: Da autora
Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. DP (fase aguda, n=7; fase crdnica, n=7) e HP (fase
aguda, n=9; fase cronica, n=9). DP, dieta padrdo; HP, dieta hiperproteica. Analise teste t student.

4.5 ANALISE MICROSCOPICA DO FIGADO

4.5.1 Andlise histopatoldgica

A analise microscoépica do tecido hepatico (FIGURA 6) demonstrou que 0s animais nao

infectados apresentaram morfologia normal, com cordbes de hepatocitos organizados
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radialmente em relacdo a veia centrolobular, capilares sinusoides com aspecto regular
distribuidos entre os corddes de hepatocitos, reduzida distribuicdo de estroma hepatico, e
escassa celularidade intersticial. Nos animais infectados com dieta hiperproteica, o tecido
hepatico em area remota aos granulomas mostrou-se proximo do normal, mas apresentou leve
dilatacdo de capilares sinusoidais, reduzida acidofilia citoplasmatica e infiltrado inflamatorio
focal. Os animais infectados com dieta padrdo apresentaram maior densidade de hepatdcitos,
estreitamento do leito capilar, leve expansao conjuntiva, e aumento da celularidade intersticial.
Em todos os grupos ndo foram observadas evidéncias de alteracdes nucleares, sendo que o
nucleo de hepatocitos apresentou morfologia tipica com areas eucromaticas e heterocromaticas
bem definidas e nucléolos evidentes (FIGURA 6).

Figura 6 - Fotomicrografias representativas do tecido hepatico de camundongos alimentados com dieta
hiprproteica e padrdo, sadios e infectados com S. mansoni na fase representativa de infeccdo aguda
(8 semanas de infecgdo).

N | =4
Fonte: Da autora
Nota: (Microscopia de campo claro, coloragdo: hematoxilina-eosina). HPa-S, grupo sadio, dieta hiperproteica,
fase representativa de infec¢do aguda; HPa-1, grupo infectado, dieta hiperproteica, fase aguda; DPa-S,
grupo sadio, dieta padrdo, fase representativa de infeccdo aguda; DPa-1, grupo infectado, dieta padréo,
fase aguda. As imagens dos grupos sadios (HPa-S e DPa-S) evidenciam padrdo de organizacdo dos
hepatdcitos. Seta grossa: hepatocito; asterisco: capilar sinusoide; ponta de seta: ndcleo de célula
intersticial; seta vazada: infiltrado inflamatério.
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4.5.2 Paréametros estereoldgicos do tecido hepético

A densidade de volume de hepatécitos (Vv hepatdcitos [%]) aumentou
significativamente nos animais do grupo sadio com DP quando comparados com 0s animais do
grupo infectado com DP, 8 semanas pds-infeccdo (P<0,05) como apresentado na Figura 7A. Os
animais do grupo sadio com HP se comportaram da mesma forma quando comparados com 0S
animais do grupo infectado com HP (P<0,05). Resultado inverso ocorreu com a densidade de
volume de tecido conjuntivo (Vv conjuntivo [%]) (FIGURA 7B), que aumentou
significativamente nos animais dos grupos infectados tanto com DP quanto HP, quando

comparados aos animais dos grupos sadios com DP e HP, respectivamente, na fase de infec¢ao
aguda (P<0,05).

Figura 7 - Densidade de volume (VVv) de hepatdcitos (A) e tecido conjuntivo (B) no figado de
camundongos ndo infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrao
e hiperproteica, com 8 semanas pos-infec¢éo.
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Fonte: Da autora

Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=8) e infectados
(DP, n=7; HP, n=9) 8 semanas pos-infec¢do. DP, dieta padréo; HP, dieta hiperproteica. *Diferenca
do grupo infectado com dieta padrdo em relacdo ao grupo sadio com dieta padrdo (P<0,05).
“Diferenca do grupo infectado com dieta hiperproteica em relagdo ao grupo sadio com dieta
hiperproteica (P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

A densidade de ndmero de hepatécitos (QAh [hepatdcitos/mm?]) encontra-se
apresentada na Figura 8A. Os animais infectados apresentaram diminuicdo do nimero de
hepatocitos em relacdo ao grupo nao infectado, sendo que a densidade de numero de hepatocitos
foi significativamente maior nos dois grupos experimentais (DP e HP) sadios, comparado aos
grupos infectados (DP e HP, respectivamente) (P<0,05). Além disso, 0s animais com dieta
padrdo apresentaram diferenga estatistica em relacdo aos animais com dieta hiperproteica,

independente da doenca na fase representativa de infec¢do aguda (P<0,05).
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Os animais do grupo infectado apresentaram maior densidade de nimero de células
intersticiais (QAint[células/mm?]) quando comparados aos animais néo infectados, os quais n&o

apresentaram diferenca estatistica entre si (P>0,05), as 8 semanas de infeccdo (FIGURA 8B).

Figura 8 - Densidade de nimero de hepatdcitos (QAh) (A) e células intersticiais (QAint) (B) no figado de
camundongos ndo infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padréo e
hiperproteica, com 8 semanas pds-infecgao.
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Fonte: Da autora

Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=8) e infectados (DP,
n=7; HP, n=9) 8 semanas pos-infeccdo. DP, dieta padrdo; HP, dieta hiperproteica. *Diferenca do
grupo infectado com dieta padrdo em relagdo ao grupo sadio com dieta padrdo (P<0,05); *Diferenca
do grupo infectado com dieta hiperproteica em relagdo ao grupo sadio com dieta hiperproteica
(P<0,05); *Diferenca do grupo infectado com dieta padréo em relacéo ao grupo infectado com dieta
hiperproteica (P<0,05); “Diferenca do grupo sadio com dieta padrdo em relagdo ao grupo sadio com
dieta hiperproteica (P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

4.5.3 Analise microscopica dos Granulomas hepaticos - coloracdo HE

A partir da analise microscopica, os camundongos infectados por S. mansoni
apresentaram predominancia de granulomas hepaticos com caracteristica exsudativa-produtiva,
caracterizada por granulomas grandes com intensa celularidade e reduzida organizacdo da
matriz conjuntiva da bainha do granuloma (FIGURA 9). Os animais com dieta hiperproteica
apresentaram bainha granulomatosa bem definida, com intenso infiltrado inflamatério difuso
envolvido por abundante matriz amorfa eosinofilica e discreta difusdo celular em volta dos
limites do granuloma. Animais tratados com dieta padréo apresentaram maior espessamento da
bainha granulomatosa, abundante matriz amorfa eosinofilica, intenso infiltrado inflamatorio ao

redor do ovo de S. mansoni, bem como intensa celularidade intersticial perigranulomatosa.
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Figura 9 - Fotomicrografias representativas dos granulomas hepaticos de camundongos infectados com S.
mansoni alimentados com dieta hiperproteica e padrdo na fase aguda da infeccéo.

Fonte: Da autora

Nota: (Microscopia de campo claro, coloragdo: hematoxilina-eosina). HPa-l, grupo infectado, dieta
hiperproteica, fase aguda; DPa-l, grupo infectado, dieta padrdo, fase aguda. Os cortes evidenciam
granulomas caracterizados pelo ovo do parasito central circundado por uma populacdo densa de células
inflamatorias.

4.5.3.1 Anélise histomorfométrica dos granulomas

Os resultados da analise dos granulomas dos animais infectados com S. mansoni
encontram-se apresentados nas Figuras 10 e 11. Como pode se observar na Figura 10A, 0s
animais com dieta hiperproteica apresentaram maior nimero de granulomas comparado com
os animais da mesma fase da infeccdo com dieta padréo (P<0,05). Quanto a area do granuloma
(FIGURA 10B), também foi observada diferenga entre os grupos com dieta hiperproteica em
relacdo a dieta padrdo (P<0,05), mas a area dos granulomas com dieta padréo foi levemente

superior a area do grupo com dieta hiperproteica.

Figura 10 - Densidade de nimero (QAQ) (A) e area dos granulomas esquistossométicos (B) no figado de
camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta padréo ou hiperproteica, na
fase aguda da infecgéo.
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Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padréo; HP, dieta
hiperproteica. ¢ Diferenga do grupo infectado com dieta hiperproteica em relagdo ao grupo infectado
com dieta padrdo (P<0,05). Andlise teste t student.

Em relacdo aos diametros e volume do granuloma (FIGURA 11), quando se comparou
0s grupos com dieta hiperproteica aos grupos com dieta padrdo foram observados menores
didametros e menor volume do granuloma nos animais com dieta hiperproteica, mas houve

diferenca estatistica apenas no didmetro menor e no volume do granuloma (P<0,05).

Figura 11 — Diametro menor (A), didmetro maior (B) e volume (C) dos granulomas esquistossométicos
no figado de camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta padrdo ou
hiperproteica, na fase aguda da infeccéo.
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Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrdo; HP,
dieta hiperproteica. ¢ Diferenca do grupo infectado com dieta hiperproteica em relagéo ao grupo
infectado com dieta padrdo (P<0,05). Analise teste t student.

4.5.3.2 Quantificacdo de celularidade

A contagem das células MN na bainha do granuloma ndo diferiu estatisticamente
(P>0,05) quando se comparou o grupo DPa-1 e o grupo HPa-I (FIGURA 12A). Em relagéo as
células PMN e leucécitos totais, apresentados nas Figuras 12B e 12C, ambos mostraram-se
aumentados no grupo DPa-1 em relagdo ao grupo HPa-I, observando-se diferenca significativa
entre os grupos (P<0,05).
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Figura 12 - Contagem do nimero de células mononucleares (A), polimorfonucleares (B) e leucécitos totais (C)
na bainha de granulomas esquistossométicos do figado de camundongos infectados com S. mansoni
alimentados com dieta padrdo ou hiperproteica, na fase aguda da infeccéo.
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Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrdo; HP, dieta
hiperproteica. ¢ Diferenca do grupo infectado com dieta hiperproteica em relagédo ao grupo infectado
com dieta padrdo (P<0,05). Analise teste t de student.

4.5.4 Andlise microscopica dos Granulomas hepaticos — coloracdo picrosirius

Na Figura 13 pode-se observar granulomas com fibras colagenas evidenciadas em
vermelho (microscopia de campo claro) ou em tons brilhantes de vermelho, amarelo ou verde
(microscopia de polarizacdo). A reduzida ou moderada deposi¢ao, bem como a desorganizagao
das fibras de colageno reforcam a caracterizacdo granulomatosa exsudativa-produtiva em
ambos o0s grupos infectados. Sob luz polarizada, foi possivel identificar a presenca de fibras de
coladgeno em diferentes estagios de maturacdo. O coldgeno mais espesso (tipo 1) marcado pela
birrefringéncia laranja e vermelha, e o coldgeno mais recente formado por fibras delgadas (tipo
1) com birrefringéncia verde-amarelada (BEDOYA et al.,, 2016). Os animais com DP
apresentaram maior acumulo de colageno, especialmente do tipo I, com maior grau de
compactacao na bainha granulomatosa. Os animais com HP apresentaram um menor acumulo

de fibras colagenas menos compactadas e mais desorganizadas na bainha do granuloma.
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Figura 13 - Fotomicrografias representativas dos granulomas hepéaticos de camundongos infectados com S.
mansoni alimentados com dieta hiperproteica e padrdo na fase aguda da infeccéo.

Fonte: Da autora

Nota: (Imagens superiores - primeira linha: Microscopia de campo claro, colorago: picrosirius; Imagens
inferiores - segunda linha: Microscopia sob luz polarizada, coloragdo: picrosirius). HPa-I, grupo
infectado, dieta hiperproteica, fase aguda; DPa-I, grupo infectado, dieta padrdo, fase aguda. Os
cortes evidenciam granulomas caracterizados pelo ovo do parasito central circundado por fibras
colagenas.

4.5.4.1 Analise histomorfométrica dos granulomas

Em relacdo ao estagio evolutivo dos granulomas, observou-se na Figura 14A que o
namero de granulomas produtivos foi ligeiramente menor nos animais com dieta hiperproteica
em relacdo aos animais com dieta padrdo, mas ndo diferiu estatisticamente entre 0s grupos
(P>0,05).

Por outro lado, foi possivel observar que o grupo com dieta hiperproteica apresentou
maior nimero de granulomas fibrosos (FIGURA 14B) quando comparou-se as dietas na fase

de infeccdo aguda, mas tal diferenca também né&o foi significativa (P>0,05).
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Nota: Os valores representam a média * erro padrdo. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrdo; HP, dieta
hiperproteica. Andlise teste t student.

4.5.4.2 Quantificagdo de colageno

67

A Figura 15 ilustra como foram obtidos os resultados da quantificacdo do colageno a

partir das imagens coradas com picrosirius sob luz polarizada.

Figura 15 - Fotomicrografia representativa de granuloma hepatico de camundongo infectado com S.
mansoni alimentado com dieta padrdo na fase aguda infec¢do e suas respectivas imagens no
Programa ImageJ.

Fonte: Da autora
Nota: (Microscopia de luz polarizada, coloracdo: picrosirius). DPa-I, grupo infectado, dieta padréo, fase

aguda. A figura mostra o conteddo de colageno na imagem a direita inferior como pontos pretos em
fundo branco.
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A distribuicdo relativa de coladgeno por area foi semelhante nos grupos, independente da
dieta, ndo havendo diferenca na deposi¢do de coladgeno entre os grupos (P>0,05) (FIGURA 16).

Figura 16 — Area relativa de colageno no figado de camundongos infectados com S.
mansoni alimentados com dieta padrdo ou hiperproteica, na fase aguda

da infeccdo.
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Fonte: Da autora
Nota: Os valores representam a média * erro padrdo. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta
padrdo; HP, dieta hiperproteica. Andlise teste t student.

4.6 ANALISE MICROSCOPICA DO INTESTINO

Em camundongos sadios (HPa-S e DPa-S) foi observada microestrutura intestinal
preservada, com caracteristica bem definida das camadas mucosa, submucosa e muscular da
parede do intestino grosso. Além disso, o epitélio intestinal apresentou células absortivas e
caliciformes evidentes, principalmente distribuidas nas criptas intestinais. Nos animais
submetidos a infeccdo, foi possivel observar a presenca de ovos e granulomas na mucosa e
submucosa do 6rgdo intestinal, além de criptas intestinais menores. Nessas regides, foi
identificado intenso infiltrado inflamatdrio, o qual também foi observado na camada muscular.
Nos animais do grupo DPa-I, a presenca de ovos e granulomas ndo foi evidente. Entretanto,
encurtamento de criptas intestinais e marcante infiltrado inflamatério nas camadas mucosa,

submucosa e muscular também foi detectado (FIGURA 17).
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Figura 17 - Fotomicrografias representativas do intestino grosso de camundongos ndo infectados e infectados
com S. mansoni com dieta padréo e hiperproteica na fase aguda da infeccéo.

Fonte: Da autora

Nota: Microscopia de campo claro, coloragdo: hematoxilina-eosina. HPa-S, grupo sadio, dieta hiperproteica,
fase representativa de infeccéo aguda; HPa-I, grupo infectado, dieta hiperproteica, fase aguda; DPa-S,
grupo sadio, dieta padrdo, fase representativa de infeccdo aguda; DPa-1, grupo infectado, dieta padréo,
fase aguda. Nos grupos sadios notam-se estruturas intestinais preservadas. Ponta de seta: célula
caliciforme; colchete simples: epitélio intestinal; colchete duplo: camada muscular; seta de duas pontas:
camada mucosa; seta: ovo de S. mansoni; seta vazada: infiltrado inflamatério.

4.6.1 Morfometria do intestino

Como pode se observar nas Figuras 18A e 18B, os animais sadios com dieta
hiperproteica apresentaram menor espessura das camadas musculares externa e interna quando
comparados com 0s animais com dieta padrdo (P<0,05). Os animais infectados também se
comportaram da mesma forma quando se analisou a espessura da camada muscular externa,
diferindo estatisticamente entre os animais com dieta padrdo e hiperproteica (P<0,05).
Entretanto, na espessura da muscular interna a dieta ndo interferiu no resultado dos animais

infectados, sendo que a espessura somente diferiu entre 0s animais com dieta hiperproteica
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(infectados x sadios) (P<0,05). A espessura da muscular da mucosa (FIGURA 18C) foi
semelhante entre os grupos e ndo apresentou diferenca estatistica.

Os animais do grupo infectado com dieta padrdo apresentaram maior espessura do
epitélio em relacdo ao grupo sadio com dieta padrédo, os quais apresentaram diferenca estatistica
entre si (P<0,05), as 8 semanas de infeccdo (FIGURA 18D). Quanto a espessura da mucosa
(FIGURA 18E), 0 mesmo aconteceu entre os animais com dieta padrdo (P<0,05). Além disso,
0 grupo infectado com dieta hiperproteica apresentou espessura maior da mucosa quando se

comparou ao grupo infectado com dieta padrdo (P<0,05).

Figura 18 — Espessura das camadas da mucosa (epitélio, mucosa e muscular da mucosa) e da camada muscular
(muscular externa e muscular interna) do intestino grosso de camundongos ndo infectados e infectados
com S. mansoni, alimentados com dieta padrédo e hiperproteica, com 8 semanas pés-infeccéo.
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Fonte: Da autora

Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP,
n=7; HP, n=9) 20 semanas pés-infeccdo. DP, dieta padrdo; HP, dieta hiperproteica. *Diferenca do
grupo infectado com dieta padrdo em relagdo ao grupo sadio com dieta padréo (P<0,05); ¢Diferenca
do grupo infectado com dieta padrdo em relacdo ao grupo infectado com dieta hiperproteica (P<0,05);
*Diferenca do grupo infectado com dieta hiperproteica em relagdo ao grupo sadio com dieta
hiperproteica (P<0,05); *Diferenca do grupo sadio com dieta padrdo em relacdo ao grupo sadio com
dieta hiperproteica (P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

Como observado na Figura 19A, os animais com dieta hiperproteica infectados ou
sadios apresentaram maior média de comprimento de cripta em relagdo aos animais com dieta
padréo, as 8 semanas de infecg¢do (P<0,05). Além disso, houve diferenga quando se comparou
0s animais infectados e sadios que receberam dieta padrdo, sendo maior no grupo sadio
(P<0,05). A largura da cripta apresentou as mesmas diferencas, exceto entre os animais sadios
que néo apresentaram diferenca quando se comparou os tipos de dieta (P>0,05) (FIGURA 19B).

Figura 19— Comprimento (A) e largura (B) das criptas do intestino grosso de camundongos néo infectados

e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrdo e hiperproteica, com 8 semanas
pos-infecgéo.
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Fonte: Da autora

Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP,
n=7; HP, n=9) 20 semanas pds-infeccdo. DP, dieta padrédo; HP, dieta hiperproteica. *Diferenca do
grupo infectado com dieta padrdo em relagéo ao grupo sadio com dieta padrdo (P<0,05); ®Diferenca
do grupo infectado com dieta padrdo em relagdo ao grupo infectado com dieta hiperproteica
(P<0,05); *Diferenca do grupo sadio com dieta padrdo em relacdo ao grupo sadio com dieta
hiperproteica (P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

A érea dos ganglios mioentéricos e o numero de células pela area dos ganglios
encontram-se apresentados nas Figuras 20A e 20B. Os animais infectados apresentaram
aumento da &rea dos ganglios em relagdo ao grupo ndo infectado, sendo que a &rea foi
significativamente maior no grupo experimental infectado com dieta hiperproteica comparado
ao grupo infectado com dieta padrdo (P<0,05). Além disso, a doenca impactou na area do
ganglio quando se comparou 0s grupos de animais com dieta hiperproteica, de forma que os
animais infectados apresentaram maior medida do que o grupo sadio com a mesma dieta

(P<0,05). A quantificacdo de células pela area do ganglio mostrou numero semelhante entre os
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grupos sadios e infectados, independente da dieta, os quais ndo apresentaram diferenca

estatistica entre si (P>0,05), as 8 semanas de infeccdo (FIGURA 20B).

Figura 20 — Area dos ganglios mioentéricos (A) e nimero de células dos ganglios (B) do intestino grosso de
camundongos ndo infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padréo e
hiperproteica, com 8 semanas p6s-infecc¢éo.
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Fonte: Da autora

Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP,
n=7; HP, n=9) 20 semanas pos-infeccdo. DP, dieta padrdo; HP, dieta hiperproteica. ®Diferenca do
grupo infectado com dieta padrdo em relagdo ao grupo infectado com dieta hiperproteica (P<0,05);
“Diferenca do grupo infectado com dieta hiperproteica em relagdo ao grupo sadio com dieta
hiperproteica (P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

4.7 MORTALIDADE

A taxa média de mortalidade dos animais foi 15,6 * 0,05%, ndo diferindo

estatisticamente entre os grupos. Curiosamente, 0s animais nao infectados apresentaram média

de mortalidade maior (20%) que os grupos infectados (11,25 + 1,76%). Por outro lado, foi

possivel verificar que os animais alimentados com dieta padrdo apresentaram média de

mortalidade maior (16,25 + 5,3%) que os grupos alimentados com dieta hiperproteica (10%).

Tabela 4 — Taxa de mortalidade

G imentai NUmero de camundongos Mortalidade Taxa de
FUpos experimentals experimentados (Eventos/grupo) mortalidade (%)
DPa-I 8 1 12,5
DPa-S 10 2 20,0
HPa-I 10 1 10,0
HPa-S 10 2 20,0

Fonte: Da autora

Nota: DPa-l: animais infectados, dieta padrdo e fase aguda; DPa-S: animais sadios, dieta padrdo e fase
representativa de infeccdo aguda; HPa-1: animais infectados, dieta hiperproteica, fase aguda; HPa-S:
animais sadios, dieta hiperproteica, fase representativa de infec¢do aguda.
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Modelos induzidos por dieta tém se mostrado benéficos para avaliar as mudancas
fisiologicas que ocorrem durante a patogénese das doencas. A maioria dos estudos
experimentais sobre esquistossomose demonstrou que a relacdo parasita-hospedeiro pode ser
modificada pelo estado nutricional do hospedeiro (MEKONNEN et al., 2014; ADENOWO et
al., 2015; GOES et al., 2012; BARROS et al., 2014). Entretanto, o efeito combinado entre a
dieta hiperproteica e a esquistossomose na fisiopatologia e na progressdo da doenca ainda é
pouco conhecido (MARQUES et al., 2018).

Os resultados encontrados demonstraram que a dieta hiperproteica ndo mostrou
diferenca estatistica para ganho de peso e indice de Lee. Esse indice é semelhante ao indice de
massa corporal (IMC) em humanos e serve para avaliar o peso do roedor em relagdo ao seu
tamanho corporal, sendo um preditor para obesidade (NOVELLI et al., 2007). Foi possivel
observar que mesmo néo apresentando diferenca estatistica entre 0s grupos nesses parametros,
0s camundongos, independentemente da dieta e da condicao de saude, apresentaram sobrepeso
na fase representativa de fase aguda. Esse estado nutricional pode refletir a falta de gasto
energético diante das condigdes ambientais controladas em que os animais foram mantidos no
laboratorio.

Mas, mesmo com peso acima do normal, é possivel que ndo tenha havido diferenca no
ganho de peso dos animais com dieta hiperproteica ao longo do tratamento porque a infeccéo
por S. mansoni pode aumentar o gasto metabdlico do hospedeiro, requerendo um maior
consumo energético na tentativa de amplificar a resposta imunoldgica para restringir as lesdes
teciduais causadas pelos parasitos (COUTINHO et al., 2010; ZAPATERA et al., 2015). Diante
disso, os grupos infectados realmente apresentaram maior ingestdo energética quando se
analisou a interacdo dos fatores sobre esse dado, mostrando a interferéncia da doenca neste
resultado.

O consumo de dieta e a ingestao energética foram maiores nos animais alimentados com
dieta hiperproteica, corroborando com o alto coeficiente de eficiéncia alimentar. Em relacdo ao
consumo diario de dieta, o tratamento influenciou, mas a doenca ndo. Mesmo sabendo-se que
a proteina € o macronutriente mais saciavel tanto os animais infectados quanto os sadios tiveram
maior consumo da dieta hiperproteica, provavelmente por ser a mais palatdvel (PESTA;
SAMUEL, 2014).

De qualquer forma, confirmou-se que o contedo proteico disponibilizado aos animais

foi aproveitado devido a alta absorcdo de nitrogénio da dieta obtida. A digestibilidade é
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determinada pela fracdo de nitrogénio ingerido que o animal absorve, sendo que o nitrogénio
absorvido é obtido pela diferenca do nitrogénio ingerido e aquele que aparece nas fezes
(COSTA et al., 2014). Esperava-se o resultado encontrado, visto que foi oferecida uma dieta
hiperproteica utilizando-se a caseina como principal fonte. A caseina apresenta alto valor
nutricional comparada a outras fontes proteicas devido ao contetdo relativamente alto de
aminodacidos essenciais e boa digestibilidade (HOFFMAN; FALVO, 2004; DIAZ-RUA et al.,
2017). Por outro lado, a digestibilidade aparente ndo leva em conta o nitrogénio excretado nas
fezes como resultado de perda enddgena da microbiota intestinal ou descamacéo celular do tubo
digestivo, assim o nitrogénio fecal pode estar superestimado porque néo foi proveniente apenas
da proteina da dieta (COSTA et al., 2014). Liisberg et al. (2016) também avaliaram a
digestibilidade de nitrogénio aparente em camundongos sadios alimentados com dieta com alto
teor de proteina e encontraram alta digestibilidade, independente da fonte proteica.

A digestibilidade néo ter sido afetada, mesmo diante das alteragOes intestinais causadas
pela infeccdo, também é coerente pelo fato de que a maior parte dos nutrientes ja foram
absorvidos no intestino delgado e ao intestino grosso competem outras func@es tais como
fermentacdo e absorcdo de agua (WIELEN; MOUGHAN; MENSINK, 2017). Assim, ndo
necessariamente a alteracdo no intestino implicaria em uma alterag@o na digestibilidade. Mas,
de qualquer forma, faz-se essencial avaliar o intestino grosso, porque ele é o principal foco de
escape dos ovos para as fezes (AMARAL et al., 2017; DIAS et al., 2018).

As alteracdes dos pesos do figado estdo relacionadas com a esquistossomose que ocorre
devido a um grande nimero de ovos que ficam presos em tecidos como o figado, em que a
reacdo do hospedeiro resulta em inflamagdo granulomatosa (STAVITSKY, 2004). Nesse
sentido, a analise da carga parasitaria no figado mostrou maior nimero de ovos nos animais
com dieta hiperproteica, mas ndo diferiu estatisticamente do grupo com dieta padréo.

De qualquer forma, a hepatomegalia guardou relacdo com a infeccéo pelo S. mansoni e
também com a ingestdo proteica. Embora esta condicdo patoldgica tenha sido observada em
ambos os grupos infectados, apresentou-se de forma mais acentuada nos animais com dieta
hiperproteica. O aumento das reservas proteicas e a presenga dos granulomas e seus
constituintes explicam o maior aumento ponderal verificado no grupo hiperproteico. Coutinho
et al. (2003) demonstraram que o estado nutricional do hospedeiro é fator importante na
esquistossomose, considerando que o0s animais com dieta balanceada possuem uma maior
reserva de proteinas no figado do que aqueles com dieta hipoproteica.

A determinacgéo da gordura visceral em animais tem recebido importancia devido a sua

associacdo com alteracdes metabdlicas, bioquimicas e aumento do risco de aparecimento de
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doengas cronicas (ESTADELLA et al., 2004). Nesse trabalho, mesmo ndo apresentando
diferenca estatistica, foi possivel perceber que os animais infectados apresentaram menor peso
de gordura do que os animais sadios. A doenca tem provado ser importante fator de risco para
o0 desenvolvimento de ma nutricdo e deterioracdo organica associada a infeccdo (KATONA,;
KATONA-APTE, 2008).

A analise do numero de ovos nas fezes, no figado e no intestino grosso evidenciou maior
contagem nos animais com dieta hiperproteica, mas nao apresentou diferenca estatistica do
grupo com dieta padrdo. De qualquer forma, Barros et al. (2014) quando avaliaram o nimero
de ovos no figado e no intestino de animais que recebiam dietas com teor proteico diferenciado,
caracterizando-os em bem nutridos e desnutridos, confirmou esse dado de que animais que
recebem teor proteico maior na alimentacdo podem depositar maior nimero de ovos nos
tecidos. A avaliacdo da distribuicdo dos ovos do parasito nos tecidos de um hospedeiro é
importante para entender mais claramente a dindmica da infecgdo esquistossomotica
(AMARAL et al., 2017). Percebemos a importancia do desenvolvimento de novos estudos pré-
clinicos in vitro, a fim de determinar e elucidar o efeito da dieta hiperproteica na postura de
ovos pelos parasitos em meios de cultura com aminoéacidos isolados.

O remodelamento hepético esta diretamente associado ao recrutamento de leucdécitos e
a ativacdo de resposta imune por antigenos de ovos de S. mansoni retidos no figado (COLLEY
et al., 2014; HAMS et al.,, 2013). A estimulacdo antigénica continua, resultante do
aprisionamento de ovos em érgdos-alvo, leva a uma resposta inflamatéria intensa em 6-8
semanas apos a infeccdo associada a uma resposta imune dependente de células T CD4 (DIAS
et al., 2018). Sendo que, no controle dessa reacao estdo, principalmente, as interleucinas IL-4,
IL-10 e IL-13 (PEARCE; MACDONALD, 2002).

A quantificacdo da lesdo do figado baseada na estereologia tem sido uma ferramenta
atil para estudos de esquistossomose mansonica (FRIIS et al., 1998; NEVES et al., 2006;
BARROS et al.,, 2009; MACHADO-SILVA, 2010). Os resultados aqui apresentados
demonstram que a analise estereoldgica indicou moderado remodelamento patolégico do figado
em ambos os grupos infectados. A infec¢do causou danos na estrutura hepatica, porque houve
reducdo no numero e volume de hepatdcitos. Além disso, 0 aumento da densidade de volume
do tecido conjuntivo nos grupos infectados sugere um processo reativo compensatorio do
estroma em resposta a lesdo do parénquima hepatico (CORDERO-ESPINOZA & HUCH,
2018).

Quanto a essas alteragdes hepaticas, na fase representativa de infecgdo aguda, foram

evidenciadas também diferencas significativas entre as duas estratégias dietéticas, sendo menor
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a densidade de numero de hepatdcitos nos grupos com dieta hiperproteica em comparacéo aos
grupos com dieta padrdo, independente da presenca de infeccdo. Diaz-Rda e seus colaboradores
(2017) mostraram que a ingestdo prolongada de dieta hiperproteica rica em caseina pode
aumentar os sinais de lesdo hepaticos em ratos, visto que ao analisarem marcadores Sericos
(proteina C-reativa e AST) como indicadores de disfuncdo hepatica, evidenciaram-se aumento
da inflamac&o, pois ambos estavam elevados no grupo com dieta hiperproteica (45% proteina)
em comparacao ao grupo com dieta padréo (20% proteina).

Embora animais infectados recebendo dieta padrao e hiperproteica tenham apresentado
semelhancas na amplitude do remodelamento do figado, o nimero e o tamanho dos granulomas
apresentaram diferencas marcantes nesses grupos. Os animais com dieta hiperproteica
apresentaram maior nimero de granulomas em relacédo a dieta padrdo. Neste caso, a oviposi¢do
continua e a retengdo de ovos no figado podem desencadear hiperestimulacdo imunolégica e
intenso recrutamento celular, eventos necessarios para a organizagdo de novos granulomas
(HAMS et al., 2013). Por outro lado, evidenciou-se granulomas de maior area e volume no
grupo com dieta padrdo. O maior tamanho do granuloma evidenciado pode ser devido ao seu
aspecto exsudativo-produtivo, caracteristico de fase aguda (RODRIGUES et al., 2017; SILVA
et al., 2000).

A esquistossomose aguda é caracterizada pela presenca de numerosos granulomas
periovulares em multiplos 6rgédos, especialmente no figado, intestinos e pulmdes. Esses
granulomas sdo grandes, com componente predominantemente exsudativo rico em eosinofilos,
periferia mal delimitada e necrose periovular frequente (DIAS et al., 2019). Tais caracteristicas
condizem, em geral, com nossos achados. O tamanho e a composi¢do do granuloma refletem a
intensidade da reacdo inflamatéria dirigida aos ovos de S. mansoni (AMARAL et al., 2017).

Apbs quantificacdo da celularidade da bainha do granuloma, verificou-se que na fase
aguda as células polimorfonucleares foram predominantes, sendo que quando se comparou 0s
tipos de dieta foi encontrado maior nimero nos animais com dieta padrdo. Da mesma forma,
quando se quantificaram os leucécitos totais a mesma diferenca foi encontrada. Somente o
namero de mononucleares foi superior no grupo com dieta hiperproteica, mas ndo diferiu do
grupo com dieta padrao.

Os animais com dieta padréo apresentaram predominancia de granulomas exsudativos-
produtivos, enquanto os animais com dieta hiperproteica mostraram maior ndmero de
granulomas fibrosos. Granulomas exsudativos-produtivos sdo caracteristicos no figado durante
a fase aguda da esquistossomose mansonica em camundongos (DIAS et al., 2018). Isto indica

exacerbacdo da resposta inflamatdria nesta fase da infeccdo, uma vez que este tipo de
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granuloma é volumoso e grandemente enriquecido em células inflamatdrias e também é
predominantemente encontrado durante a esquistossomose mansoni aguda em humanos
(LAMBERTUCCI, 2010).

Notadamente, 0 grupo que recebeu dieta hiperproteica ndo diferiu do grupo com dieta
padrdo quanto ao contetdo de coldgeno na bainha do granuloma. A nutricdo adequada do
hospedeiro favorece a modulacdo da resposta inflamatdria, contribuindo para o aumento da
colagenizacdo (COUTINHO, 2004). Assim, como ambos 0s grupos receberam uma
alimentacédo balanceada, apenas com diferenca no teor proteico ofertado, pode ter favorecido a
distribuicdo semelhante de coldgeno nesses animais. Por outro lado, analise morfométrica com
coloragéo picrosirius realizada para comparar animais desnutridos e bem nutridos, por Barros
e seus colaboradores (2014), mostrou que durante a fase aguda a porcentagem de tecido fibroso
no figado do grupo desnutrido foi similar a observada nos animais bem nutridos. Além disso,
0s autores detectaram alta expressdo de colageno tipo | nos granulomas periovulares de
camundongos bem nutridos, mas, a deposicdo de colageno tipo | foi menos evidente nos
desnutridos e restrita a poucos granulomas com diferencas estatisticamente significantes entre
0S grupos.

No nosso estudo, ndo foi feita a quantificagcdo dos tipos de colageno, no entanto, pode-
se perceber a presenca dos tipos de colageno | e Il através da microscopia. Picrosirius € uma
coloracdo seletiva de tecido conjuntivo que permite analise qualitativa das fibras colagenas do
tecido conjuntivo. Quando observada sob luz polarizada, pela diferenca na interferéncia de
cores, na intensidade e na birrefringéncia dos tecidos corados, essa coloracdo permite a
diferenciacéo principalmente das fibras tipo I (birrefringéncia laranja- amarelado a laranja e
vermelha) e tipo 111 (birrefringéncia verde ou verde-amarela) (BEDOYA et al., 2016).

A forma hepatoesplénica da esquistossomose é caracterizada por fibrose hepatica e
hipertensdo portal, que, ao se propagarem aos ramos intestinais terminais, pode levar a
alteragOes na arquitetura da mucosa intestinal, como uma reducdo da altura das vilosidades
intestinais do intestino delgado (SIQUEIRA et al., 2010).

Comparados aos camundongos alimentados com dieta padrdo, os animais com dieta
hiperproteica demonstraram maior espessura da mucosa e tamanho de criptas € menores
espessuras das camadas musculares externa e interna e do epitélio, principalmente os animais
infectados com S. mansoni. Embora a esquistossomose afete a mucosa intestinal, hd poucos
estudos sobre sua avaliagdo em termos de mudancas na mucosa. As alteragdes histoldgicas
podem ser devido a presenca de ovos e granulomas observados nas camadas muscular e

mucosa. Couto e seus colaboradores (2002) avaliaram alteragfes estruturais na mucosa jejunal
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de camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta hipoproteica (5% de
proteina) e normoproteicas (20% de proteina) e consideraram que nos seus estudos
morfomeétricos a espessura da mucosa jejunal foi maior nos animais infectados devido a
inflamacéo e formacdo dos granulomas, tendo as dietas pouca influéncia nesse resultado. Por
outro lado, Azevedo et al. (2014) relataram que a perda da mucosa é uma ocorréncia frequente
nos animais desnutridos (4% de proteina) quando comparados aos bem nutridos (20% de
proteina), que normalmente apresentam a mucosa do intestino mais espessa.

Camundongos pertencentes aos grupos sadios apresentaram estruturas intestinais bem
preservadas, como esperado. Nos animais submetidos a infeccdo, foi possivel observar a
presenca de ovos na mucosa e submucosa do érgdo, com ou sem a presenca de granulomas.

Alencar et al. (2012) analisaram a diferenca na morfologia do granuloma de acordo com
cada dieta testada e o tempo de infeccdo. Camundongos com uma dieta rica em gordura
possuiam granulomas em diferentes estagios de maturacao, enquanto o grupo controle exibiram
apenas granulomas exsudativos durante a fase aguda. Os autores sugerem que essas diferencas
podem estar relacionadas a dieta. No nosso estudo, observou-se presenca de granulomas mais
organizados e com muitas células nos animais com dieta hiperproteica. Da mesma forma que o
trabalho com dieta hiperlipidica, é possivel que a resposta induzida por uma dieta rica em
proteina possa aumentar o recrutamento de células do granuloma ou tal resultado possa ser
devido a maior carga intestinal (NEVES et al., 2007; ALENCAR et al., 2012).

Portanto, paralelamente as analises morfométricas das camadas do intestino, poderia ter
sido realizada avaliacdo morfométrica dos granulomas e infiltrados inflamatorios do intestino
para se esclarecer melhor o efeito da dieta hiperproteica sobre a mucosa intestinal. Entretanto,
ao avaliar granulomas nos intestinos delgado e grosso autores visualizaram granulomas com
poucas variagbes no tamanho e fases evolutivas, com predominio do granuloma tipo
exsudativo-produtivo e consideraram que os granulomas intestinais ndao sofrem nenhuma
imunomodulacdo pronunciada observada em granulomas hepaticos (SILVA et al., 2000; DIAS
etal., 2018). No intestino grosso dos animais infectados com S. mansoni a resposta inflamatéria
ao redor dos ovos do parasito é Util para que estes consigam atravessar as camadas do intestino
em direcdo 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).

Sabe-se que no intestino encontramos dois plexos ganglionares que fazem parte do
sistema nervoso entérico, 0 mioentérico e 0 submucoso. Os sistemas nervoso e endocrino
controlam em conjunto movimentos intestinais, secre¢do de suas glandulas, participam

indiretamente nos processos de digestao e absor¢éo de nutrientes. Além disso, estdo envolvidos
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em muitos processos fisiologicos e até mesmo em processos patoldgicos do trato digestivo
(FREITAS-RIBEIRO et al., 2012). Portanto, avaliamos a &rea de ganglios dispersos ao longo
do intestino grosso dos animais e verificamos que as areas dos ganglios estavam aumentadas
no grupo de animais infectados, principalmente aqueles recebendo dieta hiperproteica. O plexo
mioentérico constitui uma rede de pequenos ganglios neuronais interconectados por feixes
nervosos situados entre as camadas musculares (interna e externa) do trato gastrintestinal. Os
ganglios encontrados neste plexo variam no tamanho e na forma. Essas diferencas podem estar
relacionadas a porcdo do intestino analisada e a espécie de animal em questdo (GABELLA,
1981). Por outro lado, na presenca da infecgdo os ganglios podem ser mais exigidos para
garantir o peristaltismo e, portanto, apresentarem-se aumentados.

A taxa de mortalidade analisada ao longo do experimento ndo evidenciou diferenca
significativa na sobrevivéncia dos grupos experimentais avaliados, de forma que nem a infeccao
e nem a dieta influenciaram nesse resultado. Sugere-se que o cuidado no manejo rotineiro e na
manutencdo dos animais no decorrer da pesquisa tenha contribuido para aumentar o bem-estar
animal.

Assim, os achados histopatologicos e estereoldgicos indicaram remodelamento
patoldgico do figado em ambos os grupos infectados. Esse achado foi consistente com os danos
teciduais tipicamente causados pela esquistossomose aguda (LENZI et al., 2008; ANDRADE,
2009). Além disso, a dieta foi capaz de induzir danos morfologicos hepaticos e intestinais
evidentes, os quais variaram de acordo com a dieta. Foram observados danos no figado desses
animais, que além dos granulomas esquistossomoticos, apresentaram hipertrofia hepética e

processo inflamatorio.
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6 CONCLUSAO

Considerados em conjunto, 0s nossos achados indicaram que embora os animais
infectados por S. mansoni tenham apresentado marcante remodelamento microestrutural no
intestino grosso, essas alteragdes ndo foram suficientes para modificar a digestibilidade da dieta
hiperproteica. Além disso, os animais infectados e tratados com dieta hiperproteica
apresentaram maior coeficiente de eficiéncia alimentar, consumo de dieta e ingestao energética.
Como esses nao influenciaram a massa corporal, é possivel que a infec¢do por S. mansoni
aumente o custo metabdlico do hospedeiro, requerendo um maior consumo energético na
tentativa de amplificar a resposta imunoldgica para restringir as les@es teciduais causadas pelos
parasitos, incluindo a inflamacdo granulomatosa que se estabelece em multiplos 6rgédos e
tecidos. Essa proposicdo é reforcada pelo drastico aumento do nimero de granulomas e pela
marcante hipertrofia hepética, a qual é acompanhada de reducdo da densidade de hepatdcitos
em animais tratados com dieta hiperproteica. Assim, 0s nossos achados evidenciaram que a
dieta hiperproteica amplificou a inflamacdo granulomatosa, favorecendo o desenvolvimento de
lesGes teciduais mais graves, especialmente no figado, cuja sobrecarga hepatica morfofuncional

é a caracteristica patol6gica mais grave da esquistossomose.
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1 INTRODUGCAO

A esquistossomose € uma doenca causada por trematddeos do género Schistosoma,
incluindo o S. mansoni, responsavel pela doenca no Brasil, afetando principalmente o figado e
os intestinos (KATZ; PEIXOTO, 2000). Neste pais, os estados das regiGes Nordeste e Sudeste
sdo os mais afetados e estima-se que 2,5 milhdes de individuos brasileiros estdo infectados,
principalmente em areas rurais e pobres onde a sanitizacdo e a qualidade de vida sdo precarias
(KATZ; PEIXOTO, 2000; VITORINO et al., 2012).

No mundo, a prevaléncia mundial é de 249 milhdes de individuos infectados em 78
paises e 800 milhGes de pessoas moram em &reas endémicas para a doenca. Regides do Oriente
Médio, América do Sul, Sudoeste da Asia e especialmente Africa sdo as regides do mundo de
maior incidéncia e prevaléncia de esquistossomose (WHO, 2017; DIAS et al., 2019).

Nessa parasitose, as formas adultas do trematédeo habitam os vasos mesentéricos do
hospedeiro (vertebrado/homem) e as formas intermediéarias (esporocistos primarios,
esporocistos secundarios, cercarias) se desenvolvem em caramujos gastropodes aquaticos do
género Biomphalaria, sendo o mais importante vetor do S. mansoni a espécie B. glabrata
(ALVES et al., 2016).

A esquistossomose se desenvolve em humanos em duas fases, aguda e crdnica, sendo
que a fase aguda é geralmente assintomatica e representa uma forma leve com envolvimento
hepatointestinal (DIAS et al., 2019) e a fase cronica, quando sintomatica, se manifesta como
hepatoesplenomegalia e hipertensdo portal e € reconhecida como uma forma hepatoesplénica
avancada (NEVES, 2010).

Na doenca cronica, ovos retidos em varios tecidos induzem a formacdo da inflamacéo
granulomatosa, que juntamente com a fibrose subsequente é responsavel pela patogénese da
doenca, causando inflamacdo grave, eosinofilia tecidual, deposicdo de colageno, fibrose e
hipertensdo portal (HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013).

Essa inflamacdo granulomatosa € considerada uma reacao de hipersensibilidade tipo
tardia mediada por células T CD4. Ao longo da infecgdo, os antigenos liberados pelos ovos
podem estimular as células do hospedeiro a desencadear uma resposta Thl, com produgdo de
IL-2, TNF-a. e IFN-y que estimulam um processo inflamatorio e ativam principalmente
macrofagos; e com o inicio da postura dos ovos ha atenuacgdo da resposta Thl e aumento de
uma resposta do tipo Th2, com secregéo de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, que suprimem a

producdo e as funcdes efetoras dos mediadores proinflamatorios, ativando principalmente as
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células B, estimulando a producdao de anticorpos particularmente IgE e aumentam a proliferacdo
de eosinofilos (ABATH et al., 2006; CHUAH et al., 2014; PEARCE; MACDONALD, 2002).

No inicio da fase crénica, os granulomas sdo observados em varios estagios de evolucéo,
incluindo formas involutivas com baixa celularidade e alta densidade de colageno; e, em geral,
0s granulomas da esquistossomose sao menores na fase cronica. A fase cronica mais avangada
é grave, sendo predominantemente caracterizada por fibrose hepatica periportal (AMARAL et
al., 2017).

A forma crénica pode apresentar grandes variacOes clinicas, dependendo de serem as
alteracbes predominantemente intestinais, hepatointestinais ou hepatoesplénicas (NEVES,
2010). E dessa forma, em individuos que desenvolvem esquistossomose hepatoesplénica, a
fibrose dos espacos periportal hepatico leva a lesdes vasculares obstrutivas, hipertensdo portal,
varizes, ascite, organomegalia (GRAY et al., 2011). Os intestinos apresentam uma resposta
granulomatosa da mucosa caracteristica levando a pseudopolipose, microulceracdo e
sangramento superficial (GRYSSELS, 2012).

Geralmente, as pessoas residentes em regides endémicas sdo também expostas a habitos
alimentares inadequados (ADENOWO et al., 2015). O S. mansoni e a desnutricdo modulam o
sistema imune do hospedeiro, com efeito direto sobre o desenvolvimento do parasito e
progressdo da doenga (KATONA & KATONA-APTE, 2008; COUTINHO et al., 2010; DA
SILVA etal., 2012). Por esse motivo, muitos autores estudaram dietas hipoproteicas associadas
a esquistossomose (COUTINHO et al., 1997; COUTINHO et al., 2010; BARROS et al., 2014).

A ingestdo alimentar nutricionalmente ajustada € um requerimento béasico para a
manutencdo de um adequado estado de salde geral. Ha evidéncias que deficiéncias de
macronutrientes, especialmente proteinas e micronutrientes estdo relacionadas ao déficit de
crescimento, ao prejuizo no desenvolvimento intelectual, ao aumento da susceptilidade a
doencas e ao risco de morte (CALDER, 2013; CZERWONOGRODZKA-SENCZYNA et al.,
2016). Por outro lado, a adequada disponibilidade de macronutrientes e micronutrientes é
essencial para o desenvolvimento de células imunes, reconhecimento de antigenos, ativagdo e
expressao de fendtipos efetores celulares e humorais (KRAWINKEL, 2012; CALDER, 2013).

Assim, além dos efeitos de dietas hipoproteicas na esquistossomose experimental, a
dieta hiperlipidica também ¢é alvo de pesquisas (ALENCAR et al., 2009; ALENCAR et al.,
2012; DA SILVA et al., 2012). Outras estratégias dietéticas como o aumento do teor de agucar,
restricdo de vitaminas e suplementagéo de zinco foram menos estudadas na esquistossomose
(MAGALHAES et al., 1978; AKPOM; WARREN, 1975; HELMY et al., 2009). E,

independente da dieta utilizada na esquistossomose experimental, os estudos avaliaram
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principalmente a formacédo do granuloma, a fibrose hepética, a carga parasitaria e a mortalidade
(MARQUES et al., 2018).

Devido a implicacGes éticas, evidéncias sobre a relacdo entre esquistossomose e
composicdo da dieta, em humanos, sdo baseadas principalmente em estudos clinicos-
epidemioldgicos, nos quais o desenho metodoldgico prejudica o entendimento dos mecanismos
patofisiologicos dessa interacdo (MEKONNEN et al., 2014; MUNISI et al., 2016). Por outro
lado, camundongos sdo altamente susceptiveis ao S. mansoni e desenvolvem caracteristicas
patofisioldgicas similares a infeccdo em humanos, bem como séo também utilizados em estudos
envolvendo intervencgdes dietéticas. Dessa forma, os modelos pré-clinicos in vivo tém fornecido
uma valiosa contribuicdo no entendimento de como a composicdo da dieta interfere na
patogénese das doencas infecciosas (OLIVEIRA et al., 2004; BARROS et al., 2014).

Diante do exposto, este capitulo discute o efeito da dieta hiperproteica na fase cronica
da esquistossomose experimental, em camundongos, principalmente no desenvolvimento de
granulomas hepéticos e no perfil imunolégico. Como este tipo de dieta foi menos estudado,
busca-se elucidar se existe interacdo entre a infeccdo e a dieta e 0 quanto essa interacdo pode

modificar a patogénese nas infec¢des por S. mansoni.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da dieta hiperproteica na fase cronica da esquistossomose experimental

em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) avaliar o efeito da dieta hiperproteica no perfil de crescimento corporal dos
camundongos nao infectados e infectados por S. mansoni.

b) comparar a digestibilidade da dieta hiperproteica em camundongos ndo infectados e
infectados por S. mansoni.

c) investigar a distribuicdo de ovos de S. mansoni nas fezes, no figado e no intestino dos
camundongos.

d) analisar o impacto da dieta hiperproteica no remodelamento microestrutural hepatico e

intestinal dos camundongos infectados por S. mansoni.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Quarenta camundongos Swiss machos (n=40), com trés a quatro semanas de idade e
pesando de 10 a 15 g foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG) e mantidos sob condi¢bes padronizadas de iluminacéo (ciclo de claro/escuro
de 12h/12h), temperatura (22+2°C) e umidade (60+£10%) no Laboratério de Nutricdo
Experimental da Faculdade de Nutricdo da UNIFAL-MG. Os camundongos foram alojados em
caixas de polipropileno com tampas de tela em ago inoxidavel com cinco animais em cada

caixa.

3.2 INFECCAO POR S. mansoni

Os animais foram infectados por via subcutanea, com 25 cercérias de S. mansoni cepa
LE (Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil) obtidas de caramujos Biomphalaria glabrata

provenientes do Centro de Pesquisas René Rachou.

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O experimento teve duracdo de 32 semanas (FIGURA 21). Durante todo o periodo 0s
animais receberam agua ad libitum e dieta padrdo e hiperproteica, de forma que inicialmente
20 animais receberam dieta padrdo e 20 animais receberam dieta hiperproteica.

Na 122 semana do experimento, metade dos animais (n=20; grupos DPc-l e HPc-I)
foram infectados por S. mansoni.

Os camundongos foram eutanasiados vinte semanas pos-infeccdo, fase relativa a

infeccdo crénica (grupos DPc-1, DPc-S, HPc-1 e HPc-S).
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Figura 21 — Delineamento experimental
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Fonte: Da autora.

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram randomizados em quatro grupos com 10 animais em cada grupo,
assim denominados e caracterizados:

Grupo DPc-I: animais infectados com S. mansoni, com dieta padrdo e eutanasia na fase
cronica da infeccdo (20 semanas);

Grupo HPc-I: animais infectados com S. mansoni, com dieta hiperproteica e eutanasia
na fase crénica da infec¢do (20 semanas);

Grupo DPc-S: animais ndo infectados, com dieta padrdo e eutandsia na fase
representativa de infecgéo cronica (20 semanas);

Grupo HPc-S: animais ndo infectados, com dieta hiperproteica e eutanasia na fase
representativa de infeccdo crénica (20 semanas).

A Figura 22 resume as caracteristicas dos grupos experimentais.
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Figura 22 — Fluxograma da randomizagdo dos grupos experimentais e suas caracteristicas.
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Fonte: Da autora.

3.5 ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com 0s principios éticos
para experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e o
projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA) da
UNIFAL-MG (Protocolo n° 06/2017) (ANEXO 1).

3.6 DIETAS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas dieta padrdo para roedores de laboratério (Nuvilab®, S&o Paulo, SP,
Brasil) normoproteica (proteina 22,6%) e dieta hiperproteica (proteina 38%). Para a elaboracéo
da dieta hiperproteica considerou-se que a caseina continha, no minimo, 85% de proteina
(REEVES et al., 1993) e que a dieta padréo ja continha 22 g de proteina para cada 100g de
dieta. Assim, para se obter uma dieta hiperproteica com teor de proteina aproximado de 40%
(PESTA; SAMUEL, 2014) foi necessario adicionar 24% de caseina a dieta padrdo. Apds a
pesagem nas proporc¢des indicadas, os ingredientes foram homogeneizados e umedecidos para
formar uma massa (a moda caseira) utilizada para moldar os pellets, os quais foram submetidos
a secagem em estufa e congelados até 0 momento do uso.

A dieta padro foi disponibilizada pelo Biotério Central da UNIFAL-MG e o ingrediente
caseina foi adquirido de fornecedor especializado (Rhoster® IndUstria e Comércio Ltda). A
composicgdo centesimal das dietas esta descrita na Tabela 1.

A ingestdo de dieta foi controlada com a observacéo de quantidade ingerida no periodo
de aclimatacdo pelos grupos experimentais, ofertando aproximadamente 10g de dieta
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hiperproteica e padréo, diariamente por camundongo para todos os grupos em forma de pellets.
Sendo assim, disponibilizava-se 100g de dieta para cada caixa a cada dois dias.

A analise da composicéao centesimal das racdes foi realizada no Laboratorio de Nutricdo
Experimental da Faculdade de Nutricdo da UNIFAL-MG, sendo as determinacdes de umidade,
cinzas e lipideos realizadas de acordo com o método proposto pela AOAC (AOAC, 2000). As
determinacOes de proteinas foram realizadas de acordo com o Método de Kjeldahl (AOAC,
2000), com amostras em triplicata, utilizando-se o fator 6,25 para a conversdo dos teores de
nitrogénio em proteinas. Os carboidratos foram determinados por diferenca, diminuindo-se a
soma dos demais componentes de 100.

Para a determinacdo do valor energético das dietas, considerou-se que os carboidratos

fornecem 4kcal/g, as proteinas 4 kcal/g e os lipidios 9 kcal/g.

3.7 EXAME PARASITOLOGICO

A confirmacao da infeccdo por S. mansoni foi avaliada pela quantificacdo de ovos na
excrecdo fecal no dia da eutanasia e as fezes foram analisadas em duplicata pela técnica de
Kato-Katz (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972). Utilizando-se kit diagndstico proprio
(Kit Helm Teste), para cada amostra de fezes, duas laminas foram preparadas e examinadas ao
microscopio. Para determinar o nimero de ovos por grama de fezes, 0 nUmero médio de ovos

encontrados nas laminas foi multiplicado pela constante 24 (BARBOSA et al., 2017).

3.8 NUMERO DE OVOS PRESENTES NO FIGADO E NO INTESTINO

Para obter a contagem do numero de ovos presentes no figado e no intestino dos
camundongos infectados com S. mansoni realizou o processo de digestdo tecidual por KOH a
10% para a recuperacdo dos ovos apds a eutanasia dos animais na fase crbnica da doenca
(ALVES et al., 2016). Fragmentos dos 6rgdos foram pesados e acondicionados em tubos falcons
com KOH 10% overnight na geladeira. No dia seguinte, os fragmentos foram incubados a 37°C
durante um hora e meia em banho-maria e, imediatamente ap6s os 6rgaos digeridos foram
centrifugados por cinco minutos a 1400 rpm, sendo o sobrenadante descartado e o sedimento
ressuspendido em salina 0,85%. Esta etapa foi repetida trés vezes. Apos a ultima centrifugacao,
ressuspendeu-se o sedimento em 2 mL de salina 0,85%. A suspensdo contendo ovos do parasito

foi aplicada em laminas de vidro, e 0 nimero de ovos foi determinado com o uso de um um
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microscopio de luz. Foram realizadas trés contagens de 200 pL da solucdo de cada 6rgéo a fim

de se determinar o niumero de ovos por grama de tecido.

3.9 DIGESTIBILIDADE APARENTE DA PROTEINA DA DIETA

Na 322 semana de experimento, a fim de se determinar a digestibilidade aparente, as
dietas foram coradas com indigo carmim (200 mg/100 g de dieta) e foram disponibilizadas aos
animais no primeiro e no quarto dia dessa semana (MORAES et al., 2012). As fezes foram
coletadas durante quatro dias, sendo que no segundo dia forma coletadas as fezes marcadas com
carmim, nos dois dias seguintes todas as fezes, e no quinto dia as fezes ndo coradas. As fezes
coletadas foram armazenadas em sacos plasticos identificados para cada grupo e mantidas em
congelador até a andlise. As fezes foram secadas em estufa com circulacdo de ar a 105°C por
24 h, logo apds foram resfriadas em dessecador (Marconi®), maceradas, homogeneizadas e
pesadas para determinacdo da concentracdo de nitrogénio pelo método de Kjeldahl, com
amostras em triplicata (AOAC, 2000).

A digestibilidade aparente (DA) foi calculada por mensuracdo do contetdo de
nitrogénio ingerido (NI) e excretado nas fezes (NF) dos grupos-teste, de acordo com a seguinte
formula: DA (%) = (NI - NF) x 100/ NI (COSTA et al., 2014).

3.10 ANALISE DE EFICIENCIA ALIMENTAR E BIOMETRIA

Para avaliar a eficiéncia alimentar, foram obtidos os seguintes parametros: coeficiente
de eficiéncia alimentar (CEA), peso corporal (g), comprimento naso-anal (cm) e indice de Lee.

O CEA representa a relacdo entre o ganho de peso pela quantidade de alimento
consumido: CEA = (PF - PI)/ TA, em que PF: peso final (g) do animal durante o periodo de
acompanhamento; PI: peso corporal do animal no inicio do experimento em gramas, TA:
quantidade total de alimento ingerido no periodo em gramas (CAMPBELL et al., 1963).

A ingestdo dietética foi avaliada pelo registro do consumo da dieta por caixa, a cada
dois dias, sendo o consumo alimentar obtido através da subtracdo entre a cota alimentar
oferecida e o rejeito verificado dois dias depois (NERY et al., 2011). Levou-se em consideracdo
0 numero de dias avaliados e 0 numero de animais por caixa para obtencdo do consumo
alimentar diario e total dos animais. A ingestdo energética dos animais foi obtida pelo calculo

do valor calérico desse consumo alimentar dos animais.
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A pesagem dos animais foi registrada semanalmente desde o inicio do experimento para
calculo do ganho de peso: PF - PI, onde PF: peso final (g) do animal durante o periodo de
acompanhamento; PI: peso corporal (g) do animal no inicio do experimento. Utilizou-se uma
balanca eletronica digital (Marte®).

Ao final do experimento, o comprimento naso-anal foi obtido apo6s anestesia do animal,
com as medidas registradas em papel milimetrado e o indice de Lee foi determinado por meio
da raiz cubica do resultado obtido na divisdo do peso corporal (g) pelo comprimento naso-anal
(cm) de cada animal: [3/Peso (g)/CNA(cm)]. O indice de Lee é um preditor para obesidade e
tem forte correlacdo com massa gorda, sendo um indicativo do estado nutricional do animal
(NOVELLI et al., 2007). Um indice de Lee igual ou inferior a 0,300 indica peso normal e no
caso de valores superiores a 0,300, os animais sdo classificados como acima do peso ideal
(BERNARDIS & PATTERSON, 1968).

Os orgédos coletados foram pesados e o peso relativo do figado e da gordura
periepididimal foi calculado por meio da divisdo do peso do 6rgéao pelo peso corporal do animal.
Além disso, determinou-se o volume do figado usando o método de imersdo descrito por
Scherle (SCHERLE, 1970).

3.11 EUTANASIA DOS ANIMAIS E COLETA DE MATERIAL

Os camundongos foram eutanasiados por exsanguinacdo por puncdo cardiaca apds
anestesia com administracao 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 eppendorfs contendo
heparina e centrifugado imediatamente para obtencdo do plasma, mantido armazenado a -80 °C
até o momento da analise bioquimica e das citocinas. Realizaram-se toracotomia e laparotomia
mediana para coleta de figado e intestino grosso, os quais foram fixados em solucdo de
formaldeido para analises posteriores.

A taxa de mortalidade durante o periodo experimental foi calculada por meio de registro
diario.

3.12 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO PARA MICROSCOPIA
Fragmentos do I6bulo esquerdo do figado e da primeira porcdo do intestino grosso de

camundongos né&o-infectados e infectados foram removidos e fixados em solucdo de

formaldeido 4% tamponada neutra. Apos a fixacao histoldgica, os 6rgdos foram desidratados
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em concentracdes crescentes de &lcool a partir de 70% até alcool absoluto (99,8%). Em seguida
os 6rgdos foram diafanizados em xilol e incluidos em parafina a 60°C. Para a montagem das
laminas, os cortes microscopicos com 5 um de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo
e corados, de acordo com as normas do Laboratorio de Patologia do Departamento de Patologia
e Parasitologia da UNIFAL-MG, com HE para observagdo dos aspectos histomorfolégicos do
tecido e andlise estereoldgica e com picrosirius para identificagdo e anlise de fibras colagenas.
As imagens das laminas histologicas foram capturadas com uma camera fotogréafica digital
(QColor 3, Olympus, Toquio, Japao) acoplada ao microscopio de luz convencional (Axioscope
Al, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As imagens obtidas foram processadas e analisadas
por software de captura e analise de imagens Axion Vision LE (Carl Zeiss, Oberkochen,

Alemanha).

3.13 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Na andlise microscopica do figado foram investigadas qualitativamente a necrose
tecidual, a hipertrofia de hepatdcitos, o padrdo de organizacdo e distribuicdo das células do
parénquima e do estroma, a distribui¢do das células intersticiais, bem como a distribuicéo de
focos inflamatdrios, granulomas esquistossomoticos e areas de fibrose tecidual. A analise
microscopica foi realizada em 6 campos histoldgicos aleatérios para cada animal, obtidos com
a utilizacdo de lente objetiva de 40x (ampliacdo de 400x), perfazendo uma area total do figado
de 18,5 x10* um? para cada animal (NOVAES et al., 2013).

3.14 ANALISE ESTEREOLOGICA

O método estereoldgico foi utilizado para avaliar a amplitude do remodelamento
morfologico do parénquima e estroma do figado (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995). A
densidade de volume, parametro utilizado para medir o percentual da area ocupada pela
estrutura de interesse (hepatocitos, tecido conjuntivo) e densidade de namero (hepatdcitos,
células intersticiais, granulomas esquistossomoticos) foram obtidos de acordo com Novaes et
al. (2013).

Para estas analises, foi usado um sistema de teste com 100 pontos presentes em uma
area de teste (At) de 31x10% um? ao nivel do tecido. A densidade de volume (Vv, %) dos
hepatocitos e do tecido conjuntivo foi estimada pela contagem de pontos, de acordo com a

seguinte formula: Vv=XP/Pt, em que P representa o nimero de pontos do sistema de teste que
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incidem sobre a estrutura de interesse e Pt corresponde ao nimero total de pontos do sistema
de teste. A analise estereolodgica foi realizada com o auxilio do software de analise de imagens
Image-Pro Plus 5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA) em 6 campos
histologicos aleatdrios de cortes corados em HE para cada animal, obtidos com a utilizacdo de
lente objetiva de 40x (ampliagéo de 400x) (NOVAES et al., 2013).

A intensidade do processo inflamatério no figado foi obtida pela densidade de nimero
de células intersticiais (QAInt) e de nimero de hepatdcitos (QAh). A celularidade tecidual nas
areas remotas ao granuloma foi avaliada em 6 campos histologicos aleatdrios de cortes corados
em HE com a utilizacdo de lente objetiva de 40x (ampliagdo de 400%), numa area total do figado
de 18,5 x10* um? por animal. Para isso, foi aplicado um sistema de teste quadratico (At) sobre
as imagens histoldgicas. O numero de nucleos celulares na area de teste (QAint) foi
determinado por meio de software de analise de imagens Image-Pro® plus 5 (Media
Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). O nimero de nucleos celulares por unidade
de area (células / mm?) foi determinado pela formula: QAint = Zint / At, onde Zint representa
0 somatério do nimero de nucleos de células inflamatorias (intersticiais) na area de teste e At
corresponde a dimensdo da area de teste utilizada (31x10% um?), conforme metodologia de
Caldas et al. (2008 a,b) e Novaes et al. (2013). Procedeu-se da mesma maneira para se

determinar a contagem dos nucleos dos hepatdcitos.

3.15 ANALISE HISTOMORFOMETRICA DOS GRANULOMAS

Nos animais infectados com S. mansoni foi obtido o numero e dimenséo dos granulomas
esquistossomoticos. O estagio evolutivo dos granulomas (exudativos-produtivos ou fibréticos)
também foi quantificado, diferenciando-se de acordo com uma caracterizacdo morfoldgica
previamente estabelecida (LENZI et al., 1999; ARAUJO et al., 2019) em cortes de figado
corados pelo corante vermelho picrosirius.

A analise de distribuicdo total e diferencial do granuloma da esquistossomose hepatica
foi avaliada pelo método estereoldgico. Para a analise da densidade de nimero de granulomas
por unidade de area (QAg, n/mm?), foi utilizada a formula QAg = Xg / At, onde Xg representa
somatorio do numero de granulomas e At corresponde a dimenséo da area de teste utilizada
(37x10° um?). A QAg foi estimada a partir de 10 campos histoldgicos aleatorios de cortes
corados com HE para cada animal, obtidos com a utilizagéo de lente objetiva de 5% (ampliagéo
de 50%).
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A éarea dos granulomas e as medidas dos diametros menor e maior foram determinadas
diretamente por meio da ferramenta de contorno e medidas do programa Axion Vision em
objetiva de 20x. Para cada animal foram medidos 10 granulomas e obtida a média do grupo e
as medidas foram realizadas apenas nos granulomas em que o ovo de S. mansoni foi claramente
observado (REIS et al., 2001).

O volume do granuloma foi estimado pelo principio do esferoide prolato, de acordo com
a formula: V= (4/3)za’b, onde a é o didmetro menor e b é o didmetro maior de uma estrutura
esferoide.

A andlise do colageno dos granulomas hepéticos foi feita a partir de 10 granulomas
aleatérios por grupo de animais, em cortes corados com picrosirius, sob microscopia de
polarizacdo obtidos com a utilizacdo de lente objetiva de 20x. A analise foi realizada pelo
software de analise de imagem, ImageJ (National Institutes of Health, USA). As intensidades
foram equalizadas usando a ferramenta threshold do programa Imagel. O Threshold é usado
para limitar um objeto de interesse em uma imagem eliminando os efeitos de background, no
qual todos os pixels na imagem que estao abaixo deste limite sdo convertidos em preto e todos
0s pixels com valores acima deste limite sdo convertidos em branco ou vice-versa. A area da
foto foi determinada por meio de software de anélise de imagens Image-Pro® plus 5 (Media
Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). Para saber a quantidade de colageno na area
histoldgica, foi utilizada a formula: area de colageno/mm? = [% colageno da imagem X

dimens&o da area da foto utilizada (37 x 102 mm?)]/100.

3.16 ANALISE DA CELULARIDADE DA BAINHA DO GRANULOMA

O numero de células polimorfonucleares (PMNs — predominantemente neutrofilos) e
mononucleares (MNs - macréfagos, linfécitos) foi avaliado na bainha do granuloma. Foram
analisadas 6 imagens por lamina de cada animal com area de 48x10? um?, com utilizagdo de
lente objetiva de 100x, aplicando-se um sistema de teste quadratico (At) sobre as imagens. O
namero de células (QA) na area de teste foi determinado por meio de software de analise de
imagens Image-Pro® plus 5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). O
nimero de niicleos celulares por unidade de area (células / mm?) foi determinado pela formula:
QA = Xcél / At, onde Xcél representa somatorio do numero de células polimorfonucleares ou
mononucleares na area de teste e At corresponde a dimensdo da area de teste utilizada (48 x
102um?) de acordo com a metodologia encontrada em Caldas et al. (2008a,b) e Novaes et al.
(2013).
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3.17 MORFOMETRIA INTESTINAL

A espessura das camadas da mucosa (epitélio, mucosa e muscular da mucosa) e da
camada muscular (muscular externa e muscular interna) foram determinadas diretamente pela
ferramenta de medidas do programa Axion Vision em objetiva de 20x (ampliacdo de 200x), em
6 campos histolégicos aleatorios em 4 regiGes diferentes (total de 24 medigdes/animal) de cortes
corados com HE, numa area total do intestino de 24,3 x10* um?. A largura e o comprimento de
15 criptas por corte foram mensurados e as medidas foram realizadas apenas nas criptas em que
a base e o apice foram observadas.

A éarea de ganglios e o numero de células por ganglio foram avaliados nas camadas
musculares. Foram analisados 20 ganglios por lamina de cada animal com &rea de 59,5 x 103
um?, determinando-se a area por meio da ferramenta de contorno do programa Axion Vision,
em lente objetiva de 40x. Para determinacio do numero de células por ganglios por um?,

dividiu-se o nimero de celulas pela area do seu respectivo ganglio.

3.18 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram relatados utilizando-se valores de media e erro padrdo. A
normalidade na distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a anélise
de dois fatores (dieta x infec¢do), os valores de média foram comparados entre 0s grupos por
meio do teste Two-way ANOVA, seguido pelo pds-teste Student-Newman-Keuls. Para a analise
unifatorial entre entre dois grupos, dados paramétricos foram comparados pelo teste t de student
e dados ndo parameétricos foram comparados pelo teste Mann-Whitney U. Resultados com
P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As analises estatisticas foram
realizadas por meio do programa Sigma Plot versdo 14.0 (Systat Software Inc.) e os graficos
construidos com a utilizacdo do software estatistico GraphPad-Prism versdo 5.0 (Prism
Software, Irvine, California, EUA).
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4 RESULTADOS

41 EFEITO DA DIETA NO PERFIL DE CRESCIMENTO CORPORAL DOS
CAMUNDONGOS

Os animais alimentados com dieta hiperproteica apresentaram maior consumo de dieta
e ingestdo de energia como mostrado na Tabela 5. Assim, em relacdo ao consumo de dieta,
tanto os animais infectados quanto os sadios com dieta hiperproteica consumiram maior
quantidade de dieta do que os alimentados com dieta padrdo na fase cronica da infecgéo
(P<0,05). O mesmo ocorreu em relacdo a ingestdo energética, mas esse parametro também
apresentou diferenca quando se comparou 0s animais infectados e ndo infectados com a mesma
dieta (P<0,05).

A Tabela 5 mostra que com 20 semanas, a eficiéncia alimentar nos grupos com dieta
padrdo foi maior nos animais infectados (P<0,05), mas ndo houve diferenca estatistica entre 0s
grupos infectados e ndo infectados com dieta hiperproteica (P>0,05). Além disso, o CEA diferiu
com relacdo a dieta nos grupos ndo infectados (P<0,05), sendo maior no grupo com dieta
hiperproteica.

O ganho de peso e o indice de Lee ndo apresentaram diferencas estatisticas entre 0s
grupos (P>0,05). Mas, ao considerar os pesos e tamanhos corporais dos animais, 0s

camundongos foram considerados com sobrepeso, independente da dieta consumida.



Tabela 5 - Parametros biométricos e ingestdo dietética dos grupos experimentais infectados/ndo infectados que receberam dietas padréo/

hiperproteica e foram eutanasiados 20 semanas pds-infecgéo.

Parametros Dieta padréo Dieta hiperproteica
Infectados Sadios Infectados Sadios
Ganho de peso (g/dia) 0,06 + 0,022 0,05 + 0,043 0,07 +0,03%4 0,07 + 0,044
Consumo de dieta (g/dia) 7,42 £0,18%A 7,06 + 1,702 8,32 + 0,248 8,5 + 0,008
Ingesto energética (kcal/dia) 30,40 + 0,75% 28,93 £6,96°® 32,85+ 0,94"A 33,55 + 0,0038
CEA (%) 0,86 +0,02%A 0,73+0,1%® 0,86 +0,03*A 0,88 + 0,01°4
indice de Lee 0,39 + 0,0284 0,37 + 0,028 0,37 £ 0,014 0,37 +0,0284

Fonte: Da autora

Nota: CEA, coeficiente de eficiéncia alimentar. Médias seguidas de letras minusculas (a, b) na mesma linha referem-se a dieta padréo e
hiperproteica e quando seguidas de letras maiusculas (A, B) referem-se a infectados e ndo infectados (sadios). Diferentes letras nas linhas
indicam diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.
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4.2 DIGESTIBILIDADE DA DIETA HIPERPROTEICA

Para avaliar o percentual de absorcdo de nitrogénio, o Coeficiente de Digestibilidade
Aparente (DA) foi adotado. Quando se comparou animais infectados com animais sadios, houve
diferenca na fase cronica da infecgéo (P<0,05) (TABELA 6).

Em relacdo ao nitrogénio ingerido da dieta pelos grupos durante o teste, a condigéo de
salude do animal ndo influenciou na ingestdo de nitrogénio, sendo que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos sadio e infectado (P>0,05). Quanto ao nitrogénio fecal, observou-
se diferenca entre os animais infectados e ndo infectados de fase crénica, sendo maior a

excrecdo de nitrogénio no grupo sadio (P<0,05).

Tabela 6 - Nitrogénio ingerido, nitrogénio fecal e digestibilidade aparente da dieta
hiperproteica dos grupos experimentais infectados/nédo infectados na fase
representativa de infeccdo cronica.

Infectados Sadios
NI (g) 3,53+0,194 3,52 + 0,284
NF (0) 0,23 + 0,014 0,26 + 0,018
DA (%) 93,49 + 0,244 92,71+ 0,278

Fonte: Da autora

Nota: NI, nitrogénio ingerido; NF, nitrogénio fecal; DA, coeficiente de digestibilidade
aparente. Médias seguidas de letras maiusculas na mesma linha referem-se a
infectados e ndo infectados (sadios). Diferentes letras nas linhas indicam
diferenga estatistica entre os grupos (P<0,05). Andlise teste t student.

4.3 PESO E VOLUME RELATIVO DOS ORGAOS

Os resultados do peso e volume relativo do figado encontram-se representados nas
Figuras 23A e 23B. Como pode ser observado, os animais infectados com dieta padrdo ou
hiperproteica apresentaram maior média de peso e volume do figado em relacdo ao grupo sadio
com dieta padrdo ou hiperproteica, respectivamente (P<0,05), 20 semanas pos-infeccao.



Figura 23 — Peso (A) e volume (B) relativos do figado de camundongos alimentados com dieta padrdo e
hiperproteica, sadios e infectados com 20 semanas pds-infeccdo por S. mansoni.
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Fonte: Da autora

Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP, n=7;
HP, n=9) 20 semanas pds-infeccdo. DP, dieta padrdo; HP, dieta hiperproteica. *Diferenca do grupo
infectado com dieta padréo em relacdo ao grupo sadio com dieta padréo (P<0,05); “Diferenca do grupo
infectado com dieta hiperproteica em relagéo ao grupo sadio com dieta hiperproteica (P<0,05). Anélise
Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.
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Quanto a gordura periepididimal, houve aumento da gordura entre os animais sadios

com dieta padrdo ou hiperproteica em relacdo ao grupo infectado com dieta padrdo ou
hiperproteica, respectivamente (P<0,05) (FIGURA 24).

Figura 24 - Peso relativo da gordura periepididimal de camundongos alimentados com dieta padréo
e hiperproteica, sadios e infectados com 20 semanas pos-infec¢do por S. mansoni.

Fonte: Da autora
Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=8) e
infectados (DP, n=7; HP, n=9) 20 semanas pés-infec¢do. DP, dieta padréo; HP, dieta
hiperproteica. “Diferenca do grupo infectado com dieta padrdo em relagéo ao grupo
sadio com dieta padrdo (P<0,05); "Diferenca do grupo infectado com dieta
hiperproteica em relacdo ao grupo sadio com dieta hiperproteica (P<0,05). Analise
Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.
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4.4 DISTRIBUICAO DE OVOS DE S. mansoni NAS FEZES, NO FIGADO E NO
INTESTINO DOS CAMUNDONGOS

No que diz respeito a eliminagdo de ovos nas fezes (FIGURA 25A), a média de ovos
quantificados nos grupos (12,00 + 9,49 ovos/g de fezes nos camundongos DP e 13,33 £ 11,65
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ovos/g de fezes nos camundongos HP), foi similar na fase cronica, ndo apresentando diferenca
significativa (P>0,05).

A quantidade de ovos retidos no figado de camundongos infectados por S. mansoni com
dieta padrao foi ligeiramente superior aos animais com dieta hiperproteica (FIGURA 25B), mas
ndo foi detectada diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05).

Quanto ao intestino, quantificou-se um numero pequeno de ovos, de forma que foram
encontrados ovos apenas no grupo de animais com dieta hiperproteica, mas nao foi encontrada

diferenca significativa quando a média foi comparada a dieta padrdo (FIGURA 25C).

Figura 25 - NUmero de ovos presentes nas fezes (A) e retidos no figado (B) e no intestino (C) de camundongos
infectados com S. mansoni alimentados com dieta padrdo ou hiperproteica, na fase crénica da

doenga.
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Fonte: Da autora
Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrdo; HP, dieta
hiperproteica. Analise test t de student.

4.5 ANALISE MICROSCOPICA DO FIGADO

4.5.1 Analise Histopatoldgica

A analise microscopica do tecido hepatico (FIGURA 26) demonstrou que 0s animais

ndo infectados apresentaram morfologia normal, com corddes de hepatocitos organizados
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radialmente em relacdo a veia centrolobular, capilares sinusdides com aspecto regular
distribuidos entre os corddes de hepatdcitos. Nos animais infectados com dieta hiperproteica, 0
tecido hepatico em area remota aos granulomas apresentou leve dilatacdo de capilares
sinusoidais e discreto infiltrado inflamatério. Os animais infectados com dieta padrédo
apresentaram estreitamento do leito capilar, menor densidade de hepatGcitos e aparente
expansao conjuntiva. Em todos os grupos ndo foram observadas evidéncias de alteracGes
nucleares, sendo que o nudcleo de hepatocitos apresentou morfologia tipica com areas
eucromaticas e heterocrométicas bem definidas e nucléolos evidentes.

Figura 26 - Fotomicrografias representativas do tecido hepatico de camundongos com dieta hiperproteica e padrao,
sadios e infectados com S. mansoni na fase representativa de infeccdo cronica (20 semanas de
infecgdo).

Fonte: Da autora

Nota: (Microscopia de campo claro, coloragdo: hematoxilina-eosina). HPc-S, grupo sadio com dieta hiperproteica,
fase representativa de infeccdo cronica; HPc-1, grupo infectado com dieta hiperproteica, fase crnica; DPc-
S, grupo sadio com dieta padréo, fase representativa de infeccdo cronica; DPc-I, grupo infectado com dieta
padrao, fase cronica. Os grupos sadios (HPc-S e DPc-S) evidenciam padrdo de organizacdo dos hepatdcitos
preservados em relacdo aos animais infectados. Seta grossa: hepat6cito; asterisco: capilar sinuséide; ponta
de seta: nucleo de célula intersticial.
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4.5.2 Paréametros estereoldgicos do tecido hepético

A densidade de volume de hepatécitos (Vv hepatdcitos [%]) aumentou
significativamente nos animais do grupo sadio com DP quando comparados com os animais do
grupo infectado com DP, 20 semanas p6s-infeccdo (P<0,05) como apresentado na Figura 27.
Os animais do grupo sadio com HP se comportaram da mesma forma quando comparados com
o0s animais do grupo infectado com HP (P<0,05). Resultado inverso ocorreu com a densidade
de volume de tecido conjuntivo (Vv conjuntivo [%]), que aumentou significativamente nos
animais dos grupos infectados tanto com DP quanto HP, quando comparados aos animais dos
grupos sadios com DP e HP, respectivamente (P<0,05).

Figura 27 - Densidade de volume (Vv) de hepatdcitos (A) e tecido conjuntivo (B) no figado de
camundongos ndo infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padréo e
hiperproteica, 20 semanas pos-infecgéo.
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Fonte: Da autora

Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP,
n=7; HP, n=9) 20 semanas pods-infeccdo. DP, dieta padrdo; HP, dieta hiperproteica. *Diferenca do
grupo infectado com dieta padréo em relagdo ao grupo sadio com dieta padrdo (P<0,05). "Diferenca
do grupo infectado com dieta hiperproteica em relacdo ao grupo sadio com dieta hiperproteica
(P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

A densidade de nimero de hepatécitos (QAh [hepatdcitos/mm?]) encontra-se
apresentada na Figura 28A. Os animais infectados apresentaram diminui¢cdo do ndmero de
hepatdcitos em relacdo ao grupo néo infectado, sendo que a densidade de nimero de hepatdcitos
foi significativamente maior nos dois grupos experimentais (DP e HP) sadios comparado aos
grupos infectados (DP e HP, respectivamente) na fase cronica da infec¢do (P<0,05).

Quanto a densidade de nimero de células intersticiais (QAint[células/mm?]) o grupo
infectado com dieta padréo diferiu estatisticamente do grupo ndo infectado com a mesma dieta

(P<0,05) (FIGURA 28B). Outra diferenca foi encontrada nos grupos de animais néo infectados,
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sendo que os animais HP apresentaram maior densidade de células intersticiais quando

comparados aos animais DP (P<0,05).

Figura 28 - Densidade de nimero de hepatécitos (QAh) (A) e células intersticiais (QAint) (B) no figado de
camundongos ndo infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padréo e
hiperproteica, com 20 semanas pds-infeccéo.
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Fonte: Da autora

Nota: Os valores representam a média + erro padréo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP,
n=7; HP, n=9) 20 semanas pos-infeccdo. DP, dieta padrdo; HP, dieta hiperproteica. *Diferenca do
grupo infectado com dieta padrdo em relacdo ao grupo sadio com dieta padrdo (P<0,05); "Diferenca
do grupo infectado com dieta hiperproteica em relacdo ao grupo sadio com dieta hiperproteica
(P<0,05); *Diferenca do grupo sadio com dieta padrdo em relagdo ao grupo sadio com dieta
hiperproteica (P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

4.5.3 Anédlise microscopica dos Granulomas hepaticos — Coloracdo HE

A partir da analise microscépica, os granulomas hepaticos de camundongos infectados
por S. mansoni apresentaram caracteristica morfoldgica involutiva, caracterizada por
granulomas menores, com celularidade menos pronunciada e um acUimulo acentuado de
material amorfo eosinofilico ao redor dos ovos de S. mansoni (FIGURA 29). Os animais com
dieta hiperproteica apresentaram bainha granulomatosa bem definida, baixa celularidade, fibras
colagenas circunferenciais ao redor dos ovos. Animais tratados com dieta padrdo apresentaram
tamanho semelhante do granuloma, porém com maior celularidade do infiltrado inflamatério

ao redor do ovo de S. mansoni.
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Figura 29 - Fotomicrografias representativas dos granulomas hepaticos de camundongos infectados com S.
mansoni alimentados com dieta hiperproteica e padrdo na fase crénica da infeccéo.

ifn;
Fonte: Da autora
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Nota: (Microscopia de campo claro, coloracdo: hematoxilina-eosina). HPc-1, grupo infectado, dieta
hiperproteica, fase crénica; DPc-1, grupo infectado, dieta padrao, fase crénica. Os cortes evidenciam
granulomas caracterizados pelo ovo do parasito disposto centralmente circundado por um intenso
infiltrado inflamatério.

4.5.3.1 Analise Histomorfométrica dos granulomas

Os resultados da andlise dos granulomas dos animais infectados com S. mansoni

encontram-se apresentados nas Figuras 30 e 31. Como pode se observar na Figura 30, 0 nimero

e a area dos granulomas foi similar entre os grupos, ndo apresentando diferenca estatistica na

comparacao entre os animais com dieta hiperproteica e os animais com dieta padrao (P>0,05).

Figura 30 - Densidade de numero (QAQ) (A) e area dos granulomas esquistossométicos (B) no figado de
camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta padréo ou hiperproteica, na fase
cronica da infecgao.
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Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrdo; HP, dieta
hiperproteica. Analise teste t de student.
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Em relacdo aos didmetros e volume do granuloma (FIGURA 31), houve diferenca
estatistica apenas quando se avaliou o diametro maior (P<0,05); o didmetro menor e o volume
do granuloma néo apresentaram diferenca significativa do grupo com dieta hiperproteica em
relacdo ao grupo com dieta padrao (P>0,05).

Figura 31 — Diametro menor (A), diametro maior (B) e volume (C) dos granulomas esquistossomaticos

no figado de camundongos infectados com S. mansoni alimentados com dieta padrdo ou
hiperproteica, na fase crénica da infeccéo.
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Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrdo; HP, dieta
hiperproteica. ¢ Diferenca do grupo infectado com dieta hiperproteica em relagcdo ao grupo
infectado com dieta padrdo (P<0,05). Analise teste t de student.

4.5.3.2 Quantificacdo da celularidade

A contagem das células MN na bainha do granuloma mostrou aumento significativo
(P<0,05) na fase cronica no grupo HPc-1 (10413,85 + 2372,22/mm?) quando comparado ao
grupo DPc-1 (8323,43 + 1743,15/mm?) (FIGURA 32A). Em relacio as células PMN, como
mostrado na Figura 32B, ocorreu o inverso, as células PMN mostraram-se aumentadas nos
animais DPc-1 (2790,86 + 1522,79/mm?) quando comparado ao grupo HPc-l (1402,53 +
1098,19/mm?). A contagem de leucocitos totais foi semelhante nos dois grupos e ndo foi
encontrada diferenca estatistica (P>0,05) (FIGURA 32C).
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Figura 32 - Contagem do nimero de células mononucleares (A), polimorfonucleares (B) e leucdcitos totais (C)
na bainha de granulomas esquistossométicos do figado de camundongos infectados com S.
mansoni alimentados com dieta padrdo ou hiperproteica, na fase cronica da infec¢éo.
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Nota: Os valores representam a media + erro padrdo. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrdo; HP, dieta
hiperproteica. ¢ Diferenca do grupo infectado com dieta hiperproteica em relagdo ao grupo infectado
com dieta padrdo (P<0,05). Andlise teste t de student.

4.5.4 Analise microscopica dos granulomas hepaticos — Coloracéo picrosirius

Na Figura 33 pode-se observar granulomas com fibras colagenas evidenciadas em
vermelho (microscopia de campo claro) ou em tons brilhantes de vermelho, amarelo ou verde
(microscopia de polarizacéo). A acentuada deposi¢do, bem como a organizacao das fibras de
coladgeno mais espessas reforcam a caracterizacdao granulomatosa involutiva predominante em
ambos o0s grupos infectados. Sob luz polarizada, foi possivel identificar a presenca de fibras de
coldgeno em diferentes estagios de maturacdo. O coldgeno mais espesso (tipo 1) marcado pela
birrefringéncia laranja e vermelha, e o colageno mais recente formado por fibras delgadas (tipo
I11) com birrefringéncia verde-amarelada (BEDOYA et al., 2016). Os animais com DP
apresentaram maior acumulo de colageno, especialmente do tipo I, e bainha granulomatosa
mais espessa. Os animais com HP apresentaram moderado acumulo de fibras colagenas com
maior grau de compactacao e organizacao circunferencial em torno dos ovos de S. mansoni

(FIGURA 33).
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Figura 33 - Fotomicrografias representativas dos granulomas hepaticos de camundongos infectados com S.
mansoni alimentados com dieta hiperproteica e padrdo na fase crénica da infeccéo.
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Fonte: Da autora

Nota: (Imagens primeira linha: Microscopia de campo claro, coloracdo: picrosirius; Imagens segunda linha:
Microscopia sob luz polarizada, coloracdo: picrosirius). HPc-1, grupo infectado, dieta hiperproteica,
fase cronica; DPc-1, grupo infectado, dieta padrdo, fase cronica. Os cortes evidenciam granulomas
caracterizados pelo ovo do parasito central circundado por fibras colagenas.

4.5.4.1 Analise histomorfométrica dos granulomas

Em relagdo ao estagio evolutivo dos granulomas, foi possivel observar nas Figuras 34A e
34B que o nimero de granulomas produtivos e de granulomas fibrosos foi ligeiramente maior
nos animais com dieta padrdo em comparacdo aos animais com dieta hiperproteica, mas nao

diferiu estatisticamente entre os grupos (P>0,05).
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Figura 34 — Densidade de nimero de granulomas esquistossomoticos - granulomas produtivos (A)
e granulomas fibrosos (B) no figado de camundongos infectados com S. mansoni
alimentados com dieta padrdo ou hiperproteica, na fase cronica da infeccéo.
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Fonte: Da autora
Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padrdo; HP,
dieta hiperproteica. Analise teste t de student.

4.5.4.2 Quantificacdo de colageno

A Figura 35 ilustra como foram obtidos os resultados de quantificacdo do colageno a

partir das imagens coradas com picrosirius sob luz polarizada.

Figura 35 - Fotomicrografia representativa de granuloma hepético de camundongo infectado com S. mansoni
alimentado com dieta padrdo na fase cronica da infecco e suas respectivas imagens no Programa
ImageJ.

Fonte: Da autora

Nota: (Microscopia de luz polarizada, coloragdo: picrosirius). DPc-1, grupo infectado, dieta padrdo, fase
cronica. A figura mostra o conteido de colageno na imagem a direita inferior como pontos pretos em
fundo branco.

A distribuicao de colageno no grupo com dieta padréo foi superior aos animais com dieta
hiperproteica (FIGURA 36), mas tal diferenca ndo foi significativa entre os grupos (P>0,05).
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Figura 36 — Area relativa de colageno no figado de camundongos infectados com S. mansoni
alimentados com dieta padréo ou hiperproteica, na fase cronica da infeccéo.
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Nota: Os valores representam a média + erro padrao. DP (n=7) e HP (n=9). DP, dieta padréo;
HP, dieta hiperproteica. Analise teste t de student.

4.6 ANALISE MICROSCOPICA DO INTESTINO

Em camundongos sadios (HPc-S e DPc-S) foi observada microestrutura intestinal
preservada, com caracteristica bem definida das camadas mucosa, submucosa e muscular da
parede do intestino grosso. Além disso, o epitélio intestinal apresentou células absortivas e
caliciformes evidentes, principalmente distribuidas nas criptas intestinais. Nos animais com
dieta HP submetidos a infeccdo, foi possivel observar a presenca de ovos e granulomas na
mucosa e submucosa do érgdo intestinal, além de criptas intestinais menores. Nessas regides,
foi identificado intenso infiltrado inflamat6rio. Nos animais do grupo DPa-l, notou-se
deposicdo de ovos, mas a presenca de granulomas néo foi evidente. Entretanto, encurtamento
de criptas intestinais e marcante infiltrado inflamatdrio nas camadas mucosa, submucosa e
muscular também foi detectado (FIGURA 37).
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Figura 37 - Fotomicrografias representativas do intestino grosso de camundongos néo infectados e infectados
com S. mansoni alimentados com dieta padréo ou hiperproteica na fase cronica da infeccéo.

LRy
Fonte: Da autora
Nota:  Microscopia de campo claro, coloragdo: hematoxilina-eosina. HPc-S, grupo sadio com dieta
hiperproteica, fase representativa de infeccéo cronica; HPc-1, grupo infectado com dieta hiperproteica,
fase cronica; DPc-S, grupo sadio com dieta padréo, fase representativa de infeccdo cronica; DPc-I,
grupo infectado com dieta padrdo, fase cronica. Nos grupos HPc-S e DPc-S notaram-se preservacao
das estruturas intestinais. Ponta de seta: célula caliciforme; colchete simples: epitélio intestinal;
colchete duplo: camada muscular; seta de duas pontas: camada mucosa; seta: ovo de S. mansoni.

4.6.1 Morfometria do intestino

A camada muscular interna aumentou significativamente nos animais do grupo sadio
com DP guando comparados com 0s animais do grupo infectado com DP, 20 semanas pos-
infeccdo (P<0,05) como apresentado na Figura 38B. Quando se avaliou a espessura da muscular
da mucosa (FIGURA 38C) verificou-se que os animais sadios com HP diferiram
estatisticamente dos animais infectados com a mesma dieta. Além disso, quando comparou-se
os animais infectados, o grupo com DP apresentou maior medida em comparagéo ao grupo com
HP (P<0,05). Na analise da camada muscular externa (FIGURA 38A) observou-se resultados
semelhantes aos apresentados na Figura 38C, mas ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos. Da mesma forma, a espessura do epitélio (FIGURA 38D)
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mostrou-se regular em todos os grupos e ndo diferiu entre 0s mesmos quando fez-se a
comparacao (P>0,05). Quanto a espessura da mucosa (FIGURA 38E), os animais do grupo
sadio com dieta hiperproteica apresentaram maior espessura em relacdo aos outros grupos,
encontrando-se diferenca estatistica quando comparados ao grupo infectado com a mesma dieta

e ao grupo sadio com DP (P<0,05).

Figura 38 — Espessura das camadas da mucosa (epitélio, mucosa e muscular da mucosa) e da camada
muscular (muscular externa e muscular interna) do intestino grosso de camundongos nao
infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrédo e hiperproteica,
com 20 semanas pos-infeccao.

20 semanas de infec¢do A 20 semanas de infeccédo B

"§‘60- ?200-
= = T 2
i 150 A A
£a1 T = :II: T g —=| L I &
x == == : £ 100
- L)
[ - —
520 3 50
(4] [
o 3
s L1 11 . = ol 1L Ll — L
DP HP DP HP DP  HP DP  HP
Sadio Infectado Sadio Infectado
’540_ 20 semanas de infeccao C 30- 20 semanas de infeccao D
2 301 T T £ . T -
g T L 7 * = 204 - - == -~
J_ 3 ~—
E 20- = 2
N L —
p £ 10
L n_ -
I
= 10+ w
O
'
é 0 ¥ T 1 \ 0 T T T T
DP HP DP HP DP HP DP HP
Sadio Infectado Sadio Infectado
20 semanas de infeccao E
300+
: i
— -'- *
e
E200{ T B T
5 -~ Bl
"
o
S 100-
=
c L] L) L) L)
DP HP DP HP
Sadio Infectado

Fonte: Da autora

Nota: Os valores representam a média + desvio padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados
(DP, n=7; HP, n=9) 20 semanas pos-infeccdo. DP, dieta padrdo; HP, dieta hiperproteica.
‘Diferenca do grupo infectado com dieta padrdo em relagdo ao grupo sadio com dieta padrdo
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(P<0,05); ®Diferenca do grupo infectado com dieta padrdo em relagdo ao grupo infectado com
dieta hiperproteica (P<0,05); "Diferenca do grupo infectado com dieta hiperproteica em relacéo
ao grupo sadio com dieta hiperproteica (P<0,05); “Diferenca do grupo sadio com dieta padrdo em
relacdo ao grupo sadio com dieta hiperproteica (P<0,05). Analise Two-way ANOVA post-test
Student-Newman-Keuls.

Como observado na Figura 39A, os animais sadios apresentaram média de comprimento
de cripta ligeiramente superior as dos animais infectados, mas houve diferenca apenas quando
se comparou 0s animais infectados e sadios que receberam dieta hiperproteica (P<0,05). Além
disso, entre os animais infectados, o grupo com dieta hiperproteica apresentou menor
comprimento de cripta comparado ao grupo com DP (P<0,05). Ja na Figura 39B, pode-se
perceber que a largura da cripta foi semelhante entre os grupos e nédo diferiram estatisticamente
quando comparados (P>0,05).

Figura 39 — Comprimento (A) e largura (B) das criptas do intestino grosso de camundongos nao infectados

e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padrao e hiperproteica, com 20 semanas
pos-infecgdo. Os valores representam a média + erro padréo.
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Fonte: Da autora

Nota: Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados (DP, n=7; HP, n=9) 20 semanas pés-infeccdo. DP,
dieta padréo; HP, dieta hiperproteica. *Diferenca do grupo infectado com dieta padrdo em relacdo
ao grupo infectado com dieta hiperproteica (P<0,05); *Diferenca do grupo infectado com dieta
hiperproteica em relagdo ao grupo sadio com dieta hiperproteica (P<0,05). Analise Two-way
ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

A area dos ganglios mioentéricos e o nimero de células pela area dos ganglios
encontram-se apresentados nas Figuras 40A e 40B. Os animais infectados apresentaram
aumento da area dos ganglios em relacdo ao grupo néo infectado, principalmente no grupo com
dieta padrdo, mas ndo houve diferenca significativa entre os grupos (P>0,05). A quantificagdo
de células pela area do ganglio mostrou nimero semelhante entre os grupos sadios e infectados,
independente da dieta, os quais ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (P>0,05), as 20
semanas de infeccdo (FIGURA 40B).
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Figura 40 — Area dos ganglios (A) e nimero de células dos ganglios (B) do intestino grosso de
camundongos ndo infectados e infectados com S. mansoni, alimentados com dieta padréo e
hiperproteica, com 20 semanas pds-infeccéo.
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Nota: Os valores representam a média + erro padrdo. Grupos sadios (DP, n=8; HP, n=9) e infectados
(DP, n=7; HP, n=9) 20 semanas pos-infeccdo. DP, dieta padrdo; HP, dieta hiperproteica. Analise

Two-way ANOVA post-test Student-Newman-Keuls.

4.7 MORTALIDADE

A taxa média de mortalidade dos animais foi

15,5 + 0,06%, ndo diferindo

estatisticamente entre os grupos. Foi possivel verificar que os animais alimentados com dieta

hiperproteica apresentaram média de mortalidade menor (10%) que os grupos alimentados com

dieta padrdo (21,1 + 1,55%). Quando se avaliou o efeito da doenca na taxa de mortalidade, a

média foi semelhante quando se comparou 0s grupos de animais infectados (16,1+ 8,62) e

sadios (15 + 7,07).

Tabela 7 — Taxa de mortalidade

G imentai NUmero de camundongos Mortalidade Taxa de
rupos experimentais experimentados (Eventos/grupo) | mortalidade (%)
DPc-I 9 2 22,2
DPc-S 10 2 20,0
HPc-I 10 1 10,0
HPc-S 10 1 10,0

Fonte: Da autora

Nota: DPc-I: animais infectados, dieta padrdo e fase cronica; DPc-S: animais sadios, dieta padrdo e fase
representativa de infecgdo cronica; HPc-1: animais infectados, dieta hiperproteica, fase crénica; HPc-S:
animais sadios, dieta hiperproteica, fase representativa de infecgéo cronica.
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A elucidacdo dos mecanismos responsaveis pela patogénese da esquistossomose
mansoénica requer o desenvolvimento de um modelo experimental que contribua para esclarecer
aspectos imunopatoldgicos da parasitose, particularmente aqueles associados a formacao de
granulomas e subseqlente fibrogénese hepéatica (ABATH et al., 2006). No entanto, sdo
escassas, na literatura, referéncias sobre o perfil patolégico e imunologico de camundongos
infectados com dieta hiperproteica, considerando que o estado nutricional do hospedeiro é tido
como um dos provaveis fatores coadjuvantes nessa infec¢do parasitaria (MEKONNEN et al.,
2014; ADENOWO et al., 2015; GOES et al., 2012; BARROS et al., 2014).

Os resultados encontrados demonstraram que o consumo de dieta e a ingestao energética
foi maior nos animais alimentados com dieta hiperproteica na fase crénica da doenca. Mesmo
sabendo-se que a proteina é o macronutriente mais saciavel, tanto os animais infectados quanto
os sadios tiveram maior consumo da dieta hiperproteica, provavelmente por ser a mais palatavel
(PESTA; SAMUEL, 2014). Além da influéncia da dieta na ingestdo energética, a analise da
interacdo dos fatores mostra que a doenca também interferiu no resultado, uma vez que 0s
animais sadios com diet hiperproteica apresentaram maior ingestdo na fase cronica da doenca.
Em relacdo ao consumo diério de dieta, o tratamento influenciou, mas a doenga ndo. De
qualquer forma, sabe-se que a infeccdo por S. mansoni pode aumentar o gasto metabdlico do
hospedeiro, requerendo um maior consumo energético na tentativa de amplificar a resposta
imunoldgica para restringir as lesdes teciduais causadas pelos parasitos, entretanto, a menor
ingestdo alimentar pelos animais infectados pode ser devido aos sintomas clinicos
caracteristicos da forma hepatointestinal da doenca crénica que em geral apresentam-se como
sensacdo de plenitude géstrica, nauseas, vomitos, flatuléncia e anorexia, associados a dor
abdominal (COUTINHO et al., 2010; ZAPATERA et al., 2015; SOUZA et al., 2011).

E possivel que esse seja também um dos motivos pelos quais a dieta hiperproteica n&o
mostrou diferenca estatistica para ganho de peso e indice de Lee, que é um preditor para
obesidade e tem forte correlagdo com massa gorda (NOVELLI et al., 2007). Entretanto,
Hernandez-Alonso et al. (2015) avaliaram o efeito do consumo de dieta hiperproteica a longo
prazo sobre mudancas de peso corporal de individuos sadios e concluiram que esse alto
consumo de proteinas pode estar relacionado com um maior risco de ganho de peso. Por outro
lado, outros estudos indicam que dietas hiperproteicas (>30% de ingestdo de energia), tém
promovido perda de peso, melhora da composicao corporal e resposta glicémica controlada em
humanos e modelos animais (FRENCH et al., 2017).
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Mesmo diante das alteragGes intestinais observadas nos animais infectados, confirmou-
se que o conteudo proteico disponibilizado aos animais foi aproveitado, em funcdo da alta
absorcdo de nitrogénio da dieta obtida. A digestibilidade € determinada pela fracdo de
nitrogénio ingerido que o animal absorve, sendo que o nitrogénio absorvido é obtido pela
diferenca do nitrogénio ingerido e aquele que aparece nas fezes (COSTA et al., 2014).
Esperava-se o resultado encontrado, uma vez que a maior parte dos nutrientes j& foram
absorvidos no intestino delgado e ao intestino grosso competem outras fungdes tais como
fermentacdo e absorcdo de agua (WIELEN; MOUGHAN; MENSINK, 2017). Assim, ndo
necessariamente a alteracdo no intestino implicaria em uma alteracdo na digestibilidade. Mas,
de qualquer forma, faz-se essencial avaliar o intestino grosso, porque ele é o principal foco de
escape dos ovos para as fezes (AMARAL et al., 2017; DIAS et al., 2018).

Por outro lado, ofereceu-se uma dieta contendo caseina como principal fonte, sendo que
esta apresenta alto valor nutricional comparada a outras fontes protéicas e tem conteldo
relativamente alto de aminoéacidos essenciais e boa digestibilidade (HOFFMAN; FALVO,
2004; DIAZ-RUA et al., 2017). De qualquer forma, ndo se sabe se o nitrogénio fecal foi
proveniente apenas da proteina da dieta, ja que a digestibilidade aparente ndo leva em conta o
nitrogénio excretado nas fezes como resultado de perda endégena da microbiota intestinal ou
descamacéo celular do tubo digestivo (COSTA et al., 2014).

As alteracbes dos pesos do figado estdo relacionadas com a patologia da
esquistossomose que ocorre devido a um grande numero de ovos que ficam presos em tecidos
como o figado, em que a reacdo do hospedeiro resulta em inflamacdo granulomatosa, com
consequente desenvolvimento de hepatoesplenomegalia, quadro caracteristico da fase avangada
da esquistossomose mansonica, tanto nos camundongos infectados com dieta padrdo como nos
alimentados com dieta hiperproteica (ANDRADE, 2009; STAVITSKY, 2004; GRYSSELS,
2012; SILVA et al., 2012).

Além disso, a hepatomegalia guardou relacdo com a infeccdo pelo S. mansoni e também
com a ingestdo proteica. O aumento das reservas protéicas e a presencga dos granulomas e seus
constituintes explicam o maior aumento ponderal verificado no grupo hiperproteico infectado.

A determinacdo da gordura visceral em animais tem recebido importancia devido a sua
associacdo com alteracdes metabdlicas, bioquimicas e aumento do risco de aparecimento de
doencas cronicas (ESTADELLA et al., 2004). Nesse trabalho, a dieta ndo impactou de forma
diferente na gordura periepididimal, mas a doenga sim, uma vez que os animais infectados

apresentaram menor peso de gordura do que os animais sadios. A doenca tem provado ser
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importante fator de risco para o desenvolvimento de ma nutricdo e deterioracdo organica
associada a infeccdo (KATONA; KATONA-APTE, 2008).

A guantificacao da lesdo do figado baseada na estereologia tem sido uma ferramenta util
para estudos de esquistossomose mansonica (FRIIS et al., 1998; NEVES et al., 2006; BARROS
et al., 2009; MACHADO-SILVA, 2010). A andlise da interagdo do tipo de dieta e a condicao
de satde dos animais, mostrou que a doenca influenciou nos danos na estrutura hepética, mas
a dieta ndo. Isso porgue houve reducdo no volume e nimero de hepatdcitos dos camundongos
infectados. Além disso, 0 aumento da densidade de volume do tecido conjuntivo nos grupos
infectados sugere um processo reativo compensatorio do estroma em resposta a lesdo do
parénquima hepético (CORDERO-ESPINOZA; HUCH, 2018). Curiosamente, quando se
avaliou a densidade de nimero de células intersticiais nos animais sadios, verificou-se maior
nimero no grupo com dieta hiperproteica. O figado € o principal érgdo que manipula os
macronutrientes ingeridos e estd associado ao inicio de diferentes patologias. Nesse sentido,
Diaz-Rua et al. (2017) explicam que ao analisar o figado de ratos com ingestdo prolongada de
dieta hiperproteica rica em caseina (45%), os parametros relacionados a lesdo hepatica ficam
aumentados e resulta em elevacdo dos sinais de risco a saude (aumento da inflamacéo,
alterac6es no equilibrio &cido-base e estresse oxidativo).

No inicio da fase cronica, os granulomas sdo observados em varios estagios de
evolugdo, incluindo formas involutivas com baixa celularidade e alta densidade de colageno
(DIAS et al., 2019). Durante a fase cronica, a reacdo inflamatéria é contrabalancada pela
destruicdo dos granulomas mais antigos e, em geral, 0s granulomas da esquistossomose sdo
menores (HAMS et al., 2013; AMARAL et al., 2017). A fase crénica mais avancgada é grave,
sendo predominantemente caracterizada por fibrose hepética periportal (DIAS et al., 2019).

Em 1964, Andrade e Warren demonstraram uma diminuicdo no tamanho dos
granulomas formados ao redor dos ovos do S. mansoni que ocorre na fase cronica da doenca,
assim como alteragdes nos constituintes celulares e ndo celulares que participam desse processo
inflamatdrio. Esse fendmeno na diminui¢do do tamanho do granuloma observado na infecgédo
tardia tem sido chamado de modulacdo ou modulacdo imunolédgica (RASO et al., 2012). A
resposta imune do hospedeiro contra os antigenos dos ovos é mais intensa na fase aguda da
infeccdo, diminuindo durante a fase cronica. 1sso acontece porque durante a fase crénica ocorre
uma diminuigdo na producgdo de mediadores inflamatorios Thl (IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y) ao
mesmo tempo em que se verifica um ligeiro aumento na secrecdo de mediadores Th2 (IL-4, IL-
5, IL-13, IL-17), bem como moléculas de células T reguladoras (IL-10 e TGF-$) (BARSOUM,;
ESMAT; EL-BAZ, 2013). Essa transicdo no perfil de citocinas produzidas leva a uma
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diminuicdo do tamanho dos granulomas recentemente formados (PEARCE; MACDONALD,
2002). Entretanto, ndo foram evidenciadas diferencas na modulacdo de acordo com o tipo de
dieta consumido pelos animais, uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos em
relacdo ao tamanho e numero de granulomas. Sabe-se que o0 nimero de granulomas também
pode variar de acordo com a oviposicado por fémeas de S. mansoni, nivel de retencdo de ovos
nos tecidos do hospedeiro, linhagem do animal e do parasito (LENZI et al., 2006; ARAUJO et
al., 2019)

A composicao celular do granuloma esquistossomatico inclui eosinofilos, macréfagos,
linfocitos, neutrdfilos, mastdcitos e fibroblastos (SOUZA et al., 2011). Ap6s quantificacdo da
celularidade da bainha do granuloma, verificou-se que na fase crbnica as células
polimorfonucleares estavam aumentadas no grupo com dieta padrao e as células mononucleares
foram predominantes no grupo com dieta hiperproteica. Sendo que em geral, a fase cronica
apresentou células mononucleares em maior nimero. Esse aumento de células mononucleares
esta intimamente ligado a resposta Th2 que esta relacionada com o desenvolvimento da doenca
cronica (PEARCE; MACDONALD, 2002).

Na fase cronica, os animais infectados com S. mansoni apresentaram granulomas
involutivos mais pronunciados, com presenca de mais fibras de coladgeno, entretanto, ndo houve
diferenca entre os grupos com dieta hiperproteica em relacdo aos animais com dieta padréo.
Estudo recente de infeccdo por S. mansoni realizado por Aradjo et al. (2019) também encontrou
bainha granulomatosa com reduzida celularidade, marcada deposicdo de matriz colagenosa
eosinofilica e fibras de colageno dissociadas. Como consequéncia da imunomodulacgéo,
granulomas tendem a reduzir seus tamanhos e tornarem-se mais fibréticos (AMARAL et al.,
2017).

Da mesma forma, o grupo que recebeu dieta hiperproteica nédo diferiu do grupo com
dieta padrdo quanto ao contetdo de colageno na bainha do granuloma. Esse dado pode ter
sofrido interferéncia do baixo nimero de areas histoldgicas analisadas nos grupos em estudo.
De qualquer forma, a nutricdo adequada do hospedeiro favorece a resposta inflamatoria,
contribuindo para o aumento da colagenizacdo (COUTINHO, 2004). Por outro lado, a
deficiéncia de proteinas interfere diretamente nas alteraces do tecido conjuntivo que ocorrem
na esquistossomose hepatica murina (COUTINHO et al., 2003). Em analise morfométrica
(coloracéo picrosirius) realizada por Barros et al. (2014) revelaram que durante a fase cronica,
a sintese de colageno nos camundongos desnutridos € menor que no grupo bem nutrido. Além
disso, esses mesmos autores avaliaram o contetdo de colageno por hidroxiprolina no estagio

crénico da esquistossomose, e também verificaram menor quantidade de colageno
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(aproximadamente quatro vezes menor) no grupo com dieta hipoproteica quando comparado
aos animais bem nutridos (dieta normoproteica).

No nosso estudo, ndo foi feita a quantificacdo dos tipos de coladgeno, mas pode-se
perceber a presenca dos tipos de colageno | e Ill através da microscopia, sendo notavel a
presenca de fibras de colaragéo avermelhada, tanto nos animais com dieta padrdo quanto no
grupo com hiperproteica. Picrosirius é uma coloracao seletiva de tecido conjuntivo que permite
analise qualitativa das fibras colagenas do tecido conjuntivo. Quando observada sob luz
polarizada, pela diferenca na interferéncia de cores, na intensidade e na birrefringéncia dos
tecidos corados, essa coloracdo permite a diferenciacdo principalmente das fibras tipo |
(birrefringéncia laranja- amarelado a laranja e vermelha) e tipo Il (birrefringéncia verde ou
verde-amarela) (BEDOYA et al., 2016).

Como esperado, camundongos pertencentes aos grupos sadios apresentaram estruturas
intestinais preservadas. Nos animais submetidos a infeccéo, foi possivel observar a presenca de
0VO0s na mucosa e submucosa do 6rgdo, com ou sem a presenca de granulomas. A presenca de
granulomas pode levar a alteracbes na arquitetura da mucosa intestinal (SIQUEIRA et al.,
2010).

Comparados aos camundongos alimentados com dieta padréo, os animais com dieta
hiperproteica demonstraram maior espessura das camadas mucosa, muscular da mucosa e
comprimento de criptas e menores espessuras da camada muscular interna. Azevedo et al.
(2014) relataram que os animais bem nutridos (20% de proteina) normalmente apresentam a
mucosa do intestino mais espessa, quando comparados aos desnutridos, sendo a perda da
mucosa uma ocorréncia frequente nos animais com dieta hipoproteica (4% de proteina).
Embora a esquistossomose afete a mucosa intestinal, ha poucos estudos sobre sua avaliagdo em
termos de mudancgas na mucosa. As alteracdes histolégicas podem ser devido a presenca de
ovos e granulomas observados nas camadas muscular e mucosa. Couto e seus colaboradores
(2002) avaliaram alteragdes estruturais na mucosa jejunal de camundongos infectados com S.
mansoni alimentados com dieta hipoproteica (5% de proteina) e normoproteicas (20% de
proteina) e consideraram que nos seus estudos morfométricos a espessura da mucosa jejunal foi
maior nos animais infectados devido a inflamacéo e formacgéo dos granulomas, tendo as dietas
pouca influéncia nesse resultado.

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
direcdo a luz do 6rgéo para serem eliminados juntamente com as fezes, completando o ciclo de
vida do parasito (AMARAL et al., 2017; DIAS et al, 2018).
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Sabe-se que no intestino encontramos dois plexos ganglionares que fazem parte do
sistema nervoso entérico, 0 mioentérico e 0 submucoso. Os sistemas nervoso e enddcrino
controlam em conjunto movimentos intestinais, secrecdo de suas glandulas, participam
indiretamente nos processos de digestao e absor¢édo de nutrientes. Além disso, estdo envolvidos
em muitos processos fisiolégicos e mesmo em processos patolégicos do trato digestivo
(FREITAS-RIBEIRO et al., 2012). Portanto, avaliamos a &rea de ganglios dispersos ao longo
do intestino grosso dos animais e verificamos que as areas dos ganglios se apresentaram maiores
no grupo de animais infectados, mas ndo diferiram estatisticamente entre os grupos. Os ganglios
encontrados neste plexo variam no tamanho e na forma (GABELLA, 1981). Por outro lado, na
presenca da infecgdo os ganglios podem ser mais exigidos para garantir o peristaltismo e,
portanto, apresentarem-se aumentados.

A taxa de mortalidade analisada ao longo do experimento ndo evidenciou diferenca
estatisticamente significativa na sobrevivéncia dos grupos experimentais avaliados, de forma
que nem a infeccdo e nem a dieta influenciaram nesse resultado. Sugere-se que o cuidado no
manejo rotineiro e na manutencdo dos animais no decorrer da pesquisa tenha contribuido para
aumentar o bem-estar animal.

Diante disso, os achados histopatoldgicos e estereolégicos indicaram que 0s grupos
infectados sofreram remodelamento patol6gico. Esse achado foi consistente com os danos
teciduais caracteristicos da esquistossomose cronica, especialmente no figado (LENZI et al.,
2008; ANDRADE, 2009). Além disso, a dieta foi capaz de induzir danos morfologicos ao
figado e intestino desses animais, que além dos granulomas esquistossométicos, apresentaram

hipertrofia hepatica, processo inflamatdrio e possivel fibrose tecidual.
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6 CONCLUSAO

Considerados em conjunto, 0s nossos achados indicaram que embora 0s animais
infectados por S. mansoni tenham apresentado marcante remodelamento microestrutural no
intestino grosso, essas alteragdes ndo foram suficientes para modificar a digestibilidade da dieta
hiperproteica. Além disso, os animais infectados e tratados com dieta hiperproteica
apresentaram menor ingestdo energética em relacdo aos sadios. Dessa forma, uma menor
ingestdo alimentar pode ser devido aos sintomas clinicos caracteristicos da forma
hepatointestinal da doenca cronica, principalmente perda de apetite. Entretanto, a infecgédo por
S. mansoni aumenta o gasto metabolico do hospedeiro, requerendo um maior consumo
energético, sendo essa proposicdo reforcada pela drastica reducdo da gordura periepididimal
nos grupos infectados. Isso pode acontecer na tentativa de amplificar a resposta imunoldgica
para restringir as lesdes teciduais causadas pelos parasitos, incluindo a inflamacéo
granulomatosa que se estabelece em multiplos érgdos e tecidos. Embora a dieta hiperproteica
ndo tenha influenciado no nimero e volume dos granulomas, pdde-se evidenciar hipertrofia
hepéatica acompanhada de reducédo da densidade de hepatdcitos em animais tratados com dieta
hiperproteica. Diante disso, evidencia-se que a dieta hiperproteica possa favorecer danos
morfolégicos teciduais, especialmente hepéaticos, caracteristicos da patogénese da

esquistossomose.
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