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RESUMO

A esquistossomose, causada por espécies do trematddeo Schistosoma, é uma doenga
negligenciada, muito comum em paises em desenvolvimento, e mais de 200 milhdes de
pessoas necessitam de tratamento. Na evolugdo da esquistossomose hd um
comprometimento da estrutura morfologica e funcional do trato gastrointestinal. Nestas
condi¢des, as bactérias da propria microbiota intestinal podem chegar a corrente
sanguinea, ou se associar ao verme adulto e ovo. Assim, no presente trabalho, foi
realizada uma revisdo literaria a respeito da interagdo microbiota, geohelmintos e
esquistossomose. Experimentalmente, a composi¢do da microbiota de camundongos
BALB/c em fase aguda da esquistossomose mansoOnica € japOnica e 0s eventuais impactos
da infec¢do no intestino e no figado foram analisados. Houve divisdo de 5 grupos de
animais: CBr controle do Brasil e SmBr infectado com S. mansoni do Brasil; CJp controle
do Japao; SmJp infectado com S. mansoni no Japao e SjJp infectado com S. japonicum
no Japao. Desta forma, a analise da microbiota intestinal foi realizada a partir da obtengado
do DNA das fezes de camundongos e posterior sequenciamento metagendmico. Embora
a contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) nas fezes dos infectados (SmBr)
foi maior que no controle, esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p =
0,3637), assim como nos grupos SmJp e SjJp (p = 0,5564). Os resultados de
metagendmica para SmBr indicam um aumento no nimero de bactérias pertencentes ao
filo Bacteroidetes (56,6% para 77%) e diminui¢ao do filo Firmicutes (37,5% para 13,9%)
na microbiota intestinal. Os resultados do PCR quantitativo para o filo Bacteroidetes
confirmaram os resultados obtidos na metagendmica, encontrando maior quantidade no
grupo SmBr, assim como diminui¢ao de Firmicutes. Os figados dos animais dos grupos
controle e infectado foram obtidos também para avaliar a composi¢do da microbiota, e
somente os animais infectados apresentaram bactérias no figado. A analise molecular
mostra a presenca de bactérias do filo Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacterias. Quatro
espécies de bactérias foram isoladas do figado dos animais SmBr e a identificacdo dessas
foi realizada pela técnica de MALDI-TOF (Bordetella hinzii, Haemophilus haemolyticus,
Lactococcus garvieae e Escherichia coli); Smlp (Staphylococcus nepalensis e
Staphylococcus sciuri) e SjJp (Enterococcus galinarum, Staphylococcus sciuri e
Paenibacillus). Ensaios para determinar o perfil de sensibilidade das bactérias a diferentes
antibidticos (Clindamicina, Doxiciclina, Eritromicina, Gentamicina, Levofloxacino e

Sulfametoxazol + Trimetoprima) mostraram que todas as espécies estudadas



apresentaram sensibilidade para Gentamicina. Este antibidtico apresentou maior eficacia
tanto pela andlise de Concentracdo Inibitoria Minima como pela Concentragdo
Microbicida Minima. Para Eritromicina, as bactérias B. hinzii, L. garvieae, S. nepalensis
e S. sciuri apresentaram sensibilidade. J& para o Levofloxacino, H. haemolyticus, E. coli,
L. garvieae, S. nepalensis e S. sciuri foram sensiveis. Nos cortes histologicos, foi possivel
observar granulomas esquistossomoticos do tipo exsudativo no figado; e no intestino
foram identificados retencdo de ovos dos parasitos na camada mucosa e aumento da
celularidade, a qual foi constituida por actimulo de células mononucleares e
polimorfonucleares. Foi possivel verificar também que algumas bactérias sdo capazes de
aderir a superficie dos vermes adultos (E. coli) e dos ovos (L. garvieae) de S. mansoni.
Os resultados obtidos indicam uma alteracdo na microbiota intestinal com possivel
disseminagdo das bactérias para outros 6rgdos, tais como o figado, evidenciando uma

possivel translocacdo bacteriana.

Palavras-chave:  Esquistossomose. =~ Microbiota. =~ Translocagdo  Bacteriana.

Antibacterianos.



ABSTRACT

Schistosomiasis, caused by species of the trematode Schistosoma, is a neglected disease,
very common in developing countries, and more than 200 million people need treatment.
In the evolution of schistosomiasis there is a compromise in the morphological and
functional structure of the gastrointestinal tract. Under these conditions, bacteria from the
intestinal microbiota itself can reach the bloodstream, or associate with the adult worm
and egg. Thus, in the present work, a literary review was carried out regarding the
microbiota, geohelminth and schistosomiasis interaction. Experimentally, the
composition of the BALB/c mice microbiota in the acute phase of mansonic and japanese
schistosomiasis and the possible impacts of the infection on the intestine and liver were
analyzed. There was a division of 5 groups of animals: CBr control from Brazil and SmBr
infected with S. mansoni from Brazil; CJp control of Japan; SmJp infected with S.
mansoni in Japan and SjJp infected with S. japonicum in Japan. Thus, the analysis of the
intestinal microbiota was performed by obtaining the DNA from the feces of mice and
subsequent metagenomic sequencing. Although the count of Colony Forming Units
(CFU) in the feces of the infected (SmBr) was higher than in the control, this difference
was not statistically significant (p = 0.3637), as well as in the SmJp and SjJp groups (p =
0.5564). The results of metagenomics for SmBr indicate an increase in the number of
bacteria belonging to the phylum Bacteroidetes (56.6% to 77%) and a decrease in the
phylum Firmicutes (37.5% to 13.9%) in the intestinal microbiota. The results of the
quantitative PCR for the phylum Bacteroidetes confirmed the results obtained in the
metagenomics, finding a greater quantity in the SmBr group, as well as a decrease in
Firmicutes. The livers of the animals in the control and infected groups were also obtained
to evaluate the composition of the microbiota, and only the infected animals had bacteria
in the liver. Molecular analysis shows the presence of bacteria from the phylum
Firmicutes, Bacteroidetes and Proteobacterias. Four species of bacteria were isolated
from the liver of SmBr animals and their identification was performed using the MALDI-
TOF technique (Bordetella hinzii, Haemophilus haemolyticus, Lactococcus garvieae and
Escherichia coli); Smlp (Staphylococcus nepalensis and Staphylococcus sciuri) and SjJp
(Enterococcus galinarum, Staphylococcus sciuri and Paenibacillus). Tests to determine
the sensitivity profile of bacteria to different antibiotics (Clindamycin, Doxycycline,
Erythromycin, Gentamicin, Levofloxacin and Sulfamethoxazole + Trimethoprim)

showed that all species studied showed sensitivity to Gentamycin. This antibiotic showed



greater efficiency both by the analysis of Minimum Inhibitory Concentration and by the
Minimum Microbicide Concentration. For Erythromycin, the bacteria B. hinzii, L.
garvieae, S. nepalensis and S. sciuri showed sensitivity. As for Levofloxacino, H.
haemolyticus, E. coli, L. garvieae, S. nepalensis and S. sciuri were sensitive. In
histological sections, it was possible to observe exudative schistosomal granulomas in the
liver; and in the intestine, egg retention of parasites in the mucous layer and increased
cellularity were identified, which consisted of accumulation of mononuclear and
polymorphonuclear cells. It was also possible to verify that some bacteria are able to
adhere to the surface of adult worms (E. coli) and eggs (L. garvieae) of S. mansoni. The
results obtained indicate a change in the intestinal microbiota with possible spread of

bacteria to other organs, such as the liver, showing a possible bacterial translocation.

Keywords: Schistosomiasis. Microbiota. Bacterial Translocation. Antibacterials.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose, doenga causada por espécies do Schistosoma, dentre elas o
Schistosoma mansoni e Schistosoma japonicum, afeta ao redor do mundo
aproximadamente 230 milhdes de pessoas. Estes platelmintos, da classe dos trematddeos,
apresentam um complexo ciclo de vida, na qual homem ¢ o hospedeiro definitivo e o
caramujo ¢ o hospedeiro intermedidrio (World Health Organization, 2020). No
hospedeiro definitivo, o parasito migra pela corrente sanguinea, chegando ao figado para
maturacdo sexual até a postura de ovos, que ¢ feita no plexo mesentérico do intestino
grosso tanto para S. mansoni quanto para S. japonicum. Decorrente da destruicao tecidual
causada pela reagdo inflamatéria ao redor dos ovos, bactérias da microbiota intestinal
podem infiltrar por estas lesdes do tecido (BARNHILL et al., 2011).

A microbiota intestinal ¢ importante para o ser humano, pois esta envolvida em
diversos processos no organismo, desde o aproveitamento de nutrientes a protecdo
imunolodgica. Véarios sdo 0s microrganismos presentes no organismo humano, sendo que
virus, fungos, protozoarios e bactérias podem variar dependendo do local, porém, o
intestino ¢ um dos 6rgdos com maior presenga de bactérias, e estas podem trazer
beneficios para o hospedeiro, ou desencadear alteracdes que leve a disbiose
(TURNBAUGH, 2007; KIM; JAZWINSKI, 2018). Parasitos, tais como helmintos podem
colonizar 0 mesmo ambiente, ¢ uma vez em conjunto com as bactérias, podem trazer
desequilibrios. A interagdo entre parasitos e bactérias intestinais pode propiciar estudos
em intervengoes terapéuticas que podem ser feitas a partir da manipulagdo da estrutura da
microbiota intestinal, regulando as respostas inflamatérias (HOOPER; LITTMAN;
MACPHERSON, 2012).

A associagdo das bactérias ao parasito, seja em suas formas evolutivas através de
adesdo ao tegumento ou a casca dos ovos, assim como as bactérias ingeridas pelos vermes
adultos ao se alimentarem do sangue do hospedeiro definitivo, possibilita infec¢des
bacterianas mais prolongadas e a ineficacia de tratamento de ambas as infecgdes, pois
poucos sdo os medicamentos disponiveis para tratamento da esquistossomose, € uma vez
instalada, o tratamento exige acompanhamento para ter a cura efetiva (BARNHILL et al.,
2011). Disponivel no mercado, o Praziquantel (PZQ) ¢ droga mais usada em larga escala
atualmente para tratar esquistossomose, porém em certos locais do mundo o medicamento

Ja ndo ¢ tao efetivo (PORDEUS et al., 2008; WILLIANS et al., 2016; WHO, 2016b)
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Sendo assim, neste trabalho foi realizado uma revisdo literaria a respeito da
interagdo microbiota, geohelmintos e esquistossomose (vide capitulo 1 a seguir). Junto a
isto, experimentalmente, fez-se a analise da composi¢do da microbiota de camundongos
infectados com S. mansoni e S. japonicum; e através do isolamento das bactérias do figado
de camundongos infectados em fase aguda e avaliacao do perfil de susceptibilidade desses
isolados a antibioticos. Adicionalmente, foram feitas as andlises histologica de figado e
intestino, PCR quantitativo e de adesdo de bactérias aos ovos e vermes adultos, com os
quais foi possivel inferir sobre uma eventual translocagcdo bacteriana, uma vez que
bactérias da microbiota intestinal podem se associar as formas evolutivas do parasito, e

que pode dificultar o tratamento de ambas as infecgdes.
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Abstract: Hosts, their microbiota, and parasites have co-evolved in an adaptative relationship from
remote times. The interaction between parasites and intestinal bacteria is currently a subject of great
interest in terms of hosts and health. Therapeutic interventions can be made manipulating the structure of
the intestinal microbiota which have immunological interactions for both modulating the host's immune
system and for reducing inflammation. Most of the helminth parasites are intestinal and this environment
provides complex interactions with other microorganisms in which internal and external factors can
influence the composition of the intestinal microbiota. Besides, helminths and intestinal microorganisms
can modulate the host's immune system beneficially or not. The immune system can be depleted with co-
infection and bacteria from intestinal microbiota can translocate to other organs. In this way, the treatment
can be compromised and together with drug resistance by the parasites, make healing even more difficult.
Thus, this work aims to understand how interaction can occur of the microbiota and parasitic diseases
from the most important geo-helminths and schistosomiasis, and the consequences of this association.

Keywords: parasites; microbiota; host-pathogen interaction

1. Introduction

The microbiota is important for humans because it is involved in several processes in the body from the use
of nutrients to immune protection. New treatments with the use of antibiotics, immunization, and better
sanitation are among some of the factors that can alter the microbiota. Other microorganisms besides the
commensals can interfere in the natural regulation of the organism [1,2]. Parasites, such as helminths, can
colonize the same environment and once together with bacteria, can lead to imbalances where the
obstruction of gut can lead to changes in absorption of nutrients resulting in severe malnutrition. Parasitic
diseases affect millions of people around the world mainly in countries undergoing industrialization. It is
estimated that almost a quarter of the population needs treatment for parasitic infection often occurring with
multiple infections. Since they can interact with the host microbiota, the composition of intestinal bacteria
can be a tool to modulate the immune system with the progression of parasites to prevent or mitigate
intestinal infection [1,3].

Advances in medical technology, health systems and changes in the population's lifestyle (psychological,
physical stress and diet) have directly reflected in the treatment of parasitic diseases [4]. However, studies
related to neglected diseases are poorly financed in developed countries which has led to a shortage of new
drugs. There are drugs for treatment, but due to this deficit in attention to infectious diseases, there are few
alternatives being developed for treatment in cases of resistance by parasites and co-infections [5]. In
addition to this, allergies are related with food and microbiota where the use of many antibiotics during
infancy can be a problem in child development [6]. The alterations of microbiota can be directly related to
inflammatory disorders and the risk of other ones too like autoimmune diseases and its possible mechanism
in organisms that include alteration on intestinal mucosa permeability and the host immune response caused
by the microbiota [7]. Since many parasites can interact with the host microbiota, challenges of new
treatments and consequences to the individual who has these parasites can be observed like alterations in
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the immune system and consequences from the development of disease for a chronic phase [8,9]. This
review aims to understand this on how geo-helminths and schistosomiasis interact with the host microbiota
and its significance in alterations to health.

2. Microbiota and the interaction with host organism

The microbiota consists of the microorganisms present in a specific place in the organism. It is determined
by its diversity and quantity of species present by the activity of the organism and by the relationship with
the host and there may be synergism or even competition of these species for the habitat [10]. The misuse
of antibiotics, dietary changes and other infections, such as helminths competing for the same habitat, make
the studies with microbiota necessary to understand the pathogen-host interaction since microorganisms
can lead to imbalances that favor opportunistic infections [11].

The microbiota of an adult human has specific bacteria genera like Bacteroides, Bifidobacterium,
Clostridium, Lactobacillus, Streptococcus, and several gram-positive cocci, while Enterococcus and
Enterobacteriaceae are considered secondary families [12-14]. Thus, variations in the composition of the
intestinal microbiota between individuals do not compromise an adequate function, rather, adaptations are
made for each one according to multifactorial characteristics.

The species of microorganisms that colonize the organism of animals are related to a beneficial association
with the host. Commensal microorganisms colonize many parts of mammals, including the gingiva, the
oropharynx, the skin, the gastrointestinal and genitourinary tracts by different species of microorganisms.
The human being has a composition of 100 trillion cells of microorganisms that express unique genes when
compared to the human genome [15,16], and several communities of commensal microorganisms,
including bacteria, archaea, fungi, protozoa and viruses [17,18].

Throughout the gastrointestinal tract, each part presents a different microbiota. The microbiota of the mouth
presents a diversified number of bacteria and some factors are important for maintenance of colony, like
saliva, which is important for adhesion of bacteria and adequate pH; excess of cortisol hormone can be
prejudicial for the immunological system, impairing mucosa immunoglobulins; and the temperature around
35 degree Celsius to maintain good conditions for the local resident microbiota [19].

In the esophagus, there is a predominance of Streptococcus species and the alteration of microorganisms in
this location is associated with inflammatory foci and dysplasia. Prevotella, Actinomyces, Lactobacillus
and Staphylococcus have also been detected and these bacterial genera can provide complementary health-
related functions. Among some bacterial groups, such as streptococci, they may include strains that extend
their habitats from the oral cavity to the esophageal mucosa and to the stomach in the absence of
Helicobacter pylori infection [20,21].

The types of microorganisms in the stomach are limited. Due to the acidic pH, only resistant bacteria survive
this environment. H. pylori is an example and its presence affects the composition of the microbiota present
since this bacterium can be commensal or pathogenic and can cause peptic ulcer and gastritis.
Approximately 10 genera are more prevalent in the human stomach which include Rothia, Streptococcus,
Veillonella and Prevotella[20,22,23].

The greatest variation occurs in the intestine where bacterial communities increase in diversity and
complexity in the proximal-distal direction from the duodenum to the jejunum and ileum. Streptococcus is
a dominant genus in the duodenum and jejunum [22] and the adult's remaining intestinal microbiota is
dominated by two phyla, Firmicutes and Bacteroidetes, which covers about 90% of all bacterial species in
the intestine followed by Actinobacteria and Verrucomicrobia[8,24,25].

The microbiota is known to influence the development and balance of the immune system and has been
studied in the prevention of opportunistic diseases as well as in the influence of systemic autoimmune
diseases [26]. The immune response acts in various parts of the body as a barrier and maintains microbial
homeostasis. The physiological responses, even though the modulation of the host's immune system are
made through signals transmitted by bacteria which can influence the immune system's response both innate
and adaptive, result in systemic responses far from the colonization site [14].

The host's defense mechanisms in colonization resistance to infection by pathogens are related in habitat
competition for nutrients and for fixation sites for production of antimicrobial compounds and for
production of metabolites that may be unfavorable to the growth of pathogens [26]. Animals free of
microorganisms, and those with a deficiency of commensals due to the use of antibiotics, show that an
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exogenous microbiota is necessary to acquire resistance to unwanted colonization mainly for pathogenic
microorganisms. A study showed a diarrhea phenomenon caused by the growth of Clostridium difficile in
the intestine of humans after the use of broad-spectrum antibiotics with destruction of the microbiota [27].
Another studies [28,29] showed the beneficial role of the commensal microbiota in protecting against
infection by pathogens in mice without microorganisms, concluding that those with an already established
microbiota had a competent immunological defense system.

Still not very well elucidated is the manipulation of the composition of the microbiota which can have
consequences on the host's ability to mount protective responses because there are differences along the
gastrointestinal tract [30]. The intestinal tract presents an immune defense barrier for the organism and it is
a site that has the most commensal microorganisms, a joint action of epithelial cells, mucus release, and
immunoglobulins. This protection is necessary to maintain homeostasis since the host's microbiota tries to
minimize contact with invading microorganisms with reduction of tissue inflammation and attempts to
avoid a possible translocation of microorganisms to other parts of the organism [31].

The challenge in the intestine is due to its vast extension since the villi substantially increases the contact
surface and allows microorganisms to lodge and reproduce in these places. In addition, the mammalian
immune system must continuously deal with its own diverse microbiota, a huge external microbial load and
frequent pathogens ingested in food and water [32]. The interaction between the gastrointestinal tract and
the resident microbiota is well balanced in healthy individuals but in disequilibrium, it can lead to diseases
in the intestine and elsewhere in the body.

The mammalian intestine contains a dynamic community of microorganisms that establish symbiotic
relationships with their hosts, bringing essential contributions to human metabolism while living in a
protected environment with conditions necessary for proliferation and for obtaining nutrients. In certain
populations, it is observed that there are minor responses to certain oral vaccines in children living in
emerging countries when compared to industrialized countries, but it depends on multiple factors that lead
to this situation such as malnutrition [12]. In studies in Africa, the rotavirus vaccine had an effect on 49%
of children, however, positive results are observed in 95% of the population of Western children [33]. The
lack of microbiota can influence and reduce the effect of the use of Cyclophosphamide with mice that were
treated with antibiotics in addition to less effective immune responses against tumors [34].

The use of nutrients is part of the role of the resident microbiota in the intestine for the host, such as
absorption of calcium, iron, magnesium, vitamin K, vitamin B12, biotin and folic acid [35,36]. Regarding
the composition of food, each type of carbohydrate can affect the composition of bacteria in the intestinal
microbiota, and the composition can affect the metabolism of these sugars. On the other hand, the
composition of the community can affect its ability to metabolize food carbohydrates. Vegetable starch,
which is rich in amylopectin or amylose, is a common component in food and is metabolized by
Bifidobacterium, Bacteroides and Fusobacterium bacteria. The relative consumption of vegetables, fruits
and meat has been reported as an important factor in conducting the composition gastrointestinal microbiota
and health in the elderly [37]. In this way, the carbohydrate-rich diets that predominate on the African
continent favor Bacteroidetes that are able to degrade xylan and cellulose to use energy from vegetable-
based diets.

The diets high in fat and animal proteins that are predominant in Western countries are related to the phylum
Firmicutes, and to the metabolism of proteins and sugars which is one example of how there is an adaptation
according to the environment where one lives in [9]. For proteins, these can be converted into amino acids,
as well as compounds for immune-protection and signaling. Bacterial proteinases and peptidases work
together and are able to break the larger molecules into fragments for better absorption and utilization. As
an example, L-histidine can be converted to amine and histamine by histidine decarboxylases, which are
produced by intestinal bacteria [38].

The interaction among human cells and bacteria can occur in many different ways as described. The non-
existent basic sanitation, lack of hygiene, consumption of contaminated food, and the lack of information
for the population can result in diseases and among them, parasitic diseases can occur which is necessary
for the comprehension of this association.
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3. Microbiota and parasitic diseases

Helminths have a detrimental effect on the host organism. Foodborne parasitic diseases as well as those
that are waterborne are important worldwide, resulting in millions of deaths every year [3]. In endemic
areas, with infected individuals excreting eggs and larvae, there may be contamination of the soil and food,
and together with the lack of governmental actions to avoid the transmission, the proliferation of these
parasites is more frequent [37]. The main helminth diseases in Brazil are ascaris, tricuriasis, hookworm and
the plathelminth schistosomiasis but other parasites can have direct interaction with microbiota [3].

The host's defense mechanisms in colonization resistance to infection by pathogens are related in habitat
competition both for nutrients and for fixation sites, and production of antimicrobial compounds such as
colicins and microcins, and production of metabolites that may be unfavorable to the growth of pathogens
[13,26]. The parasites attempt to deceive the host’s immune system. The responses directed to bacteria and
helminths are different with effector mechanisms of helper T cells T helper 1, Th17 for bacteria and Th2
for helminths. Some bacteria are able to suppress with induction of regulatory T cells (Tregs) such as
Bacteroides fragilis and Clostridium spp. [39,40].

The innate immune response induces the production of interleukins such as IL-6, IL-8, IL-12, INF-gamma,
TNF-alpha and the adaptive immune system, and induces the production of IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IL-
22. Given the Th2 response to helminths with the breakdown of immune homeostasis there may be
functional changes in bacterial populations with diet, exposure to UV rays, and exercise that can influence
the colonization of bacteria in the intestinal epithelium [41]. In the predominance of Th2 cells, cytokines
are not enough to remove adult worms from the intestine. In addition, even with long-lasting response of
Th2 cells, infected people show no signs of an evident worm allergy and are actually protected against the
development of allergies [42,43].

Observing that the immune system is not enough to eliminate the infection by itself, helminths are still a
huge problem for developing countries. Affecting approximately 800 million people, Ascaris lumbricoides
is one of the most prevalent helminth infections in the world [3]. In Brazil, the proportion of positive cases
for A. lumbricoides is 6% and it is found in all the country’s states [44]. The parasite can infect reptiles,
fishes, birds, mammalians and the transmission occurs with water and food contaminated with eggs. An
individual after ingesting embrioned eggs with larvae in stage 1 (L1), will have more than 3 stages of the
parasite inside the body where L2 penetrates the intestinal mucosa and migrates to the lung circulation; L3
from the alveolar wall pass through the tracheobronchial area to the larynx where these larvae can be
released with a cough or mucus or ingested again going to the small intestine, finalizing the maturation and
becoming L4, the final stage, when a female parasite is mature and can lay around 200,000 eggs a day
[45,46].

In the same way, Trichuris trichiura is estimated to have infected more than 450 million people around the
world [47] with a rate of infection of 5.41% in the last national survey in Brazil [44]. This parasite presents
sexual dimorphism like A. lumbricoides, but different from the cylindrical body from the first, 7. trichiura
has a notable feature which is the whip aspect, and the habitat is the human large intestine, especially the
cecum and ascending colon. Through the ingestion of embryonated eggs, the cycle is fecal-oral, in which
the lack of hygiene is a fundamental factor for contamination. After ingestion, eggs are semi-digested by
gastric juices, allowing the larvae to hatch at the level of the small intestine, and migrate to the large
intestine where they settle. There the larvae undergo four seedlings and transform into adult worms in about
two to three months [47,48].

Th2 cells respond in defense of an organism with production of IL-4, IL-5, IL-10 and IL-13, being
characteristic of the IgE and increasing of eosinophils for both parasites and expansion of mast cells and
basophils [48,49]. The ascariasis is very allergenic and the tropomyosin species specific presence in Asc s
1, and a cross reacting Ascl 3, have been reported to be the main allergens [50]. In some cases, the infection
in childhood is associated with asthma, and this occurs in part because its pulmonary larval stage has
consequences on the development of disease. However, a protective effect from rhinitis was already
observed with T. trichiuria and when the infection is early life, the parasite is associated with a low allergen
skin test reactivity. This is related to mothers who had an infection causes the prevalence of eczema to be
reduced in their children [51,52].

When the interaction with the microbiota occurs because of the presence of parasites in the intestine, some
responses can be observed. A study using piglets showed the ability of Ascaris suum to create an
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antimicrobial strategy to avoid the host microbiota with production of a substance that inhibited the bacteria
depending on the parasite life-stage [53]. A. lumbricoides was confirmed that it might be associated with
changes of child microbiota and another result showed that with T. trichiura, it was not related to alterations
with the host microbiota [54]. On the other hand using animal models working with the intestinal helminth
Trichuris muris, it was demonstrated that the infection of mice with this parasite significantly altered the
intestinal microbiota reducing the diversity and abundance of Prevotellae and Parabacteroides [55]. In
addition to changes in the microbiota, helminth infections can also modify the host's metabolism with
implications for immune modulation. It was also shown that the experimental infection of 7. muris in mice
reduced a large number of metabolic products when compared to infected and uninfected mice. There was
a decrease in vitamin D, many fatty acids, glycerophospholipids, carbohydrates and amino acid synthesis
intermediates which shows the negative effect of the presence of these parasites [55].

The hookworms, Necator americanus and Ancylostoma duodenale, are present in many emerging countries
and it is estimated around 570 million people can be infected with these parasites. In Brazil, ancylostomiasis
has 2.73% of prevalence[44]. The infection by hookworms occurs through active penetration of the
filariform larvae into the mucosa or skin especially in the regions of the feet, legs, buttocks, and hands as
well as by ingesting the larvae with contaminated food. Skin injury at the penetration site and lung injury
due to the parasites passing through this organ, and lesions of the intestinal mucosa with blood spoliation
are observed, with anemia as the chronic condition due to the evolution of the disease [42].

Regarding the interaction with microbiota during the acute phase of ancylostomiasis, it was demonstrated
that no differences of microbiota was observed in feces of humans when compared with healthy individuals
but that maybe with a biopsy of the places where the parasites are fixed, differences could appear. Another
point is the intensity of the infection where the higher the number of parasites, alteration in microbiota
could be observed [56]. A recent research analyzing the relationship with hookworms and Mycobacterium
tuberculosis showed that persons with the parasite infection have a potential for the reduced prevalence of
tuberculosis, and possibly an anti-mycobacterial role for helminth-induced eosinophils is involved in this
process [57].

One of the most important infectious disease, schistosomiasis, has a complex life cycle different from geo-
helminths presented before because the parasite needs an intermediate host to complete its cycle. A person,
defined as the infected host, lays the eggs through the feces or urine, where S. mansoni and S. japonicum
being the main species for the first case and S. hemaetobium for the second. The female parasite can lay
around 300 eggs by day and the egg upon contact with the water, in adequate conditions of light and
temperature, makes the miracidium to hatch from the egg and in this way the ciliate larva can infect the
intermediate host snail, that in Brazil is the specie Biomphalaria glabrata [58]. In four to six weeks, and at
the end of development, the evolutionary form released is the cercaria. This becomes free by the waters and
infects the definitive host through active penetration into the skin or mucosa when they lose their tails and
undergo a modification turning into schistosomules[59]. These forms migrate through the bloodstream and
proceed towards the heart and lung, but the parasite matures in the liver where the parasite finds satisfactory
conditions for its development and reaches its sexual maturation. The female depends on the male to reach
the mesenteric veins of the lower plexus of the large intestine and once mated, the female begins laying
eggs and part of them is retained in the tissues causing the granulomatous reaction; others reach the
intestinal lumen and are released into the environment along with the feces [3,58,59].

Considered the second parasite disease in the number of contaminated people in the world, and around
2.71% of infected people in endemic areas of Brazilian territory [44], infection by Schistosoma spp. causes
several pathological processes by lesions in the intestinal epithelium which, associated with the
immunomodulatory response, can lead to a decrease in the protective barrier against bacteria [55]. Thus,
these conditions favor the bacterial translocation of the intestinal lumen into the bloodstream. S. mansoni
infection has the ability to suppress the immune response. It was already demonstrated that the ability of
schistosomiasis to modulate the immune response in individuals evaluating with vaccination for tetanus
which showed a mixed response of Thl and Th2 [60]. It was related an experimental association between
S. mansoni and Paracoccidioides brasiliensis, with a modulation of granulomatous inflammation of
schistosomiasis developed in mice co-infected, with a divergent profile of cytokines such as IFN-y, IL-2,
IL-4, and IL-5 being other example of immunomodulation [61]. Other studies demonstrate the influence of
the parasite with viruses, with the production of CD4 + T and CDS8 + T cells, and thus, these interactions in
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co-infected hosts can alter the transmission, clinical evaluation and control of multiple infectious diseases
[62,63].

It is possible that the Venom-Allergen-Like proteins of S. mansoni (SmVALs) are involved in the
process of allergy [64]. These proteins are involved in the process of immunomodulatory and they are
secreted at different stages of the life cycle where SmVALSs have been proposed as candidates for vaccines
also [64,65].In a study with Zimbabwean children infected with S. haematobium [66], the most frequent
genus Prevotella was found in fecal samples. The use of Praziquantel, a medication widely used to treat
schistosomiasis, has not reversed the composition of the microbiota suggesting that exposure to
platyhelminths in childhood may have long-term effects on the structure of the microorganism community.
Another study conducted [67] demonstrated that host commensal bacteria, during infection by S. mansoni,
played an important role in the result of the formation of intestinal granulomas and specific immune
responses of schistosomiasis which may influence the excretion of the egg. Some studies report cases of
septicemia in bacterial confections with S. mansoni[68-70]. Once in circulation, these bacteria reach the
adult worms of S. mansoni, present in the mesenteric veins, and associate with the cecum [71]. The
association of bacteria with S. mansoni enables more prolonged bacterial infections, the development of
resistance to antibiotics and the ineffective treatment of both infections [69].

With the use of antibiotics, one of the biggest control challenges is what occurs mainly in hospitals. The
misuse of these drugs without the correct guidance and used indiscriminately, leads to resistance and
selection of microorganisms [72]. Resistant strains are selected when the drug is not used according to its
function and correct dosage in which its dose and time of use are essential for successful therapy. With the
increase in resistance by microorganisms, many diseases will have their treatment compromised in addition
to major complications that can even lead to death, and together with this, greater public health expenditure
to try to supply the problems ranging from diagnosis to definitive cure [73,74].

The etiologic agents most described and given as resistant bacteria are Pseudomonas sp., Klebsiella sp.,
Acinetobacter sp., Escherichia coli and Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) [74,75]. This
diversity, which leads to specific characteristics for the identification of microorganisms, means that the
treatment is assigned according to the protocol already established and not with a detailed identification
and this has been considered as a factor in the increase in mortality rates especially in hospitalized patients
[72].

The treatment for helminths is based on Albendazole and Mebendazole and these drugs bind to parasite
B-tubulin and inhibit parasite microtubule polymerization, which causes death of adult worms [46]. For
schistosomiasis, Praziquantel (PZQ) is the drug used and it can kill all evolutive forms inside the definitive
host. By the lowest effective concentrations, it causes increased muscle activity followed by contraction
and spastic paralysis. At higher therapeutic concentrations, praziquantel causes vacuolization and
vesiculation of the tegument. This effect results in the release of the parasite content, activation of the host's
defense mechanism and destruction of the worms [76]. Other therapies are being used for treatment using
the interaction of microbiota and helminths. For Inflammatory bowel disease and celiac disease, the use of
Helminth therapy seems a favorable pathway because altering intestinal permeability and the host’s
immune response to a Th2 cytokine-mediated response is possible to immunomodulating the host defense
[77,78].

Unfortunately, not only antibiotics has problems with resistance. Strains obtained from places where the
schistosomiasis is endemic showed different sensitivity to PZQ and it could be related with a previous
contact with the parasite, so, in cases of reinfection, there is necessity of a different treatment [79]. The use
of a unique drug for treatment has been studied over the years and the results shows the resistance by
parasites [80], reducing the percentage of cure in African countries like in Senegal, with a cure rate of only
18% [81], and Kenya which indicate a substantial variation in drug efficacy in kids [82].

In this way, the control and rational use of antimicrobials, which includes both the use for parasites and
bacteria, has the objective of better treatment, prophylaxis and minimization of adverse effects safely in the
treatment proposed for the patient. Surveillance for the correct and safe use is important, as large-scale
treatment when misapplied can result in damage to public health.
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4. Conclusion: the unbalanced relationship among microorganisms and health

The interaction between microbiota and parasites is complex and needs attention. A. lumbricoides, T.
trichiura, N. americanus, A. duodenale and S. mansoni have different forms of interaction with the host
microbiota, even sharing part of the same mechanism of activation of immune defense. While most of them
can do a modification in gut microbiota, other appear not influence it, like the N. americanus. New studies
have been done, not all are yet elucidated, such as how is it possible to manipulate the microbiota
beneficially for the host, because most parts of these studies were made in a controlled infection, different
from places where a person can also have a huge infection or co-infections. The complete understanding of
organisms in how the immune system interacts with the host and with the invasive bacteria and parasites
can be a key for new treatments and its application could control of the establishment of infection with
consequent diminishing the transmission in endemic areas.
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CAPITULO 2 - ANALISE DA MICROBIOTA NA ESQUISTOSSOMOSE AGUDA

2 REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo, foi realizada uma revisao a respeito de microbioma, microbiota
intestinal e esquistossomose, e realizada experimentalmente a andlise da associagdo

entre espécies de Schistosoma e bactérias.

2.1 ESQUISTOSSOMOSE

Doengas negligenciadas, tais como a esquistossomose, s3o comuns em paises em
desenvolvimento. Segundo a Organizacdo Mundial de Satide (2020), mais de 200 milhdes
de pessoas estdo em areas de risco e necessitam de tratamento ou acompanhamento nestes
locais para que ndo haja transmissdo da doenga. De interesse médico, trés sdao focos de
grandes estudos, sendo o S. mansoni e S. japonicum, que tem seu habitat o sistema porta-
hepatico, e o Schistosoma haematobium, que se localiza no sistema urinario (BRASIL,
2017; WHO, 2020).

Em varios paises no mundo ainda ocorre transmissdo da doenga, e isto ¢ devido
ao precario saneamento basico, baixo ou nenhum controle de moluscos, junto a falta de
tratamento da populagdo infectada e orientacdo constante sobre a prevencao da doenca.
Desta forma, a esquistossomose ¢ de grande importancia para saude publica no mundo,

como pode ser visto a seguir:

Figura 1 — Locais ndo endémicos, status de tratamento e status de transmissdo para
esquistossomose no mundo.

Nio endémico

Sem idade de trat
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Fonte: Adaptado de https://apps.who.int/neglected diseases/ntddata/sch/sch.html (2020).
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No territorio brasileiro, local que pode ser visto na figura 1 como um dos
principais paises onde ha a necessidade de tratamento preventivo para a populacdo, a
esquistossomose ¢ causada somente pelo S. mansoni devido a presenga do caramujo do
género Biomphalaria, sendo B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila as principais
espécies. Na Asia, o S. japonicum tem como hospedeiro intermediario o caramujo do
género Oncomelania, sendo que este parasito ja foi erradicado no Japao, mas ainda esta
presente no sul da China, Filipinas e Indonésia (WHO, 2020). No Brasil, a
esquistossomose esta distribuida por 19 estados. Milhdes de pessoas podem estar em
areas de risco, principalmente as que vivem na zona rural, pois estdo proximas a cole¢des
de 4guas que podem conter o caramujo (BRASIL, 2017; KATZ, 2018). Os estados das
regides Sudeste e Nordeste no territorio brasileiro sdo os mais afetados pela
esquistossomose, sendo o indice de positividade para esquistossomose de 2,35% e 1,27%
respectivamente (KATZ, 2018).

O parasito apresenta dimorfismo sexual e o0 macho tem aproximadamente 1 cm e
a fémea pode chegar a 2 cm. As espécies destes vermes se alimentam de células
sanguineas que sdo digeridas em um trato intestinal incompleto, e cujos restos sdo
regurgitados na corrente sanguinea humana. O metabolismo anaerdbio € presente nestes
parasitos, € os machos se movimentam contra a corrente sanguinea. A fémea fica
albergada no canal ginec6foro do macho, e isto possibilita a reproducdo sexuada e a
produgdo de ovos, os quais sdo eliminados pelas fezes do hospedeiro definitivo
(COLLEY, 2014; WHO, 2020). Os ovos ao entrarem em contato com a agua, em
condi¢des adequadas de luz e temperatura, faz com que o miracidio ecloda do ovo, e desta
forma, a larva ciliada infecta o hospedeiro intermediério (caramujo). A larva miracidio se
desenvolve passando para a forma de esporocisto em um periodo de quatro a seis
semanas, ¢ ao final do desenvolvimento, a forma liberada do caramujo infectado ¢ a
cercaria. Esta fica livre pelas aguas e infectam o hospedeiro definitivo por meio da
penetragdo ativa na pele ou na mucosa, momento que perdem suas caudas e sofrem uma
modificacdo, transformando-se em esquistossomulo (COLLEY et al., 2014).

Os esquistossomulos migram pela corrente sanguinea, ¢ seguem em dire¢do ao
coragdo e pulmio, porém o amadurecimento do parasito ocorre no figado, local que o
parasito encontra condi¢des satisfatorias para seu desenvolvimento, e atinge sua
maturagdo sexual. A fémea unida ao macho chega ao plexo venoso inferior do intestino
grosso, € uma vez acasalados, inicia-se a postura de ovos (cerca de 300 ovos/dia para S.

mansoni ¢ aproximadamente 1000 ovos/dia para S. japonicum) em que parte dos ovos
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fica retido nos tecidos, causando a reacdo granulomatosa, € outros alcangam a luz do
intestino, e sdo langcados ao ambiente junto com as fezes, e podem chegar a locais em que
ha a presencga do molusco (ANDRADE, 2008).

A passagem do ovo para outros tecidos do organismo humano ¢ promovida pela
reagdo inflamatoria intensa devido ao parasito vivo em seu interior que elimina
substancias que estimulam o sistema imune, e também pela propria espicula lateral dos
ovos de S. mansoni (caracteristica ndo presente nos ovos de S. japonicum) que pode
iniciar o processo quando em contato com um tecido (COSTAIN; MACDONALD;
SMITS, 2018). A destrui¢do tecidual dos 6rgaos pelo processo inflamatdério ocorre
inicialmente no intestino, por ser o local onde ha passagem destes ovos para luz intestinal;
e o figado, por ser um dos primeiros locais onde os ovos chegam ao serem carreados pela
corrente sanguinea, porém, outros 6rgaos podem ser afetados (LAMBERTUCCI, 2010).
Esta reagcdo granulomatosa ¢ observada com ativa¢ao inicial da resposta de linfocitos T
auxiliares (T helper) Th1l em primeiro momento, com sintese de InterleucinasIL-1, IL-2,
TNF-a e INF-y, com recrutamento de macrofagos na tentativa de eliminar o verme, mas
com inicio da postura de ovos, hd uma diminuicao da resposta Th1l e aumento da resposta
do tipo Th2 com producdo de citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e estimulagdo da
producdo de anticorpos (PEARCE, 1991; SILVA, 2008). Para S. mansoni, hd& um
predominio de eosinoéfilos, células mononucleares e baixa presencga de neutréfilos, e para
S. japonicum ha um predominio de células polimorfonucleares com neutréfilos ao redor
dos granulomas (CHUAH et al., 2014).

Em fase aguda, o granuloma ¢ produtivo, pois ainda ndo ha deposicao de fibras
colagenas ao redor dos ovos para isolamento do parasito, € com isto, a destrui¢ao tecidual
¢ intensa. Desta forma, a medida que o parasito migra pelo organismo, somado a
destruicdo de barreiras entre os tecidos pela reagdo granulomatosa, uma interagao ocorre
entre 0 microbioma humano e o parasito, principalmente a microbiota do intestino, sendo
necessario o  entendimento  dessa  associagdo (LAMBERTUCCI, 2010;
SCHNEEBERGER et al. 2018).

2.2 MICROBIOMA

O microbioma ¢ definido como a totalidade de microrganismos, seus elementos

genéticos e as interagdes ambientais (TURNBAUGH et al., 2007). As comunidades

microbianas tém fun¢do em varios processos € em muitos habitats diversos, desde dgua,
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solo, alimentos até o organismo humano. Os microbiomas sdo amplos e diversificados, e
desempenham um papel na formagdo do sistema imunologico e metabdlico para o
hospedeiro. Eles sdo capazes de induzir respostas imunes protetoras, proporcionar
nutrientes essenciais, além de auxiliar na digestdio de componentes alimentares
(BELKAID; HARRISON, 2017).

O Projeto do Microbioma Humano (PMH) ¢ uma extensao do projeto do genoma
humano e foi desenvolvido de forma a desvendar as interagdes complexas entre os
microrganismos ¢ o ser humano. O PMH engloba inimeros projetos e vem de estudos
realizados em varios paises provenientes da América do Norte, Europa e Asia
(TURNBAUGH et al., 2007, MCGUIRE et al., 2008). Estudos do microbioma humano
revelaram que mesmo individuos saudaveis diferem notavelmente em relacdo aos
microrganismos em todos os locais do corpo, sejam na pele, trato respiratorio,
gastrointestinal ou geniturinario. Fatores ambientais, a alimentagdo, a genética do
hospedeiro e a exposi¢do microbiana sdo as possiveis razdes que podem influenciar nesta
diversidade (HUTTENHOWER et al., 2014).

Devido a importancia da microbioma, o PMH tem como objetivo criar um banco
de dados de DNA microbiano para mostrar se individuos possuem ou ndo um microbioma
comum. As questdes levantadas nestes estudos estdo relacionadas a estabilidade ou nao
do microbioma através de diferentes periodos na vida, nas semelhancas dentro das
proprias familias, comunidades e diferentes ambientes; e se as mudangas que podem ou
nao ser correlacionadas com alteragcdes na homeostase do individuo (PALMER et al.,
2007).

A primeira fase do PHM foi realizada com adultos saudéaveis entre as idades de
18 e 40 anos. Criangas e adultos mais velhos foram excluidos, pois poderiam apresentar
variaveis que prejudicariam os estudos devido ao ambiente microbiano no inicio € com o
avango de idade (MCGUIRE et al., 2008). As bactérias estudadas foram relacionadas ao
desenvolvimento e regulacdo do sistema imunoldgico, e assim, foi possivel observar que
o microbioma esta diretamente envolvido na resposta imune do hospedeiro com células
de defesa que levam a uma resposta imune protetora, ou uma resposta que leva ao
desenvolvimento de uma doenga.

As bactérias habitam varias regides do corpo humano em microbiomas altamente
adaptados. A grande maioria das células associadas a humanos sdo bacterianas, e juntos
alcancam sua maior biomassa no intestino. Essas comunidades bacterianas variam em

composi¢ao em todo o corpo, com fatores fisicos, quimicos e imunes, de forma que o
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organismo humano aceita a presenca de um microbioma adaptado ao meio, cuja interagdo
com o hospedeiro ¢ geralmente benéfica (SMITH; MCCOY; MACPHERSON, 2007).

Os estudos com microbiomas fornecem novas formas de definir pardmetros entre
o saudavel e o ndo saudavel. Ferramentas tém sido desenvolvidas e sdo necessarias para
delinear, melhorar e monitorar estratégias para manipular intencionalmente os
microrganismos, que tendem a melhorar o tratamento de doengas e trazer beneficios para
a populagdo, pois a composi¢cdo muda ao longo do ciclo de vida, sendo necessario o
entendimento para cada fase de desenvolvimento humano (TURNBAUGH et al., 2007).

O microbioma infantil apresenta-se mais diversificado e converge em uma
estrutura semelhante ao adulto ap6s 3 anos do nascimento. A colonizagdo com
microrganismos ¢ importante para o intestino infantil, e sofre importantes estagios de
mudanga iniciando desde o nascimento (RUSSELL ef al., 2012). Em modelos animais,
que ndo apresentam microbiota natural, foi demonstrado que a coloniza¢do microbiana
induz o desenvolvimento anatdmico do epitélio intestinal, aumento das taxas de
proliferacdo de células epiteliais, além de induzir a maturagdo do tecido linfoide associado
ao intestino (BOUSKRA et al., 2008).

Em adultos, a diversidade microbiana esta relacionada principalmente a genética
(GOODRICH et al., 2016), e desta forma, hd dificuldade em se conseguir padrdes
semelhantes entre as populacdes. Com isto, o uso do modelo murino ¢ um aliado, com a
vantagem de que as condigdes ambientais podem ser controladas, além das semelhangas
com o trato digestivo humano. Outras espécies podem ser usadas para o estudo do
microbioma, tal como o peixe Zebrafish (Danio rerio), devido facilidade de reproducao,
imunidade adaptativa e trato digestivo simples. A Drosofila (Drosophila melanogaster)
também pode ser utilizada como modelo de estudo, devido a composi¢do de
microrganismos simples e cultivdveis sem nenhum sistema imunologico adaptativo; além
do cefalopode da ordem Sepiolida conhecido como Euprymna scolopes (KOSTIC;
HOWITT; GARRETT, 2013).

Associado aos modelos experimentais, a biologia molecular representa uma
importante ferramenta para a identificacdo do microbioma. Os genes do rRNA 16S
tornam as sequéncias mais amplamente utilizadas para a andlise da diversidade
microbiana, ¢ essa analise ¢ considerada padrdo ouro para o estudo da comunidade
microbiana (COLE et al., 2008). Técnicas moleculares que utilizam desta abordagem
permitem descrever a composi¢do bacteriana de um ecossistema, evitando os estagios da

cultura que demandam tempo e necessitam rigor em seu manuseio para que ndo haja
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contaminac¢do, assim como todas as etapas analiticas, desde a extragdo de material para

analise (SUAU et al.,1999; ROOKS; GARRET, 2016).

2.3 MICROBIOTA E A INTERACAO COM ORGANISMO HOSPEDEIRO

A microbiota ¢ definida como conjunto de microrganismos presentes em
determinado local do organismo. E determinada pela sua diversidade e quantidade de
espécies presentes, pela atividade que exerce para o organismo e pela relacdo com o
hospedeiro, podendo haver sinergismo ou até mesmo competicdo destas espécies pelo
habitat (ZOETENDAL et al., 2004).

O uso indevido de antibioticos, a alteragdao da dieta e outras infecg¢des, tais como
helmintos competindo pelo mesmo habitat, faz com que estudos com as microbiotas
sejam necessarios para entendimento da interagdo patégeno-hospedeiro, pois o0s
microrganismos podem levar a desequilibrios que favorecem infec¢des oportunistas
(ARRIETA et al., 2014).

As espécies de microrganismos que colonizam o organismo de vertebrados sdo
relacionadas a uma associag¢do benéfica com o hospedeiro. A microbiota é conhecida por
influenciar o desenvolvimento e o equilibrio do sistema imunologico e tem sido estudado
na preven¢do de dano induzido por doengas oportunistas, assim como na influéncia de
doengas autoimunes sist€émicas (RAKOFF-NAHOUM, MEDZHITOV, 2006). A resposta
imune ira atuar em varias partes do organismo, e age como barreira e manter a homeostase
microbiana. As relacdes mutualistas capazes de influenciar as respostas fisioldgicas,
mesmo através da modulacdo do sistema imunologico do hospedeiro, sdo feitas através
de sinais transmitidos pelas bactérias, que podem influenciar a resposta do sistema imune
tanto inato quanto do adaptativo, resultando em respostas sistémicas distantes do local de
colonizagdao (IVANOV et al., 2009).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro na resisténcia a infec¢do por agentes
patogénicos estdo relacionados a competicdo das bactérias pelo local de fixagdo e
obtencdo de nutrientes, e producdo de compostos antimicrobianos e metabolitos que
podem ser desfavoraveis ao crescimento de patogenos (MAIA; OGAKI; FURLANETO,
2015). Animais livres de microrganismos, e aqueles com deficiéncia de comensais devido
ao uso de antibidticos mostram que uma microbiota exdgena ¢ necessaria para adquirir
resisténcia a colonizagdes indesejadas, principalmente para microrganismos patogénicos.

Stoddart e Wilcox (2002) mostraram um fenomeno de diarreia causada pela proliferacao
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de Clostridium difficile no intestino de seres humanos apds o uso de antibioticos de amplo
espectro com destruicdo da microbiota. Em estudos por Filho-Lima et al. (2000) e
Hudault et al. (2001) mostraram o papel benéfico da microbioma comensal na prote¢ao
de infeccdo contra patdégenos em camundongos sem microrganismos, concluindo que
aqueles que apresentavam uma microbiota ja estabelecida apresentavam um sistema de
defesa mais competente.

Ainda n3o muito bem elucidada, a manipulacdo da composi¢do da microbiota
pode ter consequéncias sobre a capacidade do hospedeiro para montar respostas
protetoras contra infec¢des oportunistas (FOULONGNE et al., 2012; KIM; JAZWINSKI,
2018). A variedade de microrganismos comensais que colonizam os mamiferos ¢ grande
entre os sitios anatomicos, o que dificulta este entendimento, e aproximadamente 1000
espécies diferentes de microrganismos podem estar presentes, incluindo a regido oral, a
pele, os tratos geniturindrio € o gastrointestinal, sendo este com uma microbiota
diversificada em toda sua extensdo (SONNENBURG; ANGENENT; GORDON, 2004;
BELKAID; HARRISON, 2017).

2.4 MICROBIOTA INTESTINAL BACTERIANA

O trato intestinal apresenta uma acdo conjunta das células epiteliais, liberagcdo de
muco, ¢ Imunoglobulina A (IgA) que fornecem uma defesa primaria para o organismo.
Esta protecdo ¢ necessaria ,para manter a homeostase, uma vez que a microbiota do
hospedeiro tenta minimizar o contato com microrganismos invasores, com redugdo de
inflamacao do tecido e tentativa de evitar uma possivel translocacdo de microrganismos
para outros 6rgaos (MCGUCKIN, 2011; ADAK; KHAN, 2019).

O intestino de um mamifero apresenta uma comunidade de microrganismos que
vao desde bactérias, arqueias, fungos virus e protozoarios que estabelecem relagdes
simbidticas com seus hospedeiros, trazendo contribui¢des essenciais para o metabolismo
humano, enquanto habitam um ambiente protegido com condi¢des necessarias para
proliferacdo, junto a disponibilidade de nutrientes. O desafio em se estudar a microbiota
neste orgdo ¢ devido sua vasta extensdo, uma vez que as vilosidades aumentam
substancialmente a superficie de contato, e possibilitam que microrganismos possam se
alojar e se reproduzir nestes locais. Junto a isto, o sistema imune do mamifero deve lidar

continuamente com sua propria microbiota diversificada, uma enorme carga microbiana
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externa e frequentes patdégenos ingeridos em alimentos e 4gua (MATHERS, BOERMA,
MA FAT, 2009; ILLIANO; BRAMBILLA; PAROLINI, 2020).

Os estudos de microbiota intestinal tém se intensificado nos ultimos anos, € cada
vez mais, técnicas precisas e robustas sdo requeridas para andlise. A amostra de fezes ¢
recorrente nos estudos, mas pesquisadores também alertam na necessidade de andlise de
outros locais do organismo (TUDDENHAM; SEARS, 2015). Uma vez que microbiota é
diferente de acordo com o a regido do trato gastrointestinal, epitélio e idade do individuo,

na Figura 2 a seguir sdo mostradas estas variagoes:

Figura 2 - Variag¢@o da microbiota intestinal.
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Fonte:  Adaptado de SEKIROV (2010).

Legenda: A Composi¢do da microbiota intestinal do trato gastrointestinal proximal ao distal.
B Composicao da microbiota intestinal do epitélio as fezes
C Composicao da microbiota intestinal do nascimento a morte.

De acordo com a figura 2, os géneros dominantes na microbiota de um ser humano
adulto sdo Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus, Streptococcus, €
varios cocos Gram-positivos, além de Enterococcus e Enterobacteriaceae (GUARNER;
MALAGELADA 2003; ANDERSSON et al., 2008; SEKIROV et al., 2010; ADAK;
KHAN, 2019). Assim, as variagdes na composicdo da microbiota intestinal entre
individuos ndo comprometem uma fun¢do adequada, e sim, adaptagdes sdo feitas para
cada um, de acordo com caracteristicas multifatoriais que irdo variar ao longo do trato
gastrointestinal (GRICE, SEGRE, 2012).

Iniciando pelo es6fago, hd um predominio de espécies de Streptococcus e a

alteracao dos microrganismos neste local estd associada a focos inflamatérios e displasia.
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Prevotella, Actinomyces, Lactobacillus e Staphylococcus também foram detectados no
esofago, sendo que estes géneros bacterianos podem fornecer fungdes complementares
relacionadas a satde. Entre alguns grupos bacterianos, como o0s estreptococos, podem
incluir cepas que estendem seus habitats da cavidade oral para a mucosa esofdgica e no
estbmago na auséncia de infeccdo por Helicobacter pylori (YANG et al., 2009;
SEKIROV et al., 2010). Os tipos de microrganismos no estomago sao limitados. Devido
ao pH acido, somente bactérias resistentes sobrevivem a este ambiente. H. pylori ¢ um
exemplo, e sua presenca afeta a composicdo da microbiota presente, pois esta bactéria
pode ser comensal ou patogénica, e pode causar Ulcera péptica e gastrite.
Aproximadamente 10 géneros sdo mais predominantes no estdmago humano, e estes
incluem Rothia, Streptococcus, Veillonella e Prevotella (BIK et al., 2006; ANDERSSON
et al., 2008; SEKIROV et al., 2010).

O intestino delgado humano tem importancia na absor¢do dos nutrientes a partir
da digestdo de alimentos. Apds passagem pelo estdmago, comunidades bacterianas
aumentam em diversidade e complexidade da direcdo proximal-distal, do duodeno ao
jejuno e ileo. O Streptococcus ¢ um género dominante no duodeno e no jejuno
(ANDERSSON et al., 2008); e a microbiota intestinal restante do adulto ¢ dominada por
dois filos, Firmicutes e Bacteroidetes, que classificam cerca de 90% de todas as espécies
bacterianas no intestino, seguido por Actinobacteria e Verrucomicrobia. O Filo
Firmicutes compreende uma série de géneros de grande relevancia na area de saude e na
industria, e em sua maioria s3o gram positivos. Entre os géneros de interesse clinico em
humanos e animais pode-se citar Clostridium, Staphylococcus, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus e Weisella
(LANZA et al. 2015). Ja Bacteroidetes sdo bastonetes gram-negativos anaerdbicos, ndo
formadores de esporos resistentes a bile. Bacteroides, Flavobacteria e Sphingobacterias
compeendem os principais géneros deste filo (WEXLER, 2007). Se houver um
desbalanco destas comunidades, quebra-se a homeostase, e torna o individuo mais
susceptivel a doengas (WILLING; RUSSELL; FINLAY, 2011, HOOPER, LITTMAN;
MACPHERSON, 2012; HOLLISTER; GAO; VERSALOVIC, 2014; ADAK; KHAN,
2019).

A intera¢do entre o trato gastrointestinal e a microbiota residente ¢ bem
equilibrada em individuos saudaveis, mas em desequilibrio pode levar a doengas
intestinais € em outros locais do organismo. Em certas populagdes, observa-se que ha

respostas menores para certas vacinas orais em crian¢as que vivem em paises em
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desenvolvimento quando comparados a paises de primeiro mundo, mas deve ser
destacado que isto depende de multifatores que levam a esta situacdo, tais como a
desnutri¢io. Em estudos em Malawi (Africa), a vacina contra rotavirus teve efeito em
49% das criangas, porém, ¢ observado efetividade em 95% da populagdo de criancas
ocidentais (KAU ef al., 2011). Em estudos em murinos, observou-se que ratos tratados
com antibidticos apresentaram efeito reduzido com o uso de Ciclofosfamida, um
antitumoral, além de respostas imunologicas menos eficazes contra os tumores,
mostrando mais uma vez a importancia da microbiota (VIAUD et al., 2013).

Além do sistema imune, o aproveitamento de nutrientes é parte do papel da
microbiota residente no intestino para o hospedeiro, tais como absor¢ao de calcio, ferro e
magnésio, vitamina K, vitamina B12, biotina e acido folico (RABIZADEH; SEARS,
2008; URSELL et al., 2014). Em relagcdo a composi¢do da alimentacdo, cada tipo de
carboidrato pode afetar a composicdo das bactérias na microbiota intestinal, e a
composi¢ao pode afetar a metabolizagdo destes agucares. Por outro lado, a composi¢do
da comunidade bacteriana pode afetar sua capacidade de metabolizar carboidratos
alimentares. O amido vegetal, que ¢ rico em amilopectina ou amilose € um componente
comum da dieta atualmente, sdo metabolizados por bactérias Bifidobacterium,
Bacteroides e Fusobacterium, ¢ o consumo relativo de vegetais, frutas e carne ja foi
relatado como um fator importante na condug¢do da composicdo da microbiota
gastrointestinal e da saide em, e desta forma, as dietas ricas em carboidratos que
predominam no continente africano favorecem Bacteroidetes, os quais sdo capazes de
degradar xilano e celulose para utilizar energia a partir de dietas a base de vegetais
(WANG et al., 1999; ADAK; KHAN, 2019).

As dietas ricas em gordura e proteinas animais que predominam nos paises
ocidentais favorecem os Firmicutes, que estdo associados ao metabolismo das proteinas
e dos agticares, e s3o exemplos de como ha uma adaptagdo de acordo com o ambiente que
o individuo vive (GLENDINNING et al., 2014). Para as proteinas, pode haver conversdo
destas em aminoécidos, assim como compostos para imunoprote¢do e sinalizagdo.
Proteinases bacterianas e peptidases agem em conjunto e conseguem quebrar as
moléculas maiores em fragmentos para melhor absorcdo e aproveitamento. Como
exemplo, a L-histidina pode ser convertida em amina e histamina, por histidina
descarboxilases, que sdo produzidos por bactérias intestinais. A histamina pode ser

transportada para o limen intestinal pela histidina, e esta pode suprimir a produgdo de
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citocinas inflamatérias através da sinalizagdo por receptores presentes nas células

epiteliais intestinais (THOMAS et al., 2012; VALDES et al. 2018).

2.5 MICROBIOTA INTESTINAL E DOENCAS PARASITARIAS

A microbiota intestinal € importante em muitos processos, porém, outros
microrganismos podem interferir na regulagdo natural do organismo. Parasitos podem
colonizar 0 mesmo ambiente, € uma vez em conjunto com as bactérias, podem trazer
desequilibrios. Muitos mecanismos que ligam a microbiota intestinal a satde humana
ainda requerem muitos estudos. Os protozodrios e helmintos tem um efeito prejudicial
sobre o organismo hospedeiro, ¢ as doengas decorrentes destes merecem atengao em todo
o mundo, pois resultam em milhdes de mortes todos os anos (WHO, 2017).

As doengas parasitarias sdo assintomaticas ou oligoassintomaticas, em sua grande
maioria. Em area endémicas, com individuos infectados eliminando ovos e larvas, pode
haver contaminacdo do solo e alimentos, ¢ junto a falta de saneamento basico, a
proliferacdo destes parasitos sdo mais frequentes (BRASIL, 2016). Alteragdes na
microbiota pela presenca de protozodrios sdo frequentes e diferem para cada parasito. A
diarreia ¢ uma das principais causas de morte em criangas menores de 5 anos, e esta
associada com cerca de meio milhdo de mortes por ano. Apesar de ser causada por muitos
agentes patogénicos, a diarreia ¢ em grande parte causada por um protozoario (KOTLOFF
et al., 2013). Estima-se mais de 300 milhdes de casos de com Entamoeba spp.,
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. resultando em mortes e problemas sérios de saude
(WHO, 2017).

Determinadas bactérias podem aumentar a viruléncia em amebas, um fendmeno
relacionado a componentes de superficie amebiana com atividade de lectina e
componentes de galactose, N-acetilglicosamina e N-acetilgalactosamina, e receptores
para manose na superficie do parasito que reconhece este agucar na superficie de
bactérias. A interacdo ¢ um dos fatores determinantes de maior viruléncia, pois
determinadas amebas se alimentam de outras bactérias presentes no intestino (SCHMITZ-
ESSER et al, 2008; KEBBI-BEGHDADI; GREUB, 2014). Verma et al. (2012),
trabalhando com Entamoeba histolytica e bactérias do trato gastrointestinal, mostraram
que a Lactobacillus casei e Enterococcus faecium reduziram a sobrevivéncia parasitaria

em 80% quando usadas em conjunto.
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Em estudo feito por Pérez et al. (2001) mostraram os efeitos in vitro de seis cepas
de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus johnsonii Lal sobre a sobrevivéncia de
Giardia duodenalis. L. johnsonii Lal inibiu significativamente a proliferagdo de
trofozoitos de Giardia. Estes trabalhos mostram que bactérias podem ser auxiliares no
tratamento de parasitoses, pois poucos sao os farmacos que estao disponiveis no mercado,
e devido a resisténcia ao uso constante dos Unicos medicamentos disponiveis, novos
farmacos com novas estratégias de tratamentos podem ser a solucdo para as doengas
parasitarias.

Andersen et al. (2015) demonstraram que individuos que apresentavam
Prevotella e Ruminococcus eram mais propensos a ser portadores de Blastocistos. Além
disto, também ja foi observado que a microbiota de fezes de pacientes colonizados por
Blastocisto apresentava maior diversidade, além de maior presengca Ruminococcaceae, e
Prevotellaceae, enquanto pacientes sem o parasito apresentavam mais a familia
Enterobacteriaceae.

Leishmania depende de um vetor intermedidrio para sua transmissdo, O
flebotomineo do género Lutzomyia. O desenvolvimento de Leishmania para
promastigotas metaciclicas infecciosas no intestino do inseto ¢ um processo denominado
metaciclogénese, e ¢ um pré-requisito essencial para a transmissdo. Desta forma, ndo
necessariamente o hospedeiro definitivo deve apresentar uma microbiota favoravel, mas
sim, seu hospedeiro intermedidrio deve ajudar o parasito no seu desenvolvimento para
perpetuacdo da espécie. Em estudos demonstrados por Kelly ez al. (2017), com o uso de
antibidticos para eliminacdo da microbiota do intestino médio dos vetores, tornou os
flebotomineos incapazes de suportar o crescimento do parasita e a metaciclogénese.

Plasmodium causa mais de 200 milhdes de infecg¢des ¢ mais de 1 milhdao de mortes
anualmente (WHO, 2017). Em estudos com camundongos, foi demonstrado que
Lactobacillus e Bifidobacterium sao bactérias que podem ter um papel protetor contra o
parasito, modulando a carga parasitaria e atenuando a gravidade da doenca. Também ¢
possivel que esses géneros bacterianos se correlacionem com a diminui¢ao da parasitemia
e também na diminui¢ao da abundancia de outros géneros bacterianos que podem auxiliar
a presenca elevada do parasito (VILLARINO et al., 2016).

J& os principais helmintos que infectam seres humanos sdo as espécies: Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator americanus, Ancylostoma duodenale, S.
mansoni e Taenia solium, porém varios outros sofrem influencia da microbiota intestinal.

De acordo com a estimativa da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 840,2
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milhdes de criangas em todo o mundo necessitam de tratamento preventivo para
helmintiases transmitidas pelo solo. Em 2017, mais de 500 milhdes de criangas que
necessitaram de tratamento receberam os medicamentos. Em 2015, 27 paises atingiram o
objetivo da Assembleia Mundial da Satde de tratar pelo menos 75% das criangas em
idade escolar com parasitose (WHO, 2017).

A interagdo entre parasitos e bactérias intestinais ¢ atualmente um assunto de
grande interesse em termos de satde do hospedeiro, pois intervengdes terapéuticas podem
ser feitas a partir da manipulacdo da estrutura da microbiota intestinal devido as interagdes
imunoldgicas, pois ambos modulam o sistema imune do hospedeiro, reduzindo as
respostas inflamatérias (HOOPER; LITTMAN; MACPHERSON, 2012).

Taylor et al. (1999) discutem sobre o género Wolbachia, endobactérias
simbioticas que infectam a maioria dos nematoides filariais, tais como a Wuchereria
bancrofti, Brugia malayi ¢ Onchocerca volvulus. A Wolbachia ¢ necesséria para a
reproducdo e a sobrevivéncia de filarias e destacaram o uso de terapia antibiotica como a
Tetraciclina/Doxiciclina como método de tratamento para infecgdes causadas por esses
organismos. Em modelos animais, Houlden et al. (2015), trabalhando com o helminto
intestinal Trichuris muris, demonstraram que a infec¢do de camundongos com este
parasita alterou significativamente a microbiota intestinal, reduzindo a diversidade e a
abundancia de Prevotellae e Parabacteroidetes. Outro nematoide, Heligmosomoides
polygyrus, altera a microbiota intestinal de camundongos saudaveis e apresenta as
familias Lactobacillaceae e Enterobacteriaceae aumentadas apos a infeccdo (WALK et
al., 2010). Porcos com numero elevado de parasitos foram associados com maior
presenga de Campylobacter em seu intestino (WU et al., 2012).

Além de alteracdes na microbiota, as infecgdes por helmintos também podem
modificar o metabolismo do hospedeiro, com implicacdes para a modulacdo imune.
Houlden, et al. (2015) mostraram que a infec¢do experimental de Trichuris muris em
camundongos reduziu um grande nimero de produtos metabolicos quando comparados
camundongos infectados com ndo infectados, e alteragdes na sintese de vitamina D,
muitos acidos graxos, glicerofosfolipidos, carboidratos e aminoacidos, o que mostra o
efeito negativo da presenca destes parasitos.

As respostas direcionadas as bactérias e helmintos sdo diferentes, com
mecanismos efetores de Thl, Thl7 para bactérias e Th2 para helmintos. Algumas
bactérias sdo capazes de suprimir a resposta imune com indu¢ao de células T reguladoras,

tais como o Bacteroides fragilis e o Clostridium spp. (ROUND; MAZMANIAN, 2010;
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ATARASHI et al.,2011). Com a quebra da homeostase, pode haver mudangas funcionais
nas populacdes de bactérias, sendo que a genética do hospedeiro estd diretamente
relacionada a resposta imune e a microbiota do intestino, assim como os fatores

ambientais t€ém grande influéncia, conforme descritos na Figura 3:

Figura 3 - O epitélio intestinal, microbiota intestinal, fatores ambientais
e resposta imune.
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2.6 BACTERIAS E ESQUISTOSSOMOSE

Com melhorias da saude publica, percebe-se que hoje ha um controle maior das
infec¢des quando se compara ao ano de 1907, quando a esquistossomose foi identificada.
Ao longo do séculos XX e XXI, doengas vem sendo estudadas e melhor compreendidas,
assim como medicamentos vem sendo descobertos, e dentre eles a Penicilina, a qual foi
descoberta em 1928. O que se percebe hoje ¢ que entendé-las de maneira isolada tem sua
importancia, mas elucidar sua interagdo com o hospedeiro torna-se fundamental, uma vez
que tanto bactérias quanto helmintos interagem entre si e diretamente com as células
humanas (KATZ, ALMEIDA, 2003; MOHR, 2016).

A associacdo da esquistossomose com bactérias estd relacionado com a carga
bacteriana, viruléncia, capacidade invasiva, sorotipo, até fatores intrinsecos relacionados
a resisténcia e a resposta imune do hospedeiro (MUNIZ-JUNQUEIRA et al., 2009). Para
os helmintos, no decorrer da infec¢do a resposta imunologica costuma ser Th2, e ha
relatos que a infeccdo com parasitos pode prejudicar a resposta imune contra bactérias e

gerar fatores agravantes, tais como abcessos com S. aureus (LAMBERTUCCI et al.,
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2001). Parasitos intestinais podem afetar o desenvolvimento cognitivo e junto a isto, em
regides endémicas, pode haver a interacdo entre parasitos e bactérias, havendo a
necessidade de entender esta associagao (MAZIGO et al., 2010).

O sistema imune dos hospedeiros ¢ fundamental para eliminagdo dos invasores, e
¢ através do processo fagocitario que o hospedeiro consegue se defender dos patdogenos
(DALE; BOXER; LILES, 2008). Em fases cronicas, macrofagos tem dificuldades em
fagocitar, e assim, ha déficit acentuado da capacidade de destruicdo de microrganismos,
que resulta em ativagdo continua do sistema imune (MUNIZ-JUNQUEIRA et al., 1996).
As fungdes fagocitarias e microbicidas dos macrofagos sdo fundamentais para a defesa
do organismo. Os patdgenos que conseguem escapar a esses mecanismos microbicidas
tém certa vantagem, podendo sobreviver, multiplicar-se e levar a alteragdes cronicas, o
que exige um tratamento complexo, ¢ que pode acarretar maiores despesas para os
servigos de saude publica.

A infecgdo por espécies de Schistosoma tem a capacidade de suprimir a resposta
imune. Sabin ef al. (1996) demonstraram a capacidade da esquistossomose em modular a
resposta imune em individuos avaliando junto a vacinacdo para tétano, o que mostrou
uma resposta mista de Th1l e Th2. Outros estudos demonstram a influéncia do parasito
com virus, havendo producao de células T CD4+ e T CD8+, e assim, estas interacdes em
hospedeiros coinfectados podem alterar a transmissao, a avaliacao clinica e o controle de
multiplas doengas infecciosas (CHIODINI, 2001; PEDERSEN; FENTON, 2007). Em
outro trabalho, ja foi observado a capacidade de fungos, como o Paracoccidioides
brasiliensis, em alterar a imunomodulagdo de granulomas esquistossomoticos por meio
citocinas que auxiliam no processo inflamatério (ARAUJO et al., 2019)

A infec¢do por S. mansoni e S. japonicum acarreta varios processos patologicos,
dentre eles, lesdes no epitélio intestinal, o que, associado a resposta imunomoduladora
pode levar a diminui¢do da barreira protetora contra bactérias. Desta forma, essas
condigdes favorecem a translocagdo bacteriana da luz intestinal de animais ¢ humanos
para a circulagdo sanguinea. Alguns trabalhos relatam casos de septicemia bacteriana em
infec¢des com S. mansoni (LAMBERTUCCI et al., 1998; BARNHILL et al., 2011;
HSIAO et al., 2016; COSTAIN; MACDONALD; SMITS, 2018). Em um estudo por
KAY et al. (2015), com criangas zimbabuenses infectados por S. haematobium, foi
encontrado o género Prevotella mais frequente em amostras fecais. O uso de PZQ nao
reverteu a composicao da microbiota, sugerindo que a exposi¢do a helmintos na infancia

pode ter efeitos a longo prazo sobre a estrutura da comunidade de microrganismos. Em
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estudos por Holzscheiter et al. (2014) demonstraram que bactérias comensais do
hospedeiro, durante a infeccdo por S. mansoni, desempenharam um papel importante no
resultado da formagdo de granulomas intestinais e respostas imunes especificas da
esquistossomose, podendo influenciar na excre¢ao do ovo.

Em um trabalho com camundongos, a translocag@o bacteriana foi observada em
sangue periférico, e a presenca de Escherichia coli e Staphylococcus aureus foi relatada
(LIMA et al., 2015). Schneeberger et al. (2018), trabalhando com criangas em area de
risco para esquistossomose, analisou a associagdo de S. mansoni junto a microbiota e se
o tratamento influencia na mudanca de microbiota, mostrando que os filos
Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria e Firmicutes estavam presentes na
microbiota quando infectados com esquistossomose.

Uma vez na circulagdo, estas bactérias chegam até os vermes adultos de S.
mansoni € S. japonicum, presentes nas veias mesentéricas, ¢ se associam a eles, e nesta
associacdo, as bactérias se fixam a moléculas presentes no tegumento do parasito e se
instalam no interior de seu cécum (MUNIZ-JUNQUEIRA; TOSTA; PRATA, 2009). A
associacdo das bactérias possibilita infeccdes bacterianas mais prolongadas, e o
desenvolvimento de resisténcia a antibioticos e a ineficicia de tratamento de ambas as
infecgdes, uma vez que as bactérias adquirem uma prote¢do extra por se associarem a

outro organismo (BARNHILL et al., 2011; COSTAIN; MACDONALD; SMITS, 2018).

2.7 DESAFIOS PARA O TRATAMENTO

Uma das maiores dificuldades para tratamento e eliminagdo de bactérias ¢ o que
ocorre principalmente em hospitais, principal local onde bactérias podem apresentar
resisténcia pelo uso continuo de antibidticos que podem selecionar microrganismos que
ndo respondem ao tratamento. Muitas bactérias podem persistir a infec¢do dentro de seus
hospedeiros e isso pode estar relacionado a imunossupressdo do hospedeiro, evasao pelo
patdgeno ao sistema imune e somado ao uso indevido de medicamentos, sem a correta
orientacdo e muitos medicamentos usados indiscriminadamente por falta de uma correta
identificacdo do patogeno, leva a resisténcia e selecao de microrganismos (WHO, 2012;
FISHER; GOLLAN; HELAINE, 2017).

Cepas resistentes sdo selecionadas quando o medicamento ndo ¢ utilizado de
acordo com sua funcdo e posologia correta, em que sua dose e tempo de uso sdo

fundamentais para sucesso na terapéutica. Desta forma, a Organizacdo Mundial da Saude
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(2016a) propods cinco objetivos a serem alcangados, que seriam: conscientizar a populagdo
com educacdo, comunicacdo efetiva e treinamento de profissionais; fortalecer os
conhecimentos na area; reduzir a incidéncia de infec¢des; desenvolver e otimizar o
financiamento para novos medicamentos, ferramentas de diagnostico, vacinas e outras
intervengoes; e aperfeigoar o uso de antimicrobianos em humanos e outros animais.

Com o aumento da resisténcia pelos microrganismos, muitas doengas tém seu
tratamento comprometido além de maiores complicagdes que pode levar ao dbito, e junto
a isto, maiores gastos da satde publica para tentar suprir os problemas que vao desde o
diagnéstico a cura definitiva (WHO, 2012; WILLIANS et al., 2016).

Os agentes etioldgicos mais descritos e considerados como bactérias resistentes
sd0 Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Acinetobacter spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (DHILLON; CLARK, 2009;
WHO, 2016a). Esta diversidade, que leva a caracteristicas proprias para identificacao dos
microrganismos, faz com que o tratamento seja atribuido conforme protocolo ja
estabelecido, ¢ ndo com uma identificagdo minuciosa, ¢ isto tem sido considerado como
fator no aumento dos indices de mortalidade, principalmente em pacientes internados em
hospitais (KADOSAKI; SOUZA; BORGES, 2012).

J4 para esquistossomose, poucos sao os medicamentos disponiveis para
tratamento. Uma vez instalada, o tratamento exige acompanhamento e controle sanitario
para ter a cura efetiva. Disponivel no mercado, o PZQ teve sua descoberta na década de
70 (GROLL, 1984; SOUZA, 2008; VALE et al., 2017). O medicamento provém da
molécula isoquinoleinico-pirazinico que apresenta boa a¢do anti-helmintica. Sua agdo
ocorre logo apds seu uso, atuando no tegumento do parasito, nos canais de célcio nas
células do tegumento do helminto, aumentando a concentracdo desse ion, provocando a
destruicdo tegumentar (PORDEUS et al., 2008; TAVARES, 2009). A terapéutica no uso
do PZQ para adultos ¢ em dose unica de 50 mg/kg via oral (OLLIARO et al., 2011;
BRASIL, 2017). Ha a op¢ao por Oxaminiquine, porém vem cada vez menos utilizado
devido aos efeitos colaterais indesejados (VITORINO et al., 2012; ARULEBA et al.,
2018).

Com o passar dos anos, ja € relatado as dificuldades encontradas com uso do PZQ
e sua reducdo de eficacia pelo uso continuo e resisténcia do S. mansoni, o que mostra a
importancia da constante atualizacdo e procura de novos farmacos para controle da
doenga (VALE et al., 2017). Contudo, novas estratégias ainda devem ser desenvolvidas,

pois a resisténcia ao PZQ compromete a eficacia do tratamento, assim como outras
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infec¢des, que podem dificultar ainda mais a cura, uma vez que pode haver resisténcia ao
uso de medicamentos (COUTO et al., 2011).

Alguns farmacos para o tratamento da esquistossomose foram descontinuados,
tais como Niridazol, o qual se liga covalentemente aos acidos nucléicos e grupos
sulfidrilas, além de suprimir a hipersensibilidade imunolédgica dos antigenos de ovos
(THETIOT-LAURENT et al., 2013); Metrifonato, com sua agdo em inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase presente no tegumento do parasito, e com o acumulo de acetilcolina,
ha uma paralisia da musculatura do verme, que resulta em seu desprendimento da parede
dos vasos sanguineos (THETIOT-LAURENT et al., 2013; Aruleba et al, 2018); ¢
Oltripaz, que com o esgotamento de suas defesas antioxidantes, o parasito pode ficar mais
vulneravel a danos pelo estresse oxidativo induzido pelo hospedeiro (NARE; SMITH;
PRICHARD, 1992). Porém, quando estes medicamentos sdo comparados ao PZQ
apresentam varios efeitos adversos prejudicais que acabaram nao sendo mais utilizados
na terapéutica de tratamento para esquistossomose.

Desta forma, estes farmacos necessitam de novos estudos ou aprimoramento das
suas moléculas, mas ndo sdo mais utilizados devido aos problemas serem maiores que a
efetividade contra o parasito. O controle e uso racional de antimicrobianos, que inclui
tanto o uso para parasitos quanto para bactérias, tem o objetivo de um melhor tratamento,
profilaxia e na minimizagdo dos efeitos adversos, com seguranga no tratamento proposto
para o paciente. Uma vez que somente o PZQ tem condigdes favoraveis para o tratamento
em massa da populagdo, a vigilancia para o uso correto e seguro ¢ importante, pois o
tratamento em larga escala quando mal aplicado pode acarretar prejuizos para a satde

publica (MOTA et al., 2010; WANG, WANG, LIANG, 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a composi¢ao da microbiota hepética e intestinal durante a fase aguda da
esquistossomose em camundongos BALB/c e a possivel interacdo das espécies S.

mansoni € S. japonicum com bactérias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar a microbiota intestinal de camundongos BALB/c infectados e nao
infectados com as espécies S. mansoni e S. japonicum;

Isolar e identificar as bactérias que compde a microbiota do figado de
camundongos BALB/c infectados com as espécies S. mansoni e S. japonicum;

Identificar o perfil de sensibilidade a diferentes antibioticos das bactérias isoladas
dos figados.

Confirmar através das andlises histologicas as alteragdes patoldgicas que possam
proporcionar a translocagdo de bactérias do limen intestinal;

Comprovar a interacao direta entre bactérias isoladas do figado de camundongos
infectados com vermes adultos e ovos de S. mansoni, através de testes de adesdo de

bactérias ao tegumento destes.



4 MATERIAL E METODOS

A Figura 4 mostra a descri¢do do delineamento experimental deste trabalho:

Figura 4 — Fluxograma do delineamento experimental.
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4.1 ANIMAIS

Camundongos fémeas BALB/c com aproximadamente 2 meses de idade, pesando
aproximadamente 25g, foram adquiridos dos biotérios do Centro de Pesquisas René

Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz e do biotério da Dokkyo Medical University (DMU).
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for the Care and Use of Laboratory Animals in Dokkyo Medical University — Registration

number: 19 - 991.
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4.1.2 Infecgdes por espécies de Schistosoma

Para isolamento das cercarias, os caramujos infectados foram expostos a luz por
2 horas e o liquido contendo as cercarias foi transferido para um unico béquer, originando
um “pool” de cercérias provenientes de varios caramujos. A infeccdo dos camundongos
foi realizada através da inoculagdo de 50 cercarias de Schistosoma mansoni (Cepa LE -
Luiz Evangelista) por via subcutanea provenientes de infecgdes rotineiras realizadas pelo
Moluscario do CPqRR/FIOCRUZ. De cada béquer foi retirado uma aliquota de
aproximadamente 0,3 mL para serem contadas com auxilio de uma lupa. As aliquotas
foram ajustadas a fim de se obter uma concentracdo equivalente a 50 £+ 10 cercarias, em
um volume de 0,3 mL. Os camundongos foram inoculados no dorso, individualmente,
por via subcutanea, segundo a técnica descrita por Pellegrino e Katz (1968). A infec¢ao
foi realizada utilizando uma seringa de aco-inox com volume ajustavel. Apos a infecgdo,
os animais foram transportados para laboratorio de experimentacdo animal do
Departamento de Patologia e Parasitologia da UNIFAL-MG e o biotério do Departamento
de Medicina Tropical e Parasitologia da DMU. Nestes laboratorios, estes animais foram
mantidos em gaiolas devidamente identificadas e alimentados com ragdo comercial e
agua, durante 50 dias (fase aguda para esquistossomose).

A infeccdo por também foi realizada no laboratério Tropical Medicine &
Parasitology da Dokkyo Medical University (Cepa Puerto Rico para S. mansoni e Cepa
Yamanashi para S. japonicum) procedendo-se de modo como descrito anteriormente e
mantidos no biotério da referida instituicdo, sendo estes animais mantidos em gaiolas
devidamente identificadas e alimentados com ra¢do comercial e agua, durante 50 dias

(fase aguda para esquistossomose).

42 ANALISE DA MICROBIOTA INTESTINAL DE CAMUNDONGOS
INFECTADOS COM S. mansoni, S. japonicum E NAO INFECTADOS

Na UNIFAL-MG, seis camundongos ndo infectados - controle (CBr) e seis
camundongos com 50 dias de infecc¢do por S. mansoni (SmBr), com mesma idade, foram
manipulados individualmente de forma a favorecer a defecagdo. As fezes foram coletadas
em tubos de 1,5 ml estéreis para determinacao do peso. Apos, as fezes foram transferidas
para um tubo de 1,5 ml estéril contendo 1 ml de solugdo salina tamponada estéril (PBS).

O material foi submetido a agitacdo em vortex até a completa dissolugdo do material
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fecal. O mesmo procedimento foi realizado com oito camundongos infectados com S.
mansoni (SmJp), oito com S. japonicum (SjJp), € quatro animais ndo infectados (CJp) na
DMU.

Apo6s este procedimento, a eutandsia dos camundongos foi feita por meio de
overdose anestésica com Ketamina e Xilazina (60-90 +5-10 mg/Kg) (GARCIA, 2016), e
a coleta do figado foi feita para isolamento de bactérias presentes neste 6rgao de maneira
estéril em fluxo laminar. Parte do material, apds pesado, destinou-se para metagendmica,
parte foi para andlises de crescimento bacteriano em placas, e outra parte para cortes
histologicos. Além disto, foram coletados os intestinos dos animais infectados e ndo

infectados para realizacdo das analises histologicas.

4.2.1 PCR em Tempo Real

O material fecal foi analisado pela PCR em tempo real,sendo utilizada para
Bactérias Totais e para o filo Bacteroidetes. Para os grupos CBr e SmBr, a analise foi
feita com amostras em triplicata, e foram utilizados um volume final de 10 pL contendo
os seguintes reagentes: SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA), DNA como modelo de PCR e 20 uM de primers (Tabela 1). A reagdo
de PCR foi realizada com Step One PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA), usando as seguintes condi¢des: 60°C por 10 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos de
95 ° Cpor 15s ¢ 60 ° C por 1 min, e estagio de dissociagdo de 95 °C por 15 s, 60°C por 1
min, 95 °C por 15 s e 60 °C for 15 s (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001):

Tabela 1: Primers para PCR em tempo real

Primer Forward Reverse
Bactérias totais 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 5’-AAGGAGGTGWTCCARCC-3’
Bacteroidetes 5’-GTTTAATTCGATGATACGCGAG-3’ 5’-TTAASCCGACACCTCACGG-3’
Firmicutes 5’-GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA-3> 5-AGCTGACGACAACCATGCAC-3’
Proteobacteria 5’-GCTAACGCATTAAGTRYCCCG-3’ 5’-GCCATGCRGCACCTGTCT-3’

4.2.2 Metagendmica

Metade do volume da suspensdo da amostra de fezes dos grupos citados

anteriormente foi centrifugado a 9800 g por 20 minutos a temperatura ambiente. O
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sobrenadante obtido foi descartado e os sedimentos congelados a -80°C para a extragdo
de DNA.

O DNA foi extraido do sedimento obtido através do kit QIAamp DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) conforme as instrugdes do fabricante. Para o
sequenciamento de nova geracdo, fez-se a extracdo de DNA de fezes e figado para
posterior leitura em Qubitds DNA Broad range dos grupos experimentais. Para analise
das fezes, foi feito o pool de 3 amostras de cada grupo experimental (CBr, SmBr, Clp,
Smlp e SjJp) e desta forma, as amostras foram diluidas a 100 ng/uL. Ja o figado, as
amostras do grupos SmBr, SmJp e SjJp foram analisadas separadamente.

O estudo de metagenOmica para identificacdo das bactérias presentes na
microbiota intestinal de camundongos infectados e controle além das bactérias presentes
no figado foi feito através da parceria e protocolo estabelecido pela Universidade de Sao
Paulo (ESALQ/USP) e EUROFINS (Toquio, Japao). Resultados do Japdo em relagcdo ao
sequenciamento estdo em processamento, € ndo foram incluidos neste momento.

Os dados obtidos pelo Miseq 2x250 pb (Illumina, Inc., San Diego, CA) foram
analisados pelo programa Real Time Analysis (fornecido pela Illumina), que faz o base
call das imagens do sequenciamento, convertendo-as em sequéncias no formato fastq,
com cada base acompanhada de um escore de qualidade Phred (EWING et al., 2008). A
avaliagdo inicial das leituras do sequenciamento foi feita com o programa FastQC versdo
0.11.4 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

Inicialmente, as reads forward e reverse foram unidas produzindo um arquivo
fastq montado, utilizando um script, implementado no pipeline Qiime (CAPORASO et
al., 2010). As etapas de controle de qualidade incluiram a filtragem de leituras de baixa
qualidade e de tamanho truncado, e remog¢ao de sequéncias que ocorrem menos que dez
vezes, utilizando 0 programa VSEARCH (EDGAR, 2010).
(https://github.com/torognes/vsearch), seguindo o pipeline recomendado pelo projeto
brasileiro de microbiomas, com algumas modificagdes (ROGNES et al., 2016)

A clusterizagdo das sequéncias em Unidades Taxonomicas Operacionais (OTUs)
com 97% de similaridade foi realizada utilizando o método UPARSE do programa
UCLUST (PYRLO et al., 2014) (http://drive5.com/usearch/manual/uclust_algo.html).
Possiveis quimeras foram removidas. As leituras foram entdo mapeadas contra as OTUs,
e taxonomias foram atribuidas, utilizando o método RDP, implementado no pipeline
QIME (CAPORASO et al., 2010). As sequéncias foram mapeadas pelo programa QIIME,

utilizando o banco de dados Silva, versdo 132, como referéncia.
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Para a andlise de diversidade baseada em OTU, a tabela OTU original foi
rarificada para a mesma profundidade de sequenciamento (profundidade minima das
amostras), para minimizar os efeitos de amostragem. A rarefac¢do o foi realizada
utilizando as métricas de diversidade filogenética, Chaol e espécies observadas. A
diversidade P foi estimada computando distancias UniFrac ponderadas e ndo ponderadas
entre amostras utilizando o pipeline QIIME (CAPORASO et al., 2010).

Em média 87 % das reads foward e reverse foram eficientemente montadas. Apos
o controle de qualidade, foram mantidas 239.892 leituras analisadas para as amostras. A
média de leituras utilizadas por amostra foi de 48.527 (+4.930). Os resultados de
classificagdes taxondmica foram apresentados para diferentes niveis: Nivel 1 = Reino,
Nivel 2 = Filo, Nivel 3 = Classe, Nivel 4 = Ordem, Nivel 5 = Familia.

Para realizar as andlises de bioinformatica foi utilizado o pipeline QIIME 2.0
https://qiime2.org/. Primeiramente as reads multiplexadas foram atribuidas em amostras
bioldgicas. O programa DADA?2, um pacote aberto implementado na linguagem R ¢
utilizado para modelagem e correcdo de erros de amplicons, sem a construgdo de OTUs.
Em vérias comunidades simuladas, DADA?2 identificou variantes mais reais ¢ produziu
menos sequéncias espurias que outros métodos (CALLAHAN et al., 2015). O pacote
DADAZ2 tem um pipeline completo implementado para transformar os arquivos fastq em
sequéncias de amostras inferidas, desmembradas e sem quimera. A filtragem de arquivos
fastq foi realizada para cortar as sequéncias em um comprimento especificado, remover
sequéncias mais curtas que esse comprimento e realizar filtros com base no niimero de
bases ambiguas, em um escore minimo de qualidade e nos erros esperados em uma leitura.
Ap0s, a etapa de desreplicacdo “denoising” foi realizada para se obter uma lista detalhada
de sequéncias unicas e suas abundancias e produzir pontuagdo de qualidade de posi¢do
do consenso para cada sequéncia Unica, tomando a média das qualidades posicionais das
leituras componentes. Em seguida, quimeras foram removidas. DADA2 nao cria OTUs e
diferencia as variaveis de sequéncia relacionadas. Diferentemente de outros, esse pipeline
realiza a fusdo de paired-endreads apds a etapa denoising. Isso ocorre porque o algoritmo
de denoising do nucleo usa a relagdo empirica entre o indice de qualidade e as taxas de
erro, atingindo maior precisdo através do desmembramento antes da fusdo. Como a fusao
ocorre apos da etapa denoising, ¢ adotada a sobreposi¢do exata, uma vez que se espera
que quase todos os erros de substitui¢do ja tenham sido removidos.

Ap0s a etapa de filtragem de qualidade ser concluida, os dados resultantes sdo

explorados no programa Qiime2. Foram atribuidas taxonomias as sequéncias utilizando
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um classificador Naive Bayes pré-treinado, utilizando o banco de dados Silva-132, ¢ o

plugin Q2-class-classifier.

4.2.3 Determinacio do niimero de UFC (Unidades Formadoras de Colonia)

A suspensdo de fezes de todos os grupos foi diluida seriadamente para
determina¢do do numero de unidades formadoras de coldnias por miligrama de fezes
(UFC/mg). As diluigdes das suspensdes foram semeadas em meios BHI (Brain Heart
Infusion), Bile-esculina, EMB (Eosin Methylene Blue agar), e MRS (de Man, Rogosa e
Sharpe) em diluigdes de 10° a 102, e a contagem foi feita a partir de placas que
apresentaram entre 30 e 300 coldnias.

O mesmo procedimento foi realizado no figado, o qual foi triturado para
determinagdo do nimero de unidades formadoras de colonias por miligrama (UFC/mg).

As colonias isoladas do figado foram obtidas através de critério de sele¢do como
formato, tamanho, cor da colonia e analisado o Gram para cada bactéria. Apos coletadas,
foram submetidas a mais um ciclo de purificacdo (estriamento em agar BHI) para
obtencdo de culturas puras e determinagdo do perfil de resisténcia e sensibilidade aos
antibioticos pelo método de difusdo em 4gar, e determinagdo da Concentracao Inibitoria

Minima e Concentragdo Microbicida Minima.

4.2.4 Identificacio bacteriana por MALDI-TOF

As Bactérias isoladas em meio BHI a partir do figado foram submetidas a
crescimento em caldo BHI a 37°C for 18h para posterior andlise, e aproximadamente
3.107 células de cada placa foram retiradas e transferidas para microtubos.
Subsequentemente, 3 puL de solucdo organica (4dgua/acetonitrila/acido trifluoracético,
50:47,5:2,5) foram adicionados para cada microtubo contendo a bactéria isolada.
Posteriormente mais 3 plL de acido férmico/acetonitrila (25:75) foram adicionados ao
microtubo por bactéria isolada. Os microtubos foram imediatamente homogeneizados por
1 minuto, a entdo 1 pL. de solucdo matriz (solucdo saturada de a-ciano-4-hidroxi-acido
cinamico — CHCA - em 50% acetonitrila/2,5% acido trifluoracético) foi adicionada a
solu¢do e gentilmente misturada (OLIVEIRA et al., 2015). A cepa de Escherichia coli
K12 obtida da Cole¢ao Publica Portuguesa da parceria com a Universidade do Minho foi

usada in situ para extragdo de proteinas, a qual foi usada como padrao para a calibragao
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externa do MALDI-TOF. Células de E. coli K12 foram crescidas em meio agar Luria-
Bertani (LB — 1% bacto-triptona, 0,5% extrato de levedura de bactérias, 1% NaCl) a 37°C
por 18h. 1 ng de material celular de uma unica colonia E. coli K12 foi transferida para a
placa de MALDI e a matriz de solucdo CHCA foi adicionada e gentilmente misturada
para ser a cepa controle. Cada amostra foi feita em triplicata para avaliar a reprodutividade.
Amostras foram entdo analisadas em MALDI-TOF espetrometro microflex LT
(BrukerDaltonics, Bremen, Germany), usando o sistema automatico MALDI Biotyper 3.0,
e os testes foram realizados na Universidade Federal de Lavras e Saarland University

Medical Center.

4.2.5 Antibiograma

Os testes para determinar o perfil de susceptibilidade aos antibidticos foram
realizados com os isolados bacterianos obtidos do figado do grupo SmBr. Os isolados
foram inoculados em 10 mL de Caldo BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C, por cerca de
24 horas.

As culturas bacterianas foram diluidas em salina estéril para atingir a escala de 0,5
na escala de Mac Farland. Esta dilui¢do foi inoculada na superficie das placas contendo
meio dgar Mueller Hinton com auxilio de swabs estéreis. Posteriormente, foram
adicionados os discos de antibioticos e as placas foram incubadas a 37° C por 24 horas.
Os antibioticos utilizados foram Clindamicina 2pg(Classe das Lincosaminas) Doxiciclina
30pg (classe das Tetraciclinas) Gentamicina 10pg (Classe dos Aminoglicosideos),
LevofloxacinoSug (Classe das Quinolonas), Eritromicina 15ug (classe dos Macrolideos)
e Sulfametoxazol+Trimetropima 23,75ug + 1,25ug (Classe das Sulfonamidas). Os
antibioticos foram escolhidos por serem wusados na terapéutica de infecc¢des
gastrointestinais. A leitura foi feita medindo-se os halos, e a interpretacdo de acordo com
as recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M7-M10, 2015).
Apods confirmadas sensibilidade das bactérias aos antibidticos, as bactérias foram
submetidas a andlise de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo

Microbicida Minima.

4.2.6 Concentracio inibitoria minima (CIM)

Para a realizacdo e analise destes ensaios foi adotado o procedimento descrito por

Clinical And Laboratory Standards Institute — CLSI M100 (2015) para bactérias. Em tubo



55

de 1,5 mL, foi preparada a solucdo dos antibidticos Clindamicina, Doxiciclina,
Eritromicina, Gentamicina, Levofloxacino, Sulfametoxazol+Trimetropima. Os
antibioticos foram ressuspendidos de acordo com a instrugdo dos fabricantes:
Clinadamicina, Doxiciclina, Eritrocmicina, Gentamicina foram diluidos em 5mL
(concentracdo estoque 20mg/mL), Lexofloxacino em 9mL (concentracdo estoque 11,1
mg/mL) e Sulfametoxazol+Trimetropima em 10mL (concentracdo estoque 2mg/mL).

Para os testes de determinacao de atividade antimicrobiana, foram utilizadas as
bactérias isoladas a partir do figado dos animais dos grupos SmBr, SmJp e SjJp. Com o
auxilio de alca de bacterioldgica esterilizada, culturas puras de 24 horas dos micro-
organismos crescidas em caldo BHI foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5
mL de solugdo salina 0,9% esterilizada. A suspenso gerada foi padronizada a 1,5 x 108
UFC/mL. A suspensdo foi diluida 10 vezes em solu¢do salina 0,9% estéril e
posteriormente, Iml desta diluicdo foi transferido para 9mL de Caldo Miller Hinton
(CMH). Aliquotas de 20uL desta ultima suspensdo foram adicionadas aos respectivos
pogos da placa de 96 pocos apo6s diluicao seriada dos antibidticos.

Alguns pocos da placa foram utilizados como controles de crescimento do indculo
e de esterilidade do meio de cultura. Nos pocos de controle de esterilidade, foram
adicionados apenas 200 pL de meio BHI. Nos pogos para controle de crescimento dos
micro-organismos avaliados, foram adicionados 180 pL. de meio CMH e 20 pL do in6culo
previamente preparado.

As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente foi
adicionado o revelador resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido) 0,2%
(adigdo de 20 pL por pogo). A resazurina ¢ um indicador de viabilidade celular, cujo
mecanismo se baseia na reducdo da resazurina (cor purpura) a resorufina (cor résea),
tendo correlagdo direta com a quantidade/proliferacdo de microrganismos e a quantidade
de cor no poco. Apos adi¢do da resazurina, a placa foi incubada a 37°C por 2 horas, ¢
apos incubacdo, foi feito a leitura pela observagdo da mudanga de cor (O'BRIEN et al.,

2000).
4.2.7 Determinac¢ao da Concentraciao Microbicida Minima (CMM)
Uma aliquota de 10uLfoi retirada dos pocos que ndo apresentaram crescimento

significativo (coloragdo azul), e do primeiro poco onde ocorreu crescimento bacteriano

(rosa/purpura). Esta aliquota foi aplicada sobre a superficie de uma placa contendo agar
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Mueller Hinton. A placa foi incubada a 37°C por 24 horas. A auséncia de crescimento
microbiano foi indicativo da ac¢do bactericida sobre o micro-organismo testado. A menor

concentragdo onde ocorreu atividade microbicida foi definida como a CMM.

4.3 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E CAPTURA DE FOTOS

Os orgdos figado e intestino foram fixados em solugdo de paraformaldeido pH =
7,4 a 0,1 mol. Os fragmentos dos 6rgaos foram processados (desidratados, diafanizados,
e incluidos em parafina). Os 6rgdos em parafina foram cortados em micrétomo rotativo a
5 micrometros de espessura, com 3 cortes semi-seriados. As laminas foram coradas pela
técnica de hematoxilina e eosina e ap6s analisadas em microscopia de luz (ROCHA et al.
2017). Para obter imagens dos tecidos utilizou-se do microscopio AxioCam ICc3 da
marca Zeiss acoplado ao programa AxioVision para observacdo de formagdo de

granulomas, possiveis danos em tecido e presenca de ovos de S. mansoni e S. japonicum.

4.4 DETERMINACAO DA ADESAO DE BACTERIAS ISOLADAS

Os parasitos adultos de S. mansoni foram colocados em placas de 6 pogos para
realizar a oviposic¢do por 5 dias. Apos, houve a coleta dos ovos e os vermes adultos, entdo
foram separados em 2 tubos de 50mL e fixados em formalina tamponada por 24h. A
dilui¢do das bactérias apos o crescimento (Bordetella hinzii, Escherichia coli,
Haemophilus haemolyticus e Lactococcus garvieae) foi realizada em caldo BHI até
atingir a Densidade Optica de 0,2 (600 nm) . Desta dilui¢do, Iml do meio contendo a
bactéria diluida foi colocado em tubos de 2ml. Para cada bactéria, 2 tubos foram utilizados
para parasitos e 2 tubos para ovos. Trés casais (6 parasitos) foram adicionados por tubo;
e pelo menos 100 ovos foram colocados em cada tubo, sendo todos incubados por 1h a
37°C a 100 RPM. Os tubos foram centrifugados por 4 minutos a 200 rpm, retirado o
sobrenadante e adicionado ImL de PBS estéril. O procedimento repetiu-se por mais duas
vezes. O conteudo dos tubos (vermes ou ovos) foi transferido para placa de cultura de 24
pogos, e foi completado o volume com 1 mL de caldo BHI. Um controle positivo com
meio de cultura e parasito; meio de cultura e ovos; e meio de cultura e bactérias foram
também analisados. A cada poco foram adicionados 100 pL de resazurina na
concentragdo de 0,02 mg/mL fo. As placas foram incubadas a 37°C, 40 rpm por duas

horas. A mudanca de coloracao foi realizada através da leitura da densidade otica, e como
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as duas formas do corante (oxidada ou reduzida) tem comprimentos de onda diferentes
ao absorver luz, as leituras de absorbancia foram feitas a 570 (forma reduzida) e 600 nm

(forma oxidada) em leitor de microplacas e calculada segundo a equacao:

Redugdo da resazurina = [As;) —(Aqp X RO)]

Nesta equagao, As7o= absorbancia a 570nm, Ago= absorbancia a 600nm e RO ¢ o
fator de correcdo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo (C)
- resazurina na auséncia de bactérias [RO=(As70C /Ae00C)] (DINIZ, 2013; STIEFEL,
2016).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para trés ou mais grupos, os dados paramétricos foram submetidos ao teste One-
way ANOVA seguido pelo teste de Studant- Newman-Keuls para comparagdes multiplas.
Para comparagdes entre dois grupos foram utilizados os testes t Student para dados
paramétricos ou Teste Tukey. O nivel de significancia dos testes foi estabelecido para

5%. Resultados com valor de p<0,05 sdo diferentes estatisticamente.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO DA MICROBIOTA DE CAMUNDONGOS INFECTADOS COM S.
mansoni E S. japonicum NAS FEZES

A partir das fezes, fez-se o célculo de UFC/mg de fezes dos animais controle e
dos animais infectados com S. mansoni e S. japonicum. Nas fezes dos animais
provenientes do grupo CBr a quantificagio bactérias variou de 8,35.10%a 3,7.10° UFC/mg,
e nas fezes do grupo Clp, a variagdo foi de 1,2.10°a 3,7.10° UFC/mg. Para o grupo SmBr,
os valores de UFC/mg de fezes variaram de 3,4.10% a 7,94.10°. J4 para os grupos SmJp e
SjJpl a variagdo de UFC/mg de fezes for 3,4.10* a 12,7.10° ¢,1.10* e 7,2.10°,
respectivamente. Os dados demonstram que ndo houve diferenga significativa (CBr e
SmBr- p =0,3637 ¢ CJp, SmJp e SjJp - p = 0,5564). Houve crescimento bacteriano com
incontdveis colonias para os meios Bile esculina e EMB, tanto para CBr quanto para o
grupo SmBr. Nao houve crescimento no meio MRS para os grupos CBr e SmBr, porém

foram observados o crescimento de incontaveis colonias para CJp, SmJp e Sjlp.

Figura 5 - Unidades Formadoras de Colonia nas fezes.
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Fonte:  Elaborada pelo autor (2021).
Legenda: BHI - Brain Heart Infusion - Infus@o de Coragéo e Cérebro; C - Controle; Sm. Schistosoma

mansoni; Sj — Schistosoma japonicum.

5.1.1 Analise Metagenomica nas fezes

A analise da microbiota presente nas fezes no grupo infectado SmBr demonstrou
um aumento de bactérias pertencentes ao filo Bacteroidetes (56,6% para 77%) e uma

diminui¢do do filo Firmicutes (37,5% para 13,9%) (Figura 6). Nota-se que ndo houve
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grandes alteragdes para outros Filos, sendo pouca a diferenca encontrada para os filos
Proteobactéria, Verrucomicrobia e Cyanobacteria.

Em relagdo a Classe foi identificada alteragcdes no numero de bactérias da Classe
Bacteirodia (56,6% para CBr e 77% para SmBr) e Clostridia (34,5% para CBr e 11,3%
para SmBr). Em relacdo a ordem, a Bacteirodales (56,3% para CBr e 76,8% para SmBr)
e Clostridiales (34,5 para CBr e 11,3% para SmBr).

E por fim, j& para Familia, Lachnospiraceae (24,7% para CBr ¢ 5,4% para SmBr);
Muribaculaceae (27,8% para CBr e 47,6% para SmBr) e Prevotellaceae (21,5% para CBr
e 23,1% para SmBr) s3o os que estdo mais presentes quando se comparam 0s animais nao

infectados e os infectados com S. mansoni nas fezes.
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Figura 6 - Classificacdo das bactérias de Filo até Familia a partir de fezes camundongos infectados com S. mansoni
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Legenda: Sm - Schistosoma mansoni. A) Filo. B) Classe. C) Ordem.D) Familia.
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5.1.2 PCR em tempo real

Para andlise da PCR em tempo real para as fezes, conforme Tabela 2 e Figura
7,houve uma maior presenca de DNA para Bactérias Totais para o grupo SmBr quando
comparado ao grupo CBr (p = 0,0441). Em relag¢do ao Filo Bacteroidetes houve maior
presenga de DNA para o grupo SmBr quando comparado ao grupo CBr (p = 0,0256).
Para Firmicutes, houve diminuicdo para o grupo SmBr, e para Proteobacterias foi
observado aumento, sendo que para ambos ndo houve diferengas estatisticas quando

comparados CBr e SmBr.

Tabela 2 — Cts na PCR em tempo real para CBr e SmB com DNAs
extraidos das fezes.

CBr(Cy) SmBr(Cy)
Bactérias totais 34,21 (£0,97) 30,52 (£ 0,64)
Bacteroidetes 13,76 (£ 0,25) 10,40 (£ 0,57)
Firmicutes 11,04 (£0,81) 13,26 (= 0,80)
Proteobacterias 25,87 (£0,94) 23,98 (+0,83)

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Figura 7 — PCR em tempo real para Bacterias Totais e Filo Bacteroidetes

Bactérias Totais Proteobactérias
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Fonte:  Elaborada pelo autor (2021).
Legenda: CBr — Controle; SmBr — Infectado com Schistosoma mansoni
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5.2 ESTUDO DA MICROBIOTA DO FIGADO DE CAMUNDONGOS
INFECTADOS COM S. mansoni E S. japonicum.

5.2.1 Contagem de bactérias presentes no figado

Para identificagdo das bactérias em figado dos animais controle e animais
infectados com S. mansoni e S. japonicum, fez-se o plaqueamento em meios BHI, Bile
Esculina, EMB e MRS. Desta forma, placas foram analisadas quanto ao crescimento de
bactérias.

Para o grupo CBr e Clp em todos os meios e dilui¢des, ndo houve crescimento
bacteriano. J4 para o grupo infectado SmBr, SmJp e SjJp apresentaram crescimento

conforme tabela 3 a seguir:

Tabela 3 - Crescimento de bactérias de figado de camundongos

CBr (%) Clp (%) SmBr (%) Smlp (%) SiJp (%)

BHI 0/6 (0)  0/4(0) 5/6(857)  4/8(50) 2/8 (25)

Bile Esculina ~ 0/6(0)  0/4(0)  6/6(100)  3/8(37,5)  3/8(37.5)
EMB 0/6 (0)  0/4(0)  4/6(66,6)  2/8(25) 3/8 (37.5)
MRS 0/6 (0)  0/4 (0) 0/6 (0) 0/8 (0) 3/8 (37.5)

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Legenda: C - Controle. Sm - S. mansoni. Sj - S. japonicum. BHI - Brain Heart Infusion
Infusdo de Coragdo e Cérebro. EMB - Eosin Methylene Blue - Eosina azul
de metileno. MRS - de Man, Rogosa e Sharpe.

E por fim, fez-se o calculo de UFC/mg de figado dos animais infectados com S.
mansoni ¢ S. japonicum. Para o grupo controle, ndo houve contagem de UFC/mg, pois
nao houve crescimento em nenhum meio de cultura (BHI, Bile Esculina, EMB ¢ MRS).
Para o grupo infectado os valores variaram (Tabela 4 a 6): SmBr - BHI - 0,16.10° a
1,63.10° UFC/mg, SmJp - 1,4.10'a 2,2.10°UFC/mg e SjJp 3,3.10° a incontaveis; Bile
esculina — SmBr - 0,14.10> UFC/mg a 0,38.10° UFC/mg, SmJp - 2.10'UFC/mg a
incontaveis UFC/mg e SjJp - incontaveis; EMB — SmBr - 0,13.10° a 0,58.10°
UFC/mg,SmJp - 9.10"!' a incontaveis e SjJp - incontaveis. Nao houve diferenga estatisticas
(p = 0,3068)quando comparado os 3 grupos. Nao houve crescimento em MRS para SmBr

e SmJp, mas houve para SjJp.
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Tabela 4 - Numero de UFC/mg de figado provenientes de camundongos infectados SmBr.

Meios SmBrl SmBr12 SmBr3 SmBr4 SmBr5 SmBr6

BHI 1,63.10°  0,16.10° 0 0,21.10" 1,71.10* 0,32.10"
Bile Esculina  0,38.10°  0,35.10*>  0,14.10° 7,3.10"! I I

EMB 0 0,58.10° 0 43.10"  0,27.10" 0,13.10°
MRS - - - - - -

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Legenda: C - Controle. Sm - S. mansoni. I — Incontaveis. BHI - Brain Heart Infusion - Infusdo de
Coragdo e Cérebro. EMB - Eosin Methylene Blue - Eosina azul de metileno. MRS - de
Man, Rogosa e Sharpe.

Tabela 5 - Numero de UFC/mg de figado provenientes de camundongos infectados SmJp.

Meios SmJpl SmJp2 SmJp3 SmJp4 SmJp5 SmJp6 SmJp7 SmJp8

BHI - - - 1,4.10" - 22100 02.10°  02.10°
Bile Esculina - - - 2.10" | I - -
EMB - - - - - 9.10" I -
MRS - - - - - - - -

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
Legenda: C - Controle. Sm - S. mansoni. I — Incontaveis. BHI - Brain Heart Infusion - Infusdo de Coragao
Cérebro. EMB - Eosin Methylene Blue - Eosina azul de metileno. MRS - de Man, Rogosa ¢ Sharpe.

Tabela 6 - Numero de UFC/mg de figado provenientes de camundongos infectados SjJp.

Meios SjIpl SjIp2 SjIp3 SjJp4 SjIp5s SjJp6 SjIp7 SjIp8
BHI - 3,3.10° - - - - - I
Bile Esculina - I - - - I - I
EMB - I - - I - - I
MRS - I - - - - I I

Fonte:  Elaborada pelo autor (2021).
Legenda: C - Controle. Sm - S. mansoni. I — Incontaveis. BHI - Brain Heart Infusion - Infusdo de Coragao
e Cérebro. EMB — Eosin Methylene Blue - Eosina azul de metileno. MRS - de Man, Rogosa e Sharpe.

5.2.2 Analise Metagenomica do figado

A partir da andlise metagenomica para SmBr, foi observado que ndo houve
concordancia em relagdo as bactérias encontradas, havendo maior diversidade nas classes
taxondmicas entre os animais analisados. Isto se percebe ja iniciando pelo Filo, em que
Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobactérias sdo os que se destacam. Para Firmicutes,
houve variagdo entre 8,4 a 82,2%; para Bacteroides, 1,4 a 40,3%; j& para Proteobacteria,

6,6 a 64,7%. Desta forma, a variacao foi-se ampliando, em que para a Classe, Bacteroidia
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(1,4 a 40,3%), Clostridia (de 0,2 a 33,8%), Bacilli (de 3,3 a 81,8%) e
Gammaproteobacteria (2,7 a 60,8%) sdo os que apresentaram maior variacao.

Para a Ordem, Bacteriodales (de 0,2 a 40,2%), Clostridiales (0,2 a 33,8%)
Lactobacillales (de 2,7 a 80,6%), e Alteromonadales (42%) sdo os que se destacam. Para
a Familia, Rikenellaceae (23,5%), Bacteroidaceae (de 0,1 a 13,3%), Lactobacillaceae (de
2,3 a 80,1%), Ruminococcaceae (0,8 a 28%) e Idiomarinaceae (0 a 32%) sdo os que

possuem maior variagao (Figura 8):



A

100

90
80
70
60
50
40
30
20

10

m Outros

B Actinobacteria

m Verrucomicrobia
u Proteobacteria
B Bacteroidetes

M Firmicutes

100

Fonte:

90
80
70
60
50
40
30
20

10

m Outros

m Alteromonadales
m Selenomonadales
m Clostridiales

m Bacteroidales

M Lactobacillales

SmBri (%)
4,4
34
0,6

8
1,4
82,2

SmBrl (%)
18
0
0,1
0,2
1,1
80,6

SmBr2 (%)
7,3
1,3
0,4
6,6
40,3
44,1

SmBr2 (%)
16,6
0
6,7
33,8
40,2
2,7

Elaborada pelo autor (2021).

SmBr3 (%)
19,8
2
0,7
64,7
4,4
8,4

SmBr3 (%)
52,4
42
0,1
0,8
0,1
4,6

B 100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
SmBrl (%)
m QOutros 13,8
| Negativicutes 0,1
W Gammaproteobacteria 2,7
M Bacteroidia 1,4
m Clostridia 0,2
m Bacilli 81,8
D 100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
SmBrl (%)
m QOutros 19,8
m [diomarinaceae 0
B Ruminococcaceae 0
M Rikenellaceae 0
M Bacteroidaceae 0,1
m Lactobacillaceae 80,1

Legenda: Sm - Schistosoma mansoni. A) Filo; B) Classe; C) Ordem; D) Familia.
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Figura 8 - Classificacdo das bactérias de Filo até Familia a partir de figado camundongos infectados com S. mansoni.
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5.2.3 Identificacio das bactérias provenientes do figado - MALDITOF

Obteve-se 4 espécies de bactérias diferentes para SmBr, 2 espécies para Smlp e 3
para SjJp (Tabela 7). Estas bactérias foram isoladas em meio BHI, Bile Esculina e EMB
para purificacdo. As bactérias foram analisadas no equipamento MALDI-TOF, obtendo-
se o seguinte resultado, de acordo com o National Center for Biotechnology Information
(NCBI) — Centro Nacional de Informa¢do Biotecnolégica - do Filo Proteobacteria:
Bordetella hinzii, Haemophilus haemolyticus e Escherichia coli para SmBr; ja do Filo
Firmicutes: Lactococcus garviea e para SmBr; Staphylococcus nepalensise
Staphylococcus sciuri para Smlp,; e Enterococcus galinarum, Staphylococcus sciuri e

Paenibacillus para SjJp, conforme tabela 7:

Tabela 7 - Identifica¢do de bactérias a partir do figado dos animais infectados SmBr, SmJp e SjJp.

Bac  Agar Identificagéo da bactéria Gram Formato Identificagdo - MALDITOF
SmBr 1 BHI Pequena, branca com borda irregular Negativo Cocos Bordetellahinzii
SmBr 2 BHI Grande, branca com borda arredondada ~ Negativo Bacilo Haemophilus haemolyticus
SmBr 3 BHI Grande, branca com borda irregular Negativo Bacilo Escherichia coli
SmBr 4 BHI Pequena, branca com borda irregular Positivo Cocos Lactococcus garvieae
SmBr 5 BE Grande, branca com borda arredondada ~ Negativo Bacilo Escherichia coli
SmBr 6 EMB Grande, rosa com borda arredondada Negativo Bacilo Escherichia coli
Smlp 1 BHI Pequena, branca com borda circular Positivo Cocos Staphylococcus nepalensis
SmJp 2 BE Pequena, negra com borda circular Positivo Cocos Staphylococcus nepalensis
Smlp 3 BE Grande, branca com borda irregular Positivo Diplococos Staphylococcu ssciuri ssp.
Smlp 4 BHI Meédia, branca com borda regular Positivo Cocos Staphylococcus nepalensis
SmJp 5 BE Pequena, negra com borda circular Positivo Cocos Staphylococcus nepalensis
Smlp 6 EMB Pequena, verde com borda circular Positivo Cocos Staphylococcus nepalensis
Smlp 7 BHI Pequena, branca com borda circular Positivo Cocos Staphylococcus nepalensis
SmJp 8 BE Pequena, negra com borda circular Positivo Cocos Staphylococcus nepalensis
Smlp 9 BHI Pequena, branca com borda circular Positivo Cocos Staphylococcus nepalensis
Smlp 10 BHI Pequena, branca com borda circular Positivo Cocos Staphylococcus nepalensis
Sjlp 1 BHI Grande, incolor com borda irregular Positivo Diplococos Staphylococcus sciuri ssp.
Sjlp 2 BHI Média, branca com borda irregular Positivo Cocos Enterococcus galinarum
Sjlp 3 BE Pequena, branca com borda circular Positivo Cocos Enterococcus galinarum
Sjlp 4 BE Grande, negra com borda circular Positivo Diplococos Staphylococcus sciuri ssp.
Sjlp 5 BHI Grande, amarela com borda circular Positivo Estreptobacilo Paenibacillus sp.

Fonte:  Elaborada pelo autor (2021).
Legenda: BHI - Brain Heart Infusion - Infusdo de Coragdo e Cérebro; EMB - EosinMethylene Blue - Eosina azul de metileno.
BE — Bile esculina.
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5.2.4 Antibiograma das bactérias isoladas do figado

Todas as bactérias analisadas (Bordetella hinzii, Haemophilus haemolyticus,
Escherichia coli e Lactococcus garvieae) foram resistentes a Clindamicina. Para
Doxiciclina: o halo de inibi¢do variou de 11 (E. coli) a 28mm (L. garvieae); Eritromicina:
o halo de inibigdo variou de 12 (E. coli) a 35mm (B. hinzii); Gentamicina: o halo de
inibi¢do variou de 21 (L. garvieae ¢ E. coli) a 25 mm (H. haemolyticus); Levotloxacino:
o halo de inibi¢ao variou de 29 (B. hinzii) a 40 mm (ambas E. coli); e Sulfametoxazol +
trimetoprima: o halo de inibi¢do variou entre resistente - sem halo - (L. garvieae) a 33mm

(B. hinzii) (CLSI, 2016), conforme pode ser visto na tabela 8§ a seguir:

Tabela 8 - Halos (em milimetros) de bactérias isoladas de figado de animais infectados com S. mansoni partir
de Antibiograma.

Sensibilidade  B. hinzii  H. haemolyticus  E. coli L. garvieae  E. coli  E. coli

Cli >21 mm R R R R R R
Dox >14mm 25 24 22 28 24 11
Eri >13mm 35 21 13 32 12 12
Gen >15mm 20 25 23 23 21 21
Lev >16mm 29 35 40 33 40 31
Sut >16mm 33 29 30 R 29 30

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
Legenda: R —Resistente (sem halo). Clindamicina (Cli), Doxiciclina (Dox), Eritromicina (Eri),Gentamicina
(Gen), Levofloxacino (Lev), e Sulfametoxazol + Trimetoprima (Sut).

O protocolo foi realizado somente com as bactérias isoladas do figado de animais
do grupo SmBr, e tais antibidticos selecionados foram testados com as bactérias do figado

dos grupos Smlp e SjJp.

5.2.5 Concentracio Inibitoria Minima (CIM) e Concentracio Microbicida Minima
(CMM)

As tabelas 9, 10 e 11 trazem os valores de CIM e CMM (CLSI, 2016), para os
diferentes antibidticos frente as bactérias isoladas do figado. Para Clindamicina, B. hinzii
e L. garvieae apresentaram-se com CIM e CMM de 0,31pug/mL; H. haemolyticus
apresentou CIM e CMM de 0,62ug/mL e E. coli teve CIM e CMM >10pg/mL. Para
Doxiciclina, B. hinzii € H. haemolyticus tiveram CIM e CMM de 0,62ug/mL; L. garvieae
e E. coli apresentaram-se com CIM de 0,31pg/mL, com CMM de 0,31pg/mL para a
primeira ¢ 5 a 10ug/mL para a segunda, sendo todas sensiveis ao farmaco (CIM

<4ug/mL).
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Para Eritromicina, B. hinzii, mostrou CIM e CMM de 0,07ug/mL; H.
haemolyticus, CIM e CMM de 0,62ug/mL; L. garvieae, CIM e CMM de 0,31pug/mL ¢ E.
coli com CIM de 0,15 a>10 pg/mL e CMM >10ug/mL, sendo assim, somente B. hinzii
sensivel ao farmaco (CIM <0,5ug/mL). Em relacdo a Gentamicina, para B. hinzii, seu
CIM foi de 0,31pg/mL e CMM de 1,25ug/mL; para H. haemolyticus, CIM ¢ CMM de
0,62ug/mL; L. garvieae apresentou-se com CIM e CMM de 0,62ug/mL e para E. coli,
CIM e CMM variou de 0,15 a 0,31 pg/mL. Desta forma, todas as bactérias foram sensiveis
ao farmaco (CIM < 4pg/mL).

Para Levofloxacino, B. hinzii apresentou CIM e CMM de 0,62ug/mL; H.
haemolyticus e E. coli com CIM e CMM de 0,31pug/mL e L. garvieae, CIM e CMM de
0,31pg/mL. Assim, somente B. hinzii ndo foi sensivel ao farmaco (CIM < 0,5ug/mL).

Por fim, para Sulfametoxazol + Trimetoprima, para B. hinzii, H. haemolyticus e
E. coli apresentou CIM e CMM de <0,3/ug/mL; para L. garvieae, CIM ¢ CMM de
0,62ng/mL. Desta forma, nenhuma bactéria foi sensivel ao farmaco (CIM <0,05ug/mL).

Tabela 9 - Concentragdo Inibitoéria Minima (CIM) e Concentragao Microbicida Minima (CMM) para bactérias isoladas
dos animais do grupo SmBr.

B. hinzii H. haemolyticus E. coli L. garvieae E. coli E. coli
S CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM
Cli <05 <031 <031 0,62 0,62 >10 >10 <0,31 <0,31 >10 >10 >10 >10
Dox <4 0,62 0,62 0,62 0,62 0,31 5 <0,31 <0,31 0,31 10 0,31 5
Eri <0,5 0,078 0,078 0,62 0,62 >10 >10 <0,31 <0,31 >10 >10 >10 >10
Gen <4 0,31 1,25 0,62 0,62 0,31 0,31 0,062 0,062 0,15 0,15 0,31 0,31

Lev. <05 0,62 0,62 <0,31 <0,31 <0,31 <0,31 0,031 0,031 <0,31 <0,31 <0,31 <0,31
Sut  <0,05 <0,31 <0,31 <0,31 <0,31 <0,31 <0,31 0,62 0,62 <0,31 <0,31 <0,31 <0,31

Fonte:  Elaborada pelo autor (2021).

Legenda: Concentragdo em ug/mL. Clindamicina (Cli), Doxiciclina (Dox), Levofloxacino (Lev), Gentamicin(Gen),
Eritromicina (Eri) e Sulfametoxazol + Trimetoprima (Sut). S — Sensibilidade pg/mL.

Para Clindamicina, S. nepalensis apresentou com CIM e CMM de 0,62pg/mL a
>10ug/mL,; S. sciuri apresentou CIM de 1,25ug/mL eCMM de2,5ug/mL. Para
Doxiciclina, S. nepalensis teve CIM de 0,15ug/mL a >10pg/mL, ja S. sciuri teve CIM de
0,15ug/mL e CMM5ug/mL, sendo ambos sensiveis ao farmaco (CIM <4ug/mL) (Tabela
10).

Para Eritromicina, S. nepalensis mostrou CIM e CMM de 0,31 pg/mL a 10 pg/mL;
S. sciuri, CIM de 0,62pg/mL e CMM 5ug/mL, sendo assim, somente S. nepalensis
apresentou sensibilidade ao farmaco (CIM <0,5ug/mL). Em relagdo a Gentamicina, para

S. nepalensis, seu CIM e CMM foi de <0,07pug/mL a 0,15pg/mL; para S. sciuri
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apresentou-se com CIM de 0,07ug/mL e CMM de 0,15pg/mL. Desta forma, ambas as
bactérias foram sensiveis ao farmaco (CIM < 4pg/mL).

Para Levofloxacino, S. nepalensis apresentou CIM ¢ CMM de 0,31pg/mL a
Sug/mL; S. sciuri com CIM e CMM de 0,62pg/mL. Assim, somente S. nepalensis
apresentou sensibilidade ao farmaco (CIM < 0,5pg/mL).

Por fim, para Sulfametoxazol + Trimetoprima, para S. nepalensis apresentou CIM
e CMM del,25ug/mL a 10pg/mL; para S. sciuri, CIM de Sug/mL e CMM de >10. Desta
forma, nenhuma bactéria foi sensivel ao farmaco (CIM <0,05 pg/mL). Todos os

resultados estdo descritos na tabela 10:

Tabela 10 - Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Microbicida Minima (CMM) para SmJp.

S. nepalensis(1)  S. nepalensis(2) S. sciuri(3) S. nepalensis(4)  S. nepalensis(5)
S CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM
Cli <0, 2,5 >10 0,62 2,5 1,25 2,5 2,5 5 1,25 5
Dox <4 0,62 >10 0,31 2,5 0,15 5 0,31 5 0,31 5
Eri  <0,5 2,5 >10 0,31 5 0,62 5 0,62 >10 0,62 5
Gen <4 <007 0,15 <0,07 <0,07 <0,07 0,15 <0,07 0,15 <0,07 0,15
Lev <0,5 0,62 1,25 0,62 1,25 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62 5
Sut  <0,05 2,5 >10 >10 >10 5 >10 >10 >10 1,25 >10

S. nepalensis(6)  S. nepalensis(7) S. nepalensis(8)  S. nepalensis(9)  S. nepalensis(10)
S CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM

Ci <05 125 2,5 1,25 5 1,25 2,5 0,62 0,62 0,62 1,25
Dox <4 0,31 =10 0,31 2,5 0,62 2,5 0,31 0,62 0,31 0,62
Eri <05 1,25 >10 0,62 =10 0,62 5 0,31 2,5 0,31 0,62
Gen <4 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07
Lev <05 0,62 1,25 0,62 0,62 0,62 2,5 0,31 0,31 0,31 0,31
Sut  <0,05 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 1,25 >10

Fonte:  Elaborada pelo autor (2021).
Legenda: Concentragdo em ug/mL. Clindamicina (Cli), Doxiciclina (Dox), Levofloxacino (Lev),Gentamicina (Gen),

Eritromicina (Eri) e Sulfametoxazol + Trimetoprima (Sut). S - Sensibilidade pg/mL.

Para Clindamicina, S. sciuri apresentou com CIM de 0,62ug/mL e 1,25 pg/mL e
CMM de 2,5ug/mL; E. galinarum apresentou CIM e CMM>10pg/mL e Paenibacillus
CIM e CMM >10pg/mL. Para Doxiciclina, S. sciuri apresentou com CIM de <0,07pg/mL
e 0,15 pg/mL e CMM de 0,31ug/mL e Spug/mL,; E. galinarum apresentou CIM de 0,62
pg/mL e 1,25 pg/mL e CMM>10pg/mL; e Paenibacillus CIM e CMM>10pg/mL, sendo
S. sciuri e E. galinarum sensiveis ao fdrmaco (CIM <4pg/mL) (Tabela 11).

Para Eritromicina, S. sciuri mostrou CIM 0,31pg/mL e 0,62pg/mL ¢ CMM de
Sug/mL; E. galinarum, CIM de 1,25pg/mL e CMM >10ug/mL; e Paeninbacillus com
CIM 2,5ug/mL e CMM 10pg/mL, sendo assim, somente S. sciuri apresentou

sensibilidade ao farmaco (CIM <0,5ug/mL). Em relagdo a Gentamicina, para S. sciuri,
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seu CIM e CMM foi de <0,07ug/mL; para E. galinarum apresentou-se com CIM de
Sug/mL e CMM até 10ug/mL e Paenibacillus com CIM 2,5ug/mL e CMM Spg/mL.
Desta forma, S. sciuri foi sensivel ao farmaco (CIM <4pug/mL).

Para Levofloxacino, S. sciuri apresentou CIM 0,15pg/mL a 0,62ug/mL e CMM
de0,31pug/mL a 0,62ug/mL; E. galinarum com CIM de 1,5 a 2,5 pg/mL e
CMM>10pg/mL; e Paenibacillus com CIM e CMM de Sug/mL. Assim, somente S. sciuri
apresentou sensibilidade ao farmaco (CIM <0,5 pg/mL).

Por fim, para Sulfametoxazol + Trimetoprima, para S. sciuri apresentou CIM e
CMM de 10ug/mL; para E. galinarum CIM de 0,62ug/mL e 2,5ug/mL e CMM de >10.
Desta forma, nenhuma bactéria foi sensivel ao farmaco (CIM <0,05ug/mL). Estas

bactérias estdo descritas na Tabela 11:

Tabela 11 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Microbicida Minima (CMM) para SjJp

S. sciuri E. galinarum E. galinarum S. sciuri Paenibacillus
S CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM
Cli <05 0,62 2,5 >10 =10 >10 =10 1,25 2,5 >10 >10
Dox =<4 <0,07 031 0,62 =10 1,25 =10 0,15 5 >10 >10
Eri  <0,5 0,31 5 1,25 =10 1,25 =10 0,62 5 2,5 >10
Gen <4 <0,07 <0,07 5 5 5 >10 <0,07 <0,07 2,5 5
Lev <0,5 0,15 0,31 2,5 >10 1,25 =10 0,62 0,62 5 5
Sut  <0,05 =>10 >10 2,5 >10 0,62 >10 >10 >10 >10 >10

Fonte:  Elaborada pelo autor (2021).
Legenda: Concentragdo em ug/mL. Clindamicina (Cli), Doxiciclina (Dox), Levofloxacino (Lev),Gentamicina (Gen),
Eritromicina (Eri) e Sulfametoxazol + Trimetoprima (Sut). S - Sensibilidade pg/mL.

5.3 CORTES HISTOLOGICOS DE FIGADO E INTESTINO

A andlise histopatoldgica do figado de animais controle indicou a presenga de
hepatdcitos com nucleos celulares eucromaticos e bem definidos. Evidéncias
morfoldgicas de degeneragdo hidropica também foram observadas (Figura 9A). Os
figados dos animais infectados por S. mansoni e S. japonicum apresentaram maior
celularidade intersticial, retencdo hepatica de ovos do parasito, € a presenga de
granulomas esquistossomoéticos com tamanho varidvel. A bainha granulomatosa
apresentou elevada celularidade, formada pelo acimulo de células mononucleares (MN)
e polimorfonucleares (PMN). As caracteristicas tintoriais de intensa acidofilia
citoplasmatica e morfologia nuclear bilobada, indicou predominio de eosinéfilos entre os
leucdcitos PMN para animais infectados com S. mansoni (Figura 9C). E para os animais

infectados com S. japonicum, predominio de PMN, principalmente neutréfilos (Figura
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9E). Divergéncias na celularidade e na distribuicdo de material amorfo na bainha
granulomatosa indicou a presenga de granulomas em diferentes estidgios evolutivos.
Assim, grandes granulomas exsudativos-produtivos e granulomas involutivos-fibrocitos
mais antigos coexistiram no figado de animais infectados

A andlise histopatologica do intestino indicou que os animais ndo infectados
(Figura 9B) apresentaram criptas intestinais com epitélio bem definido, enterécitos e
células caliciformes com morfologia normal, borda estriada evidente, lamina propria com
moderada celularidade principalmente formada por células mononucleares. Perfil
citoplasmatico vesiculoso também foi identificado na base das criptas intestinais dos
animais controle. O intestino de animais infectados por S. mansoni (Figura 9D) e S.
Jjaponicum (Figura 9F) apresentaram criptas intestinais dilatadas com ltmem mal definido,
dilatacdo citoplasmatica das células caliciformes. Além disso, foi identificada reten¢ao
de ovos do parasito na camada mucosa e aumento da celularidade da lamina propria, a
qual foi constituida por acumulo de células MN e PMN, com a evidente presenca de

numerosos eosinoéfilos.
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Figura 9 - Figado e intestino de camundongos infectados por S. mansoni e S. japonicum em fase aguda e nao
infectados corados com Eosina e Hematoxilina.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Legenda: A - Figado de camundongo do grupo controle sem alteragdes. Objetiva de 20x. B - Intestino de
camundongo do grupo controle. Objetiva de 40x. C - Granuloma hepatico do grupo infectado por S.
mansoni. A seta indica o ovo de S. mansoni. Objetiva de 20x. D - Intestino de camundongo do grupo
infectado por S. mansoni. A seta indica o ovo de S. mansoni. Objetiva de 40x. E - Granuloma
hepatico do grupo infectado por S. japonicum. Objetiva de 20x. F - Intestino de camundongo do
grupo infectado por S. japonicum. A seta indica o ovo de S. japonicum. Objetiva de 40x.
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5.4 ADESAO DE BACTERIAS

Apos a leitura das placas, foi possivel observar que para S. mansoni, quando
comparado ao controle, a porcentagem de variagdo da reducdo da resazurina indicando
atividade bacteriana devido adesdo aos vermes adultos no meio foi de 1,49% para
Bordetella hinzii e 98,11% para E. coli, havendo diferenga estatistica quando comparado
B. hiinzi com E. coli (p <0,01) e L. garvieae (p <0,05). Ja para os ovos, a variacdo de
adesdo bacteriana foi de 0,71% para H. haemolyticus e 50,02% para L. garvieae, ndo

havendo diferenga estatistica.

Figura 10 - Porcentagem de redugdo da resazurina na adesdo de bactérias em ovos e vermes
adultos de S. mansoni.

B. hiinzi H. haemolyticus E. coli L. garvieae

10

% de redugdo de resazurina

A =

H percentual verme adulto M Ppercentual ovo Percentual bactéria

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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6 DISCUSSAO

A esquistossomose ainda ¢ uma doenca que afeta milhdes de pessoas, apesar de
ter tratamento. Negligenciada por ser uma doenga de paises em desenvolvimento, poucos
estudos sdo desenvolvidos para tratamentos mais eficientes, e cada vez mais os parasitos
vem ganhando resisténcia ao PZQ que ainda ¢ o unico farmaco eficiente utilizado para
tratamento (LENZI; ROMANHA, 2008; CORREA et al., 2019).

Neste contexto, o processo interagdo patégeno-hospedeiro € complexo, e exige o
entendimento de varios fatores. Entre estes fatores, um quesito que vem sendo estudado
comparativamente ¢ a composi¢do da microbiota de camundongos saudaveis e ndo
saudaveis, pois pode haver variagdo de acordo com infec¢des de diferentes patdogenos
(JENKINS et al., 2018). O estudo das bactérias do intestino ¢ importante, pois a literatura
j& mostra que muitas doengas cronicas, tais como diabetes mellitus, arteriosclerose,
carcinoma, obesidade, entre outras, estdo relacionadas a microbiota intestinal, pois os
microrganismos t€ém um papel fundamental para o sistema imune, no desenvolvimento
epitelial e também no metabolismo (VALDES et al., 2018).

A fase aguda da esquistossomose em modelo murino, assim como no homem,
também ocorre entre aproximadamente 45 e 60 dias apos a infec¢do dos camundongos
pelas cercarias (LENZI et al., 2006). Uma vez iniciado a ovoposi¢do pelas fémeas, os
ovos sdo depositados no plexo mesentérico inferior do intestino, sendo que uma parte
retorna para circulagdo sanguinea, e outra parte atravessa o intestino, ganhando a luz
intestinal que podem ser eliminados com as fezes do hospedeiro (LENZI; ROMANHA,
2008). As espiculas laterais do S. mansoni auxiliam no processo inflamatério no intestino
para a passagem dos ovos perante a barreira de tecido intestinal, para posteriormente
serem eliminados. Esta caracteristica ndo ¢ observada nos ovos de S. japonicum, mas o
processo inflamatorio também ocorre ao redor dos ovos deste parasito devido ao verme
que produz substancias que estimulam o sistema imune do hospedeiro. Com a passagem
destes ovos, o carreamento de bactérias pode ocorrer, e assim, a translocagio bacteriana.
A translocagdo de bactérias das fezes para outros 6rgaos ¢ relatada na literatura (KAY et
al., 2015; SCHNEEBERGER et al., 2018). Lima ef al. (2015) mostraram a translocagao
de bactérias do intestino para os linfonodos, bago e figado em camundongos infectados
com S. mansoni pode ocorrer, e uma das espécies encontradas nestes animais estudados
foi a E. coli. Zhao et al. (2019) também estudou a associa¢do entre a microbiota ¢ S.

Jjaponicum, ¢ mostra que a microbiota do intestino pode ser usada como um potencial
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biomarcador para o diagnostico de uma infec¢do pelo parasito, sendo possivel avaliar a
progressdo da esquistossomose. A presenga destas bactérias em outros Orgdos ¢
preocupante devido a propria evolucdo da esquistossomose, € até mesmo por uma
possivel resisténcia destas bactérias frente ao tratamento, e em casos graves, levar a sepse.

Sendo assim, neste trabalho, foi proposto estudar a interacdo do S. mansoni e S.
Jjaponicum com a microbiota. A partir da andlise da composi¢ao da microbiota intestinal,
as fezes dos camundongos foram coletadas e colocadas em diferentes meios, e
observamos que houve crescimento bacteriano nos meios BHI, Bile Esculina, EMB ¢
MRS, mas que ndo foram observadas diferengas significativas (Figura 5). Uma vez que
bactérias do intestino s3o essenciais para o aproveitamento de nutrientes de alimentos e
protecdo imunoldgica (GLENDINNING et al., 2014), era esperado o crescimento a partir
das fezes, e isto pode ser observado tanto no grupo CBr e CJp quanto os grupos infectados
SmBr, Smlp e Sjlp.

A presenca de S. mansoni e S. japonicum no hospedeiro também altera a
microbiota intestinal (HOLZSCHEITER et al., 2014; KAY et al., 2015; JENKINS et al.,
2018; ZHAO et al., 2019). Os resultados deste trabalho, assim como observado no
trabalho de Jenkins (2018), mostraram que houve alteracdo da composicao de bactérias
do Filo Bacteroidetes e Firmicutes em camundongos infectados SmBr quando
comparados ao grupo CBr. Enquanto Bacteroidetes estdo relacionados a uma dieta rica e
carboidratos, Firmicutes estdo relacionados a uma dieta rica em proteinas e lipidios, e isto
vai de encontro com a alimentacdo tipica que varia de acordo a cultura da populagdo
residente (SEKIROV et al., 2010; GLENDINNING et al., 2014).

Foi observado neste trabalho que nas fezes houve um aumento de Bacteroidetes e
uma diminuicdo de Firmicutes no grupo infectado SmBr (Figura 6).
Consequententemente, houve aumento da familia Prevotellaceae (provindos das
subdivisdes de Bacteroidetes) e diminui¢do da familia Lachnospiraceae (provindos das
subdivisoes de Firmicutes). A primeira familia estd relacionada a uma alimentagao rica
em polisacarose, como celulose e xilanos, sendo que foi observado um aumento no
porcentual de Bacteroidetes no trabalho de Kay et. al (2015) em criancas infectadas por
S. mansoni, o que pode estar relacionado com a alimentagdo desta populagdo estudada.
J& a segunda familia, estd relacionada ao processo inflamatério na formacdo de
granulomas (JENKINS et al., 2018). Outro fator a ser considerado ¢ que os animais
analisados estavam na fase aguda da esquistossomose, ¢ de acordo com a literatura, em

doengas com graves processos inflamatorios ocorre diminui¢do de Firmicutes (HOLD,
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2014; MAJOR; SPILLER, 2014), sendo assim, o processo inflamatorio decorrente dos
ovos do parasito também podem influenciar na diminui¢do deste Filo na microbiota
residente encontrada nas fezes.

Outros grupos de bactérias sao relatadas na literatura, tais como filo Proteobacteria.
No trabalho de Jenkins et al. (2018), este filo estd em terceiro lugar apds Bacteroidetes e
Firmicutes tanto nos grupos CBr quanto no grupo infectado SmBr. Dentre os géneros
mais importantes dentro do Filo Proteobacteria, estdo os patogé€nicos Escherichia e
Salmonella, que podem ser preocupantes em um processo de sepse devido cepas
resistentes e formagdo de biofilme que levam a tratamentos onerosos (O’NEILL, 2016).
Em nosso trabalho, observou-se diminui¢cdo de Proteobacterias nas fezes (1,5% no grupo
CBr para 0,7% no grupo SmBr) (Figura 6), porém, observou-se este aumento no figado
(de 1,4% até 40,3%) (Figura 8). O aumento do Filo Proteobacteria esta relacionado a
desequilibrio da microbiota intestinal (SHIN; WHON, BAE, 2015), que podem levar a
inumeros problemas de saude devido esta alteragao.

Esta diversidade de filos encontrada na literatura, em que Jenkins et al. (2018) e
Zhao et al. (2019) mostram que Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacterias sao os filos
mais encontradas nas fezes de camundongos infectados com S. mansoni, também ¢
relatada por Ajibola ef al. (2018), porém o aumento de Proteobacterias nas fezes foi um
pouco mais acentuado que Bacteroidetes. Esta diversidade pode estar relacionada ao
desenvolvimento da doenca, e pela espécie de Schistosoma estudada, uma vez que o
primeiro trabalho foi desenvolvido com S. mansoni, o segundo com S. japonicum € o
ultimo, com S. haematobium, sendo que a fémea desta espécie langa seus ovos junto a
urina, e ndo nas fezes, tais como as duas primeiras espécies (AJIBOLA, 2018; ZHAO et
al., 2019). Em nosso trabalho, observamos uma diversidade de espécies bacteriana no
figado dos animais estudados mantidos sob mesmas condi¢des, € uma vez que a
diversidade de filos pode ocorrer nas fezes, supde-se que havendo passagem de bactérias
nas fezes para outros 6rgaos, essa possa acontecer de maneira aleatéria. Outro fator deve
ser levado em considera¢do quanto se propde analisar a microbiota ¢ o0 modelo animal a
ser utilizado. Jenkins et al. (2018) utilizou camundongos Swiss para analisar a diversidade
da microbiota intestinal na infec¢do com S. mansoni, enquanto em nosso trabalho
utilizamos camundongos BALB/c, sendo mais um fator para que a microbiota nao
apresente o0 mesmo padrdo ja relatado. E em relacdo a andlise da microbiota no figado,
ndo ha relatos de literatura que analisaram este 6rgdo.

O processo de translocagdo ocorre devido a alguns fatores, tais como o aumento
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de crescimento de bactérias, o sistema imune do hospedeiro debilitado, e aumento da
permeabilidade da mucosa intestinal (BERG, 1995; HOLZSCHEITER et al., 2014),
sendo que o intestino também apresenta microbiota comensal que em homeostasia com o
hospedeiro nao provoca doencas (SEKIROV et al., 2010). Porém, em desequilibrio ou
processos patologicos, a passagem destas bactérias pode ocorrer para outros locais do
organismo.

No presente trabalho, analisando os figados de camundongos infectados e nao
infectados por S. mansoni e S. japonicum, foi observado que nos grupos CBr e CJp ndo
houve crescimento bacteriano, enquanto foi observado presenca de bactérias nos figados
dos animais infectados dos grupos SmBr, SmJp e SjJp. As bactérias do figado foram
cultivadas em meio BHI, Bile Esculina, EMB ¢ MRS, porém ndo foram observadas
diferengas significativas em relagdo ao crescimento destes microrganismos (Tabela 3).

Ap0s crescimento e isolamento das bactérias nestes meios, 4 espécies de bactérias
foram identificadas no figado por MALDI-TOF (Tabela 7) para o grupo SmBr: Bordetella
hinzi, Haemophilus haemolyticus, Escherichia coli que s3o pertencentes ao Filo
Proteobacteria e Lactococcus garvieae, pertencente ao Filo Firmicutes; para Smlp, 2
espécies: Staphylococcus nepalensis e Staphylococcus sciuri, ambos do filo Firmicutes;
e SjJp com trés espécies: Staphylococcus sciuri, Entericoccus galinarum e Paenibacillus
também do filo Firmicutes, sugerindo que, assim como nas fezes, também houve um
desequilibrio da microbiota intestinal nos animais de nosso estudo. Bordetella hinzii ja
foi encontrada em camundongos de estudo em laboratérios (HAYASHIMOTO et al.,
2008), sendo considerada uma bactéria oportunista patogénica. Outras bactérias sdo
relatadas por translocacdo, tais como do género Salmonella (LIMA et al., 2012),
mostrando que estas bactérias podem se associar ao parasito e prolongar as infecgdes.
Haemophilus haemolyticus e Staphylococcus nepalensis ja foram sdo encontradas no
pulmdo devido infecgdes respiratdrias e também relacionados a fibrose pulmonar
(NORSKOV-LAURITSEN, 2014; D’ALESSANDRO-GABAZZA et al., 2020).
Staphylococcus sciuri ja foi relatado em peritonite apos isolada de um paciente
(MESERVEY et al., 2020), e Paenicillus, em que ja ha relato de espécies isoladas a partir
da microbiota intestinal de criancas (TIDJANI ALOU et al., 2017)

O S. mansoni e S. japonicum apresentam em seu ciclo de vida no hospedeiro
definitivo, passagem pelo pulmao e o coragdo antes de sua chegada ao figado (LENZI et
al., 2006). Esta passagem dos parasitos pelo pulmao dos animais de nosso estudo pode

ser a razdo de haver este tipo de bactéria carreada até o figado, mesmo que ndo haja
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manifestagdo de doencga para esta bactéria, uma vez que esta pode ser comensal junto ao
animal que a alberga (NORSKOV-LAURITSEN, 2014).

Para E. coli, em estudo relatado no Egito, a esquistossomose apresentou-se junto
a febre prolongada, pois houve infeccdo junto a esta bactéria (FARID, TRABOLSI,
HAFEZ, 1984). Sendo muito encontrada no trato gastrointestinal, o estudo com E. coli
mostra-se importante, pois ¢ fonte de contamina¢do comum em diversos locais. As
enterobactérias sdo relatadas na literatura associadas a esquistossomose (MUNIZ-
JUNQUEIRA; TOSTA; PRATA, 2009). Este resultado nos leva a crer que a houve
passagem de bactérias do intestino para outros locais, uma vez que E. coli foi encontrada
no figado (HOLZSCHEITER et al., 2014; JENKINS et al., 2018), além de outros
trabalhos, tais como o de Schneeberger et al. (2018) ja terem relatado o aumento do filo
Proteobacteria em pessoas infectadas esquistossomose, sendo E. coli pertencente a este
filo, e esta ja relatada ser encontrada em figado de camundongos infectados com
esquistossomose (LIMA, 2015). Lactococcus garvieae e Enterococcus galinarum ja
foram relacionadas a endocardite (HIRAKAWA, et al., 2011), porém apresenta baixa
viruléncia, e ja com casos relatados em idosos (CHOKSI; DADANI, 2017; DIAS et al.,
2019).

Com bactérias associadas ao parasito, o tratamento contra estas infec¢des pode
tornar-se mais dificil. Neste trabalho, a resisténcia ou sensibilidade aos antibioticos foi
analisada para 8 espécies de bactérias isoladas a partir do figado. As bactérias analisadas
para SmBr foram resistentes a Clindamicina (Tabela 8), pois este antibidtico ndo ¢
indicado para tratamento de infecgdes do trato gastrointestinal (FALAGAS; GORBACH,
1995; LAMONT et al., 2011; CLSI, 2016; PAPAKONSTANTINOU et al., 2018). Em
relacdo aos outros antibidticos, Gentamicina apresentou o melhor resultado em relagdo a
sensibilidade para todos os grupos infectados com esquistossomose, Concentragcdo
Inibitoéria Minima e Concentragdo Microbicida Minima contra as bactérias (Tabelas 9 a
11) e ¢ um medicamento ja usado na terapéutica de problemas relacionados a infecg¢des
intestinais (HAYWARD, et al., 2018).

Neste processo de desenvolvimento da esquistossomose e translocagdo, além
deste carreamento para outros 6rgaos, em uma associagdo com S. mansoni e S. japonicum,
bactérias poderiam se associar ao parasito que poderia dificultar o tratamento de ambas
as infecg¢des. A associag¢do de salmonelas e S. mansoni (MUNIZ-JUNQUEIRA; TOSTA;
PRATA, 2009; BARNHILL, 2011), mostra que o tratamento deve ser diferenciado, pois

se a esquistossomose ndo ¢ tratada, a salmonelose pode ser mais resistente,
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principalmente na doenca hepatoesplénica. Para S. japonicum, ja foi demonstrado que
uma associacao de S. typhimurium modifica a resposta imunoldgica para esquistossomose,
normalmente polarizada Th2, mas quando associada, mudando para Thl, provavelmente
estimulada pela infeccdo adicional pela bactéria (ZHU et al., 2017). Além disto, associado
a Salmonella, o parasito adulto poderia ajudar a bactéria a ter resisténcia a tratamentos
com antibidticos devido a proteinas fimbriais que confeririam esta protecdo (BARNHILL,
2011). O aumento de Proteobacteria no figado também foi observada em nosso trabalho,
o que sugere que bactérias deste filo de alguma forma estao sendo carreadas até este 6rgao.

Embora possamos descrever adequadamente a enorme diversidade da microbiota
humana, o papel da maioria das espécies bacterianas na satide e nas doengas permanece
amplamente desconhecido. Evidéncias experimentais dos ultimos anos destacam um
papel fundamental para a microbiota intestinal nas doencas inflamatorias e infecciosas
gastrointestinais. Para esta proposta, foi estabelecida uma andlise quantitativa do
conteudo bacteriano em amostras fecais utilizando o gene 16S rRNA, em que outros
trabalhos tentam entender a associagdo de parasitos e microbiota (KAY et al., 2015;
JENKINS et al., 2018). Nosso estudo revelou variagdes significativas na microbiota do
intestino e do figado entre os grupos experimentais.

Os resultados na PCR (Figura 7) também demonstraram que a composi¢ao
microbiana das fezes foi significativamente diferente nos grupos controle e infectado.
Quando comparado o grupo CBr e SmBr, as Bactérias Totais foram mais presentes na
amostra com S. mansoni. Além disto, foi encontrado abundancia de Bacteroidetes quando
em SmBr, assim como também houve diminuicao para Firmicutes para 0 mesmo grupo,
estando de acordo com o que foi encontrado no sequenciamento. Curiosamente, varios
autores t€ém demonstrado diferentes comportamentos quanto a abundancia Bacteroidetes
e Firmicutes e em doengas infecciosas. No estudo de Ajibola ef al. (2019), ambos sdo
filos dominantes no ambiente intestinal, ¢ no estudo de Schneeberger et al. (2018), a
abundancia de Firmicutes foi observada no grupo controle. No processo de identificagdo,
bactérias ndo cultivaveis podem ter seu crescimento prejudicado, ou problemas durante
alguma etapa analitica de amostra podem dificultar a identifica¢do, e dependendo da
metodologia utilizada poderia justificar o encontro diferenciado destas bactérias
(BLAINEY, 2013).

Cortes histoldgicos de figado e intestino foram analisados (Figura 9). Sendo o
intestino o local de possivel inicio de translocacdo bacteriana, granulomas

esquistossomoticos foram observados neste 6rgdo e também no figado dos animais
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infectados. Assim, muitas das bactérias identificadas no figado em nosso estudo podem
ter sido trazidas junto aos ovos ou vermes adultos, uma vez que também foi verificado
este processo de adesdo de bactérias isoladamente. Um trabalho envolvendo
Mycobacterium tubeculosis e S. mansoni em modelo animal mostrou que as infec¢des
bacterianas foram mais intensas, e os hospedeiros infectados isoladamente tiveram menor
mortalidade, havendo uma hipdtese que a infec¢do por S. mansoni prejudica a resposta
Th1 voltada para bactérias, o que aumentou a mortalidade para os animais que estavam
com as duas infecgdes (ELIAS et al., 2005). Uma vez observado em nosso trabalho
granulomas com células PMN e MN, a infec¢@o ocorreu de forma a favorecer o processo
inflamatorio, e supde-se que o desenvolvimento da infec¢do no intestino favoreceu a
translocagdo de bactérias para o figado dos animais infectados.

Pelo resultado de reducao da resazurina, a adesdo das bactérias foi analisada em
vermes adultos e ovos (Figura 10), e as espécies E. coli e L. gavieae apresentaram maior
adesdo ao parasito e ovos. As interagdes eletrostaticas e hidrofobicas estdo relacionadas
ao processo de adesdo das bactérias em superficies, assim como outras interagdes
quimicas (TILAHUN et al., 2016), e S. mansoni apresenta 28 proteinas em seu tegumento,
podendo ser estruturais, transportadoras e enzimas de membrana (BRASCHI, WILSON,
2006). Estas proteinas podem estar relacionadas ao processo de adesdo destas bactérias,
uma vez que que apresentam regides hidrofobicas que poderiam facilitar a adesdo de
bactérias (TILAHUN et al., 2016). Visto que em nosso trabalho foi observado a adesao
de bactérias aos ovos e parasitos, pode-se sugerir que estd havendo uma associagdo no
organismo dos animais infectados, facilitando a passagem de bactérias da microbiota do

intestino para outros locais do organismo.
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7 CONCLUSAO

Hé uma diferenca nos Filos que compde a microbiota intestinal quando se compara
animais CBr (Firmicutes em maior quantidade que Bacteroidetes) com animais infectados
SmBr (Bacteroidetes em maior quantidade que Firmicutes). Esta diferenga foi possivel
ser observada por meio da PCR, pois a quantidade de bactérias do Filo Bacteroidetes nas
fezes do grupo SmBr ¢ maior que no grupo CBr. Similarmente, houve uma diminui¢ao
da quantidade de bactérias do filo Firmicutes no grupo SmBr, quando analisados pela
metagenomica.

Ha evidéncias de que pode ocorrer a passagem de bactérias do intestino para outros
orgaos, visto que estas também foram identificadas no figado de animais infectados SmBr,
Smlp e SjJp, e que ndo foram identificadas bactérias no figado dos grupos CBr e Clp. As
espécies identificadas de bactérias foram diferentes, conforme a espécie de Schistosoma,
bem como cepas de S. mansoni, o que mostra que microbiota varia dependendo de
condi¢des multifatoriais.

Uma vez analisados a sensibilidade destas bactérias frente a antibioticos, o uso de
mais de um medicamento pode ser utilizado em casos mais graves. Em casos de
associacdo de ambas infecgdes, deve haver atencdo dobrada para se alcancar melhor
eficacia no tratamento.

Foi possivel verificar através de cortes histologicos o desenvolvimento da
esquistossomose desde o intestino chegando ao figado, pela presenca de ovos dos
parasitos e o processo inflamatorio decorrente da reacdo granulomatosa. Tendo em vista
a identificacdo de bactérias no figado, nos leva a supor que uma alteragdo da microbiota
ocorreu nos animais infectados e que estas bactérias podem estar participando deste
processo inflamatdrio.

Em experimentos isolados, foi possivel mostrar que a ades@o de bactérias ocorre na
superficie de vermes adultos e ovos, podendo este ser o caminho de chegada até o figado

e outros orgaos do organismo, através da translocagdo bacteriana.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Anélise da composigao da microbiota de
camundongos com a forma aguda da esquistossomose e influéncia a resposta
da antibioticoterapia", registrada com o n°® 04/2018, sob a responsabilidade de
Marcos José Marques, que envolve a produgédo, manutengéo ou utilizagéo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.
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Alfenas, 13 de Abril de 2018.

N
<oy onds-dekimucto -
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ANEXO C — Resumo do projeto desenvolvido no Japao —
Molecular Studies for Pathogen Detection

Abstract

Schistosomiasis, the disease caused by the blood flukes Schistosoma spp., still affects
millions of people around the world. Schistosoma mansoni is endemic in Africa, the
Middle East, Central and South America including Brazil and Schistosoma japonicum in
Asia. Blood flukes mainly affect the hepatic portal system and depends on the snail, the
intermediate host, to complete its life cycle and spreading the disease. Schistosomiasis is
considered a neglected disease and few studies are developed for new types of
identification or treatments. In this way, the objective of this study was to use molecular
techniques for environmental detection of the parasite and intermediate host; and study
the relationship host-parasite and the interaction host-microbiome-parasite using genomic
and proteomic methodologies in the mouse/Schistosoma spp. model. This project was
approved by mutual agreement by Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas (PPGCF) of Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG),
Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) and
Department of Tropical Medicine and Parasitology of Dokkyo Medical University
(DMU). The first part was the use of molecular techniques in helminthology (Polymerase
Chain Reaction - PCR, Real-Time PCR, cloning, and sequence analysis), for studies on
environmental DNA from Brazilian samples and developmental stages specific-genes of
Schistosoma spp. In the second part, a review and update activities in parasitological
diagnosis, Schistosoma spp. proteomics and metagenomics were developed, using the
animal model for studies on schistosomiasis with the maintenance of cycle in mouse/snail
for cultivation in vitro. For the understanding of the interaction between the parasite and
the host, it was used the Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time of Flight
(MALDI-TOF) for proteomic characterization of S. mansoni and S. japonicum. For the
last, tests in vitro on drug resistance and the use of Next Generation Sequencing (NGS)
for the characterization of the microbiota in Schistosoma mansoni and S. japonicum
infection by metagenomic analysis. The tools used for the research of environmental
DNA were useful for the study of samples coming from the southeast of Brazil, showing
that from 18 water samples from 5 municipalities, B. glabrata and S. mansoni DNA was
found in 4 and 10collection points, respectively, and the DNA of both was found in three
municipalities (article being finalized).The proteomics test showed differences from S.
mansoni and S. japonicum, with the presence of more bacteria isolated from the first
parasite. The drug resistance test and metagenomic are being finalized and further results
will be analyzed. Concluding, these results are important for publications that are
fundamental for the expertise in the field of environmental detection and the host-
pathogen interaction. Given the importance of infections by Schistosoma spp. and the lack
of options for new treatments, this study contributed to an attempt to reduce the morbidity
and mortality caused by helminth and the possibility of a new form for detecting and
tracking the intermediate host and parasite from schistosomiasis.
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Abstract

Schistosomiasis is a neglected parasitic disease that affects millions of people worldwide
in under developing countries. In Brazil, chemotherapy succeeded in the control of severe
clinical cases. However, despite the low endemicity, several areas are still in active
transmission, with the presence of the disease’s intermediate host, Biomphalaria
glabrata, and infected people. More sensitive methods for detecting the level of
dispersion and presence of the intermediate host are required. Using environmental DNA
(eDNA) and screening through quantitative PCR (qPCR), this work aimed to demonstrate
a method of detecting Schistosoma mansoni and B. glabrata in the municipalities of
Minas Gerais, Brazil. With the use of 18 water samples from the municipalities, S.
mansoni and B. glabrata DNA was found in 10 and 4 municipalities, respectively, and
the DNA of both was found in three municipalities. Thus, a new effective detection tool
for parasites and intermediate hosts that can be used to manage the disease in suspicious
areas and with low endemicity is presented in this paper.



