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RESUMO

Na obesidade, o sistema renina angiotensina (SRA) apresenta-se ativado no tecido
adiposo. Na infeccdo pelo Schistosoma mansoni (S. mansoni) pode-se encontrar
componentes desse sistema no granuloma hepatico. Estes componentes do SRA
contribuem com a formacao de fibrose em 6rgaos como coracdo, vasos e rim nas
doencas cardio-renais. No presente estudo investigou-se alteracées no SRA em rins
de camundongos controle e obesos infectados e nao infectados com S. mansoni.
Foram utilizados 40 camundongos fémeas da linhagem BALB/c, os quais foram
randomicamente distribuidos em 4 grupos: animais mantidos com dieta controle nédo
infectados e infectados e animais mantidos com uma dieta hiperlipidica né&o
infectados e infectados. As dietas foram implantadas aos 22 dias de idade, a
infeccao foi realizada na 132 semana (91 dias) de idade e as avaliagdes de todos 0s
parametros foram realizadas na 182 semana (126 dias) de idade. Ao longo do
desenvolvimento foram avaliados consumo dietético e ganho ponderal. A contagem
de ovos foi realizada 6 semanas ap0s a infeccdo. Na 182 semana, os animais foram
eutanasiados e foi realizada analise bioquimica sérica. Nos rins, foram investigados
componentes do SRA, através da técnica de Western blotting, e a producao basal de
anion superéxido, bem como a producdo de anion superéxido dependente da
NADPH oxidase. Os componentes do SRA investigados foram: renina, receptor de
pro-renina, enzima conversora 2 e receptores de angiotensina Il, do tipo 1 e 2. A
analise estatistica foi realizada através de ANOVA two-way, seguida pelo teste de
Bonferroni. A significancia estatistica foi considerada ao nivel de p < 0,05. A
ingestdo dietética no grupo infectado com dieta hiperlipidica, bem como o peso
corporeo no final do estudo, deste grupo, foram menores do que no grupo mantido
com dieta controle e infectado. No entanto, os dois grupos tratados com a dieta
hiperlipidica evoluiram com peso corporeo mais elevado do que os dois grupos
mantidos com dieta controle. Os animais mantidos com dieta hiperlipidica
apresentaram glicemia elevada. Por outro lado, a infeccdo diminuiu a glicemia em
ambos os grupos, com dieta controle e com dieta hiperlipidica. Apenas o grupo
mantido com dieta hiperlipidica e infectado apresentou colesterol sérico elevado. O
grupo mantido com dieta hiperlipidica apresentou niveis elevados de HDL, enquanto
ambos grupos infectados apresentaram diminuicdo do HDL. Entre os componentes
do SRA, o receptor de pré-renina apresentou-se reduzido no grupo mantido com
dieta hiperlipidica e infectado, enquanto os niveis basais de &anion superoxido
apresentaram-se elevados neste grupo. A produgdo de anion superoxido
dependente de NADPH oxidase ndo se apresentou alterada em nenhum grupo.
Concluindo, o efeito da superposicdo obesidade + infeccdo sobre os niveis de
receptor de pré-renina precisa ainda ser investigado no que diz respeito as
consequéncias. No entanto, os niveis basais elevados de &nion superoxido no rim,
produzidos independentemente da NADPH oxidase e dos componentes do SRA,
indicam que outros fatores inflamatérios do conjunto dieta hiperlipidica e infeccéo
podem piorar o progndéstico de doencas cardio-renais.

Palavras-chave: Obesidade. Schistosoma mansoni. Renina. Angiotensina.



ABSTRACT

In obese individuals, RAS is activated in adipose tissue, as well as in hepatic
granuloma developed to Schistosoma mansoni infection. Renin angiotensin system
(RAS) components contribute to fibrosis in heart, vessels and kidney in cardiorenal
diseases. The present study investigated RAS in the kidneys from obese mice
infected with S. mansoni. 40 female mice (BALB/c) were randomly distributed in 4
groups: maintained with standard diet infected and non-infected and maintained with
a hyperlipid diet infected and non-infected. Both diets were introduced at age of 3
weeks. The infection was carried out at age of 13 weeks and all parameters were
evaluated at age of 18 weeks. Diet intake and body weight were measured during
development. Parasite eggs in feces were counted after 6 weeks infection. At age of
18 weeks, animals were euthanized and biochemical analysis was performed in
serum. In the kidneys, components of RAS were investigated by using Western
blotting. Furthermore, basal production of superoxide anion, as well as NADPH
oxidase dependent superoxide anion were evaluated. SRA components investigated
were: renin, prorenin receptor, angiotensin conversing enzyme 2 and angiotensin Il
receptors type 1 and type 2. Statistical analysis was performed by using two-way
ANOVA followed by Bonferroni test. Differences were considered at P < 0.05. Diet
intake and body weight, at the end of study, in the infected group maintained with
hyperlipid diet was reduced, compared with infected group on standard diet, although
both groups maintained on hyperlipid diet evolved with higher body weight along the
study. Mice on hyperlipid diet showed hyperglycemia, while infection reduced
glycemia in both groups, maintained or not in hyperlipid diet. Cholesterol was
elevated in mice maintained on hyperlipid diet. This group also showed elevated
HDL, while both infected groups showed reduced HDL. Among RAS components
studied, only the prorenin receptor was reduced in the group infected and maintained
on hyperlipid diet. On the other hand, basal superoxide anion was increased in this
group. Superoxide anion dependent on NADPH oxidase was not changed in any
group. In summary, the effects of obesity superimposed to infection reducing pro-
renin receptor in the kidney needs additional investigation. Conversely, increased
level of basal superoxide anion, produced independently from NADPH oxidase or
from RAS components, indicate that inflammatory factors produced by infection
superimposed to obesity could worsen cardiorenal diseases.

Key words: Obesity. Schistosoma mansoni. Renin. Angiotensin.



LISTA DE ILUSTRACOES E TABELAS

Figura 1. Ciclo biolégico do parasito.----------=-=--=-=-=-=--m-mnmnmueee 20

Figura 2. Cascata enzimatica de formacdo e metabolismo de
peptideos de angiotensing ---------=----===-=mmmmmmmmm oo 23

Figura 3. Acdes renais dos componentes classicos e nao
classicos do sistema renina angiotensina. ------------=-======mmmnmmo- 24

Figura 4. ERO produzidos por NOX em fatores de risco para
doencga cardio-renal. -=----=-=s=ssmemeemm e eeeeee 27

Figura 5. Distribuicdo dos grupos de camundongos submetidos
A ANAlISES. --m-mmmmm s 30

Figura 6 A. Moluscos da espécie B. glabrata infectados, em
meio aquatico e sob exposi¢cdo da luz artificial. -----------=-=-====-=--- 32

Figura 6 B.Camundongos anestesiados e expostos a suspensao
cercariana, por via percutanea, e luz artificial. ------------------------ 32

Figura 7 A. Evolucao ponderal de peso dos camundongos.-------- 36

Figura 7 B. Variacdo de peso corporal de camundongos
submetidos a uma dieta hiperlipidica e infectados com
SchistoSOmMa MaNSONI. -=--==-==mmmmmmm e 36

Figura 8. Perfil bioquimico. -----==========mmmmmmm oo 38

Figura 9. Andlise por Western Blot. Componentes do sistema
renina angiotensing. --=-=-==-====s-s=msemeomeme e e 39

Figura 10. RLU - Relative luminescence unit (RLU/mg proteina)
Basal @ NADPH. ---=-=nmnmnmmm e e 40

Tabela 1. Composigdo da dieta.-----==-====-======mmmmmmmmmmmmeeeeeee 30

Tabela 2. Carga parasitaria. ---------==-====-====-=m-mmmmmom oo 37



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ang | Angiotensina |

Ang Il Angiotensina Il

AT:R Receptor de angiotensina 1

AT,R Receptor de angiotensina 2

C Grupo controle

Cl Grupo controle infectado

DC Dieta controle

DH Dieta hiperlipidica

DRC Doenca renal crbnica

ECA Enzima conversora de angiotensina
H Grupo hiperlipidico

HI Grupo hiperlipidico infectado

IMC indice de massa corporal

NADPH Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
NO Oxido nitrico

PRR Receptor de (pro)renina

SRA Sistema renina angiotensina

S. mansoni Schistosoma mansoni




SUMARIO

1 INTRODUGAQ ----mmmmmmermmmm oo 14
2  REVISAO DE LITERATURA =-------mmmmmmmm oo 16
2.1 Obesidade ------=mmmmmmmmmm e 16
2.2 Schistosoma ManSON| ==-=========mmmmmmm oo 18
2.3 Sistema renina angiotensina ---------=--==-===-=mmsmemmmmeeeoo- 22
2.4 Estresse oXidatiVo -------mm-mmmmmmmmmmmm oo 26
2.5 Objetivo geral —------mmmmmmmmmm e 28
2.6 Objetivos especifiCOs -------m--mmmmmmmmmmmm oo 28
3 METODOS ----nnnmmmmmmmmmmmm e 29
3.1 Consideragdes éticas --------=-====m==mm=mm=mmmmmmme e 29
3.2 Formagé&o dos grupos de estudo ---------=--m--mmmmmommomeoe- 29
3.3 Dietas --m-==mmmmmmmmm oo 30
3.4 Avaliagéo da evolugdo ponderal -----------==--=--mmnmmmmememem- 31

3.5 Obtencdao das cercérias e infeccdo dos camundongos---- 31

3.6 Contagem de OVOS ------m--mmmmmmm oo 32
3.7 Coleta de amostras bioldégicas ------------------=-=-=-m-mnmnmuo- 32
3.8 Métodos analitiCos -------=-m=m=mmmmmmmmmmm oo 33

3.9 Avaliacdo da producdo basal de superéxido e
dependente da NADPH oxidase ----------======mmmmmmmmmne 33
3.10 SDS-PAGE e Western blotting para investigacao de

renina, receptor de pro-renina, enzima conversora 2, e

receptores ATy @ ATy --m--m-=mmmmmmsecmecee e eeae 34
3.11 Analise dos dad0s --------======m=mmmmmmmem oo 35
4 RESULTADOS ----meemmmmmemmmmmeemecee e 36
4.1 Consumo alimentar --------==-=====mmmmmmmmmmmmeeeeeo- 36
4.2 Peso corporal —----=--mm-mmmmmmmmm e 36

4.3 Carga parasitaria --------=-=====mmm oo 37



4.4 Concentracdes séricas de glicose, colesterol total, HDL e

triglicerideos =---=-=emmmmmeme e 37
4.5 Componentes do SRA -----m--mmmmmmm oo 38
4.6 Niveis de anion superoxido NO rim ----------=--m-mmmmmmmmoomemee 40
5 DISCUSSAQ ---mmmmmmmmmmmmmm e 41
6 CONCLUSOES -----------mmmmmmmmmmmmommoo e 46
REFERENCIAS ------nnnm oo 47

ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa --------- 60



14

1 INTRODUCAO

A obesidade tornou-se nos ultimos anos um dos maiores problemas de saude
publica no mundo, e associada a intolerancia a glicose, resisténcia insulinica e
dislipidemia aumentam os fatores inflamatérios e o estresse oxidativo em diversos
tecidos (BASHIR et al., 2016; LUO et al.,, 2016). Os adipdcitos secretam na
circulacdo varias citocinas, proteinas da fase aguda e mediadores da inflamacao,
por isso, individuos obesos podem apresentar elevados niveis circulantes de
citocinas e proteinas de fase aguda da inflamacdo (BULLO et al., 2003,
TRAYHURN, 2007). O tecido adiposo tem a capacidade de sintetizar todos os
componentes do sistema renina angiotensina (SRA), inclusive com producédo de
aldosterona. Assim, o aumento do tecido adiposo é um fator correlacionado com
aumento na concentracdo de angiotensina Il (Ang Il) (PAULA et al., 2006; KOTSIS et
al., 2010). Somando-se a epidemia da obesidade, a infeccdo pelo Schistosoma

mansoni (S. mansoni) é outro grande problema de saude publica no Brasil.

A infeccdo pelo S. mansoni é parte de um conjunto de doencas endémicas
comuns em areas de saneamento precario. A esquistossomose é uma doenca
parasitéria, de evolugdo cronica, cuja magnitude da prevaléncia, severidade das
formas clinicas e evolucdo a caracterizam como um importante problema de saude
publica. A patogénese da esquistossomose € dependente da interacdo entre o
helminto e o hospedeiro que € o caramujo (Bimphalaria) e o homem (BRASIL, 2014).
Antigenos esquistossomaoticos, provenientes do S. mansoni, induzem respostas
imunolégicas que podem provocar varias formas de lesdo hepatica e glomerular,
sendo esta conhecida como glomerulopatia esquistossomotica (NASRALLAH et al.,
2015). Uma resposta granulomatosa se desenvolve ao redor dos ovos e alguns
componentes do SRA podem ser identificados nestes granulomas sugerindo que
este sistema esteja envolvido no processo inflamatério (WEINSTOCK; KASSAB,
1984).

O SRA constitui um dos sistemas hormonais mais importantes na regulagao
fisiologica da pressdo sanguinea e na homeostase hidroeletrolitica através de
mecanismos renais e nao renais (CHAPPELL, 2016), e esthd expresso

essencialmente em todos os Orgdos. Este sistema € composto por diferentes
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peptideos e enzimas com diversas acdes biolégicas mediadas por diferentes
subtipos de receptores (CHAPPELL, 2012). Alteracbes no SRA levam a hipertenséo
e perpetuacdo de uma cascata pro-inflamatoria, pré-trombadtica e aterogénica, que
levam a lesdo de érgaos-alvo como coracdo, cérebro e rins (GIESTAS; PALMA;
RAMOS, 2010). Este sistema esta implicado na fisiopatogénese da glomerulopatia

desde suas fases mais precoces.

N&o ha estudos que mostrem uma relacdo conjunta entre obesidade e
esquistossomose no desenvolvimento da doenca renal. De maneira separada, a
glomerulopatia causada pela obesidade € lenta e progressiva e causa prejuizo a
funcao renal ao longo de meses ou anos (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002)
e sua prevaléncia esta aumentando em paralelo com a epidemia de obesidade em
todo o mundo. Na esquistossomose, a glomerulopatia é causada por uma complexa
resposta granulomatosa e componentes do SRA podem ser identificados nestes
granulomas. Com isso, a presenca desses componentes sugere a possibilidade de
gue este sistema tenha um importante papel inflamatério. Portanto, em decorréncia
do numero de pacientes obesos encontrados em areas endémicas para
esquistossomose, torna-se relevante o desenvolvimento de estudos que visem o
entendimento de mecanismos inflamatérios gerais desencadeados durante a
infeccdo pelo S. mansoni associada a obesidade. Desta forma, esta dissertagdo tem
como pergunta condutora: Quais as alteracdes que a obesidade, juntamente com a
infeccdo por S. mansoni podem, em termos moleculares e bioguimicos, provocar nos

componentes do SRA no rim de camundongos?

Este trabalho podera auxiliar na compreensdao dos mecanismos
fisiopatoldgicos que permeiam a obesidade quando associada a esquistossomose,

uma vez que o SRA é importante modulador da funcao renal e cardiovascular.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Obesidade

A obesidade tem se mostrado um importante problema de saude publica. O
desequilibrio energético entre consumo de calorias e dispéndio energético sao as
principais causas da obesidade (XU et al., 2015). De acordo com a Organizagao
Mundial da Saude, a prevaléncia da obesidade quase que dobrou desde 1980. Em
2014, mais de meio bilhdo de adultos em todo o mundo foram classificados como
obesos (WHO, 2014).

A maior taxa de obesidade ocorre em populacbes com menor nivel
socioecondmico (WANG; BEYDOUN, 2007), e essa associacdo pode ser explicada
pela maior palatabilidade e pelo menor custo de alimentos de alta densidade
caldrica, além do baixo poder de saciedade e facilidade de absor¢éo e digestdo. O
estilo de vida moderno com refeicdes feitas fora de casa e o aumento do consumo
de fast food, com aumento no nuamero das porcBes, e sedentarismo, Sao
caracteristicas que favorecem o aumento da ingestdo alimentar e, portanto,

contribuem para o desequilibrio energético (ABESO, 2016).

A obesidade resulta em varias complicacbes no metabolismo da glicose e
lipidios, com desenvolvimento da resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e
hiperlipidemia, levando a sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares (CHANG
et al., 2011). Existem vérias técnicas para classificar a obesidade, no entanto, o
indice de massa corpérea (IMC) é a medida mais comumente utilizada para
classificacdo do estado nutricional. O IMC é simples, pratico e de baixo custo. Porém
tem limitacdes constatadas. O IMC é calculado através da razao entre peso e altura
ao quadrado (Kg/m?). Classifica-se como obesos individuos com IMC > 30 Kg/m?
(WHO, 1995). Outra medida antropométrica simples € a circunferéncia abdominal, a
gual tem sido utilizada para determinar o indice de acumulo de gordura visceral que

pode inferir a gordura corporal total (ABESO, 2009).

A obesidade é considerada um grande fator de risco para Vvérias
comorbidades. Estima-se que 20 a 25% da populacdo mundial tenha sindrome
metabolica relacionada & obesidade (CAMERON; SHAW; ZIMMET, 2004). E comum
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gue no quadro de obesidade ocorram distirbios metabdlicos associados com
inflamacdo cronica e resisténcia insulinica. Este quadro se caracteriza por um
aumento na infiltracdo dos macrofagos no tecido adiposo que interferem na funcéo
do adipécito (BASHIR et al.,, 2016). Os adipdcitos secretam varias citocinas e
proteinas de fase aguda da inflamacéo, os quais direta ou indiretamente, elevam a
circulacdo de interleucinas (BULLO et al., 2003; TRAYHURN, 2007). O estresse
oxidativo € também elevado no quadro de inflamacéo, fator que desempenha um
papel importante no desenvolvimento de resisténcia a insulina e sindrome
metabdlica (ODEGAARD et al, 2016) e na fisiopatologia de doencas
cardiovasculares (TSUTSUI; KINUGAWA; MATSUSHIMA, 2011).

O Third Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP, 2002) -
Adult Treatment Panel Il definiu a sindrome metabdlica como um grupo de fatores
de risco, cujo diagnostico € baseado na presenca de trés ou mais fatores. Estes
fatores incluem: i) obesidade abdominal com valores > 102 cm em homens e > 88
cm em mulheres; ii) triglicerideos (TG) 2150 mg/dL; iii) lipoproteina de alta densidade
(HDL-C) < 40mg/dL para homens e < 50 mg/dL para mulheres; iv) glicemia em jejum
2110 mg/dL; pressao sanguinea sistolica =2 130 mmHg e diastdlica =2 85 mmHg
(NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM (NCEP) EXPERT PANEL
ON DETECTION EVALUATION AND TREATMENT OF HIGH BLOOD
CHOLESTEROL IN ADULTS (ADULT TREATMENT PANEL I11), 2002).

As doencas cardiovasculares contribuem com mais de um tergo da morbidade
mundial (WANG; NAKAYAMA, 2010). Em parte, estas doencas ocorrem pelo
aumento da passagem transendotelial de lipoproteinas aterogénicas ricas em
colesterol. Essas lipoproteinas séo retidas no espa¢o subendotelial, 0 que leva a
infiltracdo de macrofagos e células T (WILLIAMS; TABAS, 1998, 2005).

Em individuos obesos os componentes do SRA apresentam-se ativados
(GIACCHETTI et al., 2002), e a Ang Il pode estar envolvida na patogénese da
doenca cardiovascular e também na doenca renal crénica (DRC) associada ou ndo a
doenca cardiovascular. Um dos papeis da Ang Il é produzir proliferacdo ou
hipertrofia das células mesangiais e assim aumentar a matriz extracelular nos
glomérulos (FERREIRA; ZANELLA, 2000).
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A DRC tem sido correlacionada com obesidade (LIRA et al., 2016; KOVESDY;
FURTH; ZOCCALI, 2017). Em individuos transplantados, rins obtidos de doadores
de obesos sdo propensos a exibirem menor taxa de filtracdo glomerular do que rins
obtidos de individuos eutréficos. Estes dados sugerem que a obesidade possa
contribuir com o inicio de DRC (ESPINOZA et al., 2006). Ademais, a epidemia de
obesidade tem sido acompanhada por um aumento na incidéncia da DRC.
Resultados de estudos de longo prazo sugerem que o0 aumento da massa corporal
aumenta 20% na incidéncia da doenca renal (D’ELIA et al., 2009). A glomerulopatia
relacionada com obesidade é lenta e progressiva e causa danos a funcao renal ao
longo de meses ou anos (MASCALI et al., 2016). Porém, de principio, a progressao
da DRC pode se tornar mais rapida se o quadro de obesidade cursar com outros

fatores de risco, como a infeccdo com S. mansoni.

2.2 Schistosoma mansoni

O género Schistosoma € composto por platelmintos trematddeos, didicos — ou
seja, com sexos separados — e apresenta diferentes estagios de desenvolvimento:
vermes adultos, ovos, miracidios, esporocistos, cercarias e esquistossémulos. Cada
um destes estagios tem caracteristicas peculiares (SIQUEIRA-BATISTA et al.,
1998). O S. mansoni € a Unica espécie do género Schistosoma descrita no Brasil,
em virtude da inexisténcia de moluscos, os quais sdo hospedeiros intermediarios,

suscetiveis aos demais helmintos.

Esses platelmintos chegaram ao Brasil através dos escravos africanos
trazidos pelos colonizadores portugueses. Porém, no mundo, ha referéncias da
doenca muito antes da idade média. Em 1910, Ruffer encontrou ovos de
Schistosoma em cortes histologicos de tecido renal de mimias egipcias, cuja origem
remonta a 3200 a.C. (RUFFER, 1910; BRASIL, 2014).

O ciclo bioldgico do S. mansoni € complexo, pois € formado por duas fases
parasitarias: uma no hospedeiro definitivo (vertebrado/homem) e outra no
hospedeiro intermediario (invertebrado/caramujo). Ha, ainda, duas passagens de

larvas de vida livre no meio aquatico, que se alternam com as fases parasitarias. As
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etapas evolutivas consistem no verme adulto (macho e fémea), ovo, miracidio,
esporocisto, cercaria e esquistossdmulo. Em condicfes favoraveis, o ciclo evolutivo
do parasito se completa em torno de 80 dias. No homem, o ciclo € sexuado e o
periodo decorrido entre a penetragdo das cercéarias e o encontro de ovos nas fezes &
de cerca de 40 dias. No molusco, o ciclo é assexuado e também dura,
aproximadamente, 40 dias (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Os vermes adultos vivem nos vasos sanguineos que ligam o intestino ao
figado (sistema porta-hepatico) do hospedeiro vertebrado. Uma fémea coloca 300
ovos por dia, que s6 amadurecem uma semana depois. A postura ocorre nos vasos
capilares do intestino do hospedeiro, quando entdo passam para a luz intestinal e
sao eliminados juntos com as fezes. Quando maduros, os ovos do S.
mansoni medem 150 mm de comprimento por 65 mm de largura, tamanho
considerado grande. Um espinho lateral facilita a sua identificagdo. Ao entrar em
contato com a agua, os ovos maduros incham, eclodem e libertam larvas ciliadas,
denominadas miracidios (KATZ; ALMEIDA, 2003).

O miracidio € o primeiro estagio de vida livre do Schistosoma. Consegue
sobreviver até 24 horas na agua, se as condicfes de temperatura forem adequadas,
em torno de 28°C (BRASIL, 2014). E um organismo mével, gracas aos nNUmMerosos
cilios que revestem sua delgada cuticula e ao seu sistema muscular. Onde nao ha
saneamento basico e as fezes infectadas sdo lancadas indevidamente em rios e
lagos, o miracidio movimenta-se ativamente em busca do caramujo hospedeiro
intermediario, dando continuidade ao ciclo evolutivo do parasito, possibilitando a

transmissao da parasitose ao homem (BRASIL, 2014).

Ao penetrar nas partes moles do molusco, o miracidio perde parte de suas
estruturas. As células remanescentes se reorganizam e, em 48 horas, transformam-
se em um saco alongado repleto de células germinativas. Esse saco é o esporocisto.
Os esporocistos primarios geram os secundarios ou esporocistos filhos e as células
germinativas, desse Ultimo, sdo transformadas em cercérias (KATZ; ALMEIDA,
2003).

A cercaria representa a segunda fase de vida livre do parasito. A liberagcéo

das cercéarias é sensivelmente influenciada pela luz solar e pela temperatura da
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agua. Ela passa pela parede do esporocisto e migra para as partes moles externas
do caramujo. E uma larva com corpo e cauda, adaptada a vida aquatica. Penetrando
ativamente na pele do homem, por meio de acdo combinada da secrecdo de
glandulas e dos movimentos vibratorios intensos, sobretudo da cauda da larva, a
cercaria produz uma irritagdo de intensidade variavel de individuo para individuo.
Nesse processo, que pode durar até 15 minutos, a cercéaria perde sua cauda. Depois

de atravessar a pele, ela passa a ser chamada de esquistossémulo (BRASIL, 1998).

Os esquistossdomulos sédo adaptados ao meio interno isoténico do hospedeiro
definitivo e penetram em seus vasos sanguineos ou nos vasos linfaticos. Muitos
deles sao vencidos pelo sistema de defesa humano e os demais conseguem chegar
até o coracdo e os pulmdes e, posteriormente, migram para o figado, onde esses
pequenos vermes se alimentam e tornam-se adultos. O ciclo evolutivo se completa
guando os vermes adultos migram para 0s vasos mesentéricos do hospedeiro e
iniciam a oviposicao (BRASIL, 1998). (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico do parasito. Fonte: http://www.ufjf.br/labproteinas/files/2014/04/ciclo.jpg

A esquistossomose € uma parasitose muito frequente em nossa regido e de
acordo com a WHO, cerca de 260 milhdes de pessoas necessitaram de tratamento
para esquistossomose no ano de 2013 (WHO, 2014). Atualmente, no Brasil, estima-
se que cerca de 1,5 milhdo de individuos estejam infectados com S. mansoni. Sua

transmissao ocorre em regides do Norte, Centro-Oeste, do Nordeste, onde atinge a


http://www.ufjf.br/labproteinas/files/2014/04/ciclo.jpg
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faixa continua ao longo do litoral, alcancando o seu interior, e em regides do interior
do Sudeste, e Sul. Atualmente, os percentuais de positividade mais elevados sao
encontrados nos Estados de Alagoas, Pernambuco, Sergipe, Minas Gerais, Bahia,
Paraiba e Espirito Santo (BRASIL, 2016).

Na década de 80 foi mostrado que na esquistossomose, uma complexa
resposta granulomatosa se desenvolve ao redor dos ovos de schistosoma. Entre
numerosos fatores, o0 angiotensinogénio foi identificado nestes granulomas.
Granulomas com macroéfagos apresentam angiotensina I, Il e Ill, assim como ECA 1.
Com isso, a presenca do SRA no granuloma sugere a possibilidade de que este
sistema tenha um importante papel inflamatoério (WEINSTOCK; KASSAB, 1984). Os
ovos de schistosoma causam inflamagao, obstrucdo vascular e fibrose periportal
(PEARCE, 2005), e esta patologia se caracteriza pela acumulacao de depésitos de
matriz extracelular acompanhada da perda de funcéo renal, o que conduz a faléncia

renal e a morte.

A esquistossomose hepética € considerada uma das formas mais prevalentes
de doenca hepatica crébnica no mundo, resultando em morbidade devido as
complicagBes de fibrose hepatica. A resposta imunoldgica a oviposi¢cao no tecido do
hospedeiro, especialmente no figado, € considerada uma consequéncia direta da
patologia esquistossomoética (CHEEVER; HOFFMANN; WYNN, 2000). O processo
inflamatorio na esquistosomose hepatica € uma reagdo precoce aos 0OVOS presos
nos espagos perissinusais periportais do figado. A fibrose periportal é considerada
uma consequéncia séria de S. mansoni que envolve a remodelacdo de matriz
extracelular e deposicdo excessiva de colageno, principalmente por células

estreladas hepaticas ao longo dos ramos portais (MOHAMED-ALI et al., 1999).

Além disso, os antigenos que sao produzidos pelas formas circulantes do
Schistosoma induzem respostas imunologicas que levam a formacdo de depdsitos
de matriz extracelular, os quais podem provocar danos glomerulares em cerca de 10
a 15% dos individuos infectados. Assim, a fibrose renal pode ocorrer como
consequéncia da resposta imunoldgica e estes individuos podem evoluir com DRC
(NASRALLAH et al.,, 2015). O envolvimento renal na esquistossomose € descrito

principalmente pelo seu comprometimento glomerular (BARSOUM, 2004), e de
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acordo com estudos realizados em alguns paises da Africa e América Latina,
pacientes com esquistossomose hepatoesplénica, desenvolviam histologicamente
lesGes glomerulares (BARSOUM, 2013).

2.3 Sistema renina angiotensina

O SRA corresponde a uma complexa rede hormonal, cujas acfes consistem
na regulacdo de numerosos eventos fisiologicos que influenciam as funcdes renal,
neuronal, cardiaca, pancreética, vascular, adrenal, hipofiséria, cognitiva, inflamatoria
e reprodutiva (PAUL, 2006). A descoberta desse sistema ocorreu em 1898, no
Instituto Karolinska, na Suécia, onde o estudo demonstrou que injecdes intravenosas
de extratos do cortex de rins de coelhos aumentavam significativamente a pressao
arterial desses animais. Estes resultados os levaram a assumir a existéncia de um
componente pressorico nos extratos renais, que foi por eles denominado renina
(AIRES; BARRETO-CHAVES, 2012).

O SRA compreende uma série de vias enzimaticas e componentes bioativos
subjacentes a acdes funcionais. O precursor de todos os peptideos de angiotensina
€ 0 angiotensinogénio, que além de ser sintetizado no figado, outros tecidos também
podem sintetizar e secretar essa proteina. O SRA apresenta duas vias, a classica e
a alternativa. O sistema classico tem inicio com a acdo da enzima renina que €&
produzida no rim e secretada na corrente circulatéria e que atua sobre o
angiotensinogénio, para gerar a angiotensina (Ang) |, a qual é convertida em
angiotensina Il (Ang Il) através da enzima conversora da angiotensina (ECA) (PAUL,
2006; CHAPPELL, 2016).

A acdo da Ang Il se faz, em parte, por meio do receptor do tipo 1 da
angiotensina (AT;R). Através do AT;R, a Ang Il promove vasoconstriccao, ativa o
mecanismo da sede e produz retencdo de soédio, o que associado a outros
mecanismos pode elevar a pressao arterial sanguinea. Também através do AT;R, a
Ang Il produz aumento do estresse oxidativo (em 6érgéaos, fibrose tecidual,

crescimento celular e inflamacgéo (CHAPPELL, 2016). (Figura 2 e Figura 3).



23

Em contraste, o SRA alternativo tem a enzima conversora da angiotensina 2
(ECA 2), com papel chave, que produz Ang (1-7), a qual atua em receptores do tipo
Mas e produz agcles que se contrapdem as acdes mediadas pelo AT;R. Parte das
acOes mediadas pelo receptor Mas se faz através do 6xido nitrico e prostaglandinas
gue sdo agentes vasodilatadores e tem efeito anti-fibrético e anti-inflamatério
(BRADFORD:; ELY; RAIZADA, 2010; CHAPPELL, 2016). (Figura 2 e Figura 3).

| Angiotensinogénio

Renina I...,.w..,..

Ang |
ECA Aup-Arg-Vob-Tye-Be- o Pro-Phe 4w NEP
Mstew o ECA 2 | “een PR Niv-Low
‘Ang Il &——> Ang-(1-7)
Asp-Arg-Vol-Tye-fe-Nis-Pro-Phe é T ApArg Vel Ty serntve
AT1R, A?zR ( Mas‘

Figura 2. Cascata enzimatica de formacdo e metabolismo de peptideos do SRA. ECA (Enzima
conversora de angiotensina); ECA2 (Enzima conversora de angiotensina 2); NEP (Neprilisina).
Fonte: Adaptada de (CHAPPELL, 2016).
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Figura 3. Acdes renais dos componentes classicos e nao classicos do sistema renina angiotensina.
Fonte: Adaptada de (CHAPPELL, 2012).

A renina é secretada para a circulacdo sistémica em resposta a estimulos
como queda da presséo de perfusdo da arteriola aferente renal, a ativagdo simpatica
ou, ainda, a reducdo da concentracdo de NaCl nas células da macula densa. O
angiotensinogénio, sintetizado predominantemente pelo figado e secretado na
corrente circulatoria, sofre acdo da renina, formando a Ang |. Esta, por sua vez, sofre
a acdo da ECA, presente na face luminal das células endoteliais de varios 6rgaos,
formando a Ang Il (AIRES; BARRETO-CHAVES, 2012). A renina € uma aspartil
protease sintetizada como um zimogénio, também chamado de pro-enzima,
denominada pro-renina. As células justaglomerulares renais sdo os unicos lugares
conhecidos de producdo da renina. O rim produz tanto renina como pro-renina,
engquanto tecidos extrarrenais, incluindo adrenal, ovarios, testiculos, placenta, e
retina produzem a pro-renina (DANSER et al., 1989; HSUEH; BAXTER, 1991).

Um receptor para pré-renina e renina foi identificado e denominado receptor
de (pro)renina (PRR) (NGUYEN et al., 2002; CAMPBELL, 2008). A ligacédo de proé-

renina e renina ao PRR néo apenas facilita a geracao de angiotensina, mas também
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leva a ativagédo de vias de transdugéao intracelular que leva a ativagao de quinases
mitogénicas, como a ERK1/2 e a p38. Com isso, o PRR medeia a hipertrofia e
fibrose em varios tecidos, como miocardio, células mesangiais, podocitos e endotélio
(NGUYEN, 2006; SCHEFE et al., 2006; MONTEZANO et al., 2014). No rim, a
expressdo de RNAmM de PRR encontra-se em glomérulos, tubulos e vasos
(ICHIHARA et al., 2006; KREBS et al., 2007). Além do rim, a expressdo de RNAm
para o PRR se apresenta elevada no cérebro, coracéo, placenta, e em menor grau
no figado e péancreas (NGUYEN et al., 2002). Pelo menos um papel fisiologico ja foi
estabelecido para o PRR: baixos niveis de PRR no tecido adiposo estao
correlacionados com elevacdo da pressédo sistolica, o que foi associado com a
elevacao sérica e urinaria de uma forma soltvel de PRR (sPRR), a qual é gerada

pela clivagem do PRR através da furina (WU et al., 2016).

Em células embrionarias renais, a ativacdo do PRR resulta em aumento da
expressédo de NOX4, uma isoforma da NADPH oxidase que predomina no rim, e por
conseguinte elevagéo dos niveis de anion superoxido (CLAVREUL et al., 2011). Até
recentemente, esta acdo pro-oxidativa era atribuida a Ang Il e também a
aldosterona. As acfes da Ang Il mediadas pela via do AT;R no musculo liso vascular
induz vasoconstricdo e proliferacdo celular, estimulando localmente a geracédo de
endotelina, noradrenalina e ativacdo do NADPH oxidase. Com isso, ocorre aumento
da producédo do anion superoéxido, o qual pode provocar danos a estruturas celulares
( SOUZA et al., 2009; BANAKOU; DAILIANIS, 2010). Como em humanos e animais
obesos os niveis plasmaticos de Ang Il podem se apresentar elevados, a
hipertensdo que cursa com obesidade pode ser parcialmente devida ao SRA
(JEUNEMAITRE et al., 1992; NIELSEN et al., 2004; ZHANG et al., 2005). Ademais,
no tecido adiposo de individuos obesos, o aumento de mediadores da inflamacéo,
tais como interleucina 6 (IL-6), interleucina 1b (IL-1b), proteina quimiotatica 1 (MCP-
1) e fator de necrose tumoral a (TNF- a), contribuem para exacerbacdo da
hipertenséo e hipertrofia de érgédos vitais (FLACHS et al., 2009; OUCHI et al., 2011,
KALUPAHANA; MOUSTAID-MOUSSA, 2012). Basicamente, o0 coracdo, 0S rins e 0s

vasos sdo profundamente afetados.

O SRA, além de afetar estruturalmente os 6rgdos supramencionados, ainda

produz aldosterona e aumenta a secrecdo de vasopressina. Em conjunto, a Ang Il
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mais aldosterona, produzem retencao renal de sédio, enquanto a vasopressina faz
retencdo de agua. Todos estes efeitos contribuem com elevacéo da presséo arterial
sanguinea e podem a longo prazo comprometer a funcao renal (CAT; TOUYZ, 2011,
HALL; GUYTON, 2011).

Um segundo receptor para Ang Il, o0 AT,R, nos vasos tem ac¢éo vasodilatadora
e anti-proliferativa, mediada pela formacdo de oxido nitrico endotelial. De maneira
geral, a ativacdo do AT,R induz a¢cbGes antagdnicas aquelas mediadas pelo ATiR. A
Ang (1-7) é também um componente do SRA que atua no receptor Mas e promove
acOes natriurética, vasodilatadora e antiproliferativa. Também €& um componente

com efeitos cardioprotetores a angiotensina Ill (CHAPPELL, 2016).

Em resumo, o SRA desempenha funcdes fisiologicas na homeostase
hidroeletrolitica e da pressédo arterial, mas também exerce um papel central na
etiologia de doencgas cardio-renais (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008). Alteragdes no
SRA levam a hipertensdo e perpetuacdo de uma cascata pro-inflamatéria, pro-
trombatica e aterogénica, que levam a lesdo de 6rgados-alvo como coracao, cérebro
e rins (GIESTAS; PALMA; RAMOS, 2010). Tendo em vista que esta presente no
tecido adiposo, na obesidade o SRA pode se apresentar ativado (GIACCHETTI et
al., 2002).

2.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € uma condicao biolégica em que ocorre o desequilibrio
entre a producdo e a degradacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). O anion
superoxido (O2) e o radical hidroxila (OH) representam apenas dois exemplos entre
varios outros ERO. Uma caracteristica comum das ERO € que sdo moléculas que
contém um ou mais elétrons ndo pareados no seu orbital. Estes elétrons
desencadeiam uma corrente de reacdes pelo sequestro de elétrons de outras
moléculas para completarem seu orbital e tornarem-se estaveis. No entanto, entre
as ERO existem moléculas que séo reativas, mas que nao possuem elétrons nao
pareados, tais como peroxido de hidrogénio (H,O,) e o peroxidonitrito (Figura 4). O

estresse oxidativo aumenta quando ocorre um aumento significativo do potencial de
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reducao celular aliado a uma diminuicdo significativa da capacidade redutora de
pares redox celulares, como a glutationa (SCHAFER, F, BUETTNER, G, 2001).
Existem varias enzimas intracelulares que produzem ERO, inclusive NADPH
oxidase, xantina oxidase e citocromo P450. Outras fontes sdo mitocondrias,
peroxissomos e lisossomos (ALDOSARI et al, 2018). O estresse oxidativo
aumentado, a inflamacdo e a disfuncdo endotelial sdo componentes inter-
relacionados de uma rede etiologica ligada ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (LAHERA et al., 2007) e de vérias outras doencas (ALDOSARI et
al, 2018).

A NADPH oxidase € um complexo enzimatico que gera superoxido através da
transferéncia de elétrons acoplando ao oxigénio molecular formando um &anion
superéxido (Figura 4). Embora todas as isoformas da NADPH oxidase sejam
potencialmente presentes em células de rim, a isoforma NOX4 ¢
predominantemente expressa, especialmente em células mesangiais epiteliais e tem
sido associada com condicBes patologicas, tais como nefropatia diabética e
progressédo da DRC (DUNI et al, 2017). A regulagao ascendente da NADPH oxidase
pela Ang Il é uma das vias de elevacao de ERO que estdo envolvidas na etiologia da

hipertensédo (LOPERENA; HARRISON, 2017).

- MADPH Oxidasss (NOXs)
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Figura 4. ERO produzidos por NOX em fatores de risco para doenga cardio-renal. As setas abertas

indicam a inducdo de estresse oxidativo por enzimas produtoras de ROS. A seta preenchida indica
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gue o estresse oxidativo afeta os fatores de risco para doenca cardio-renal. ERO: espécies reativas

de oxigénio; NOX: fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH) oxidase.

Investigar possiveis alteracdbes no SRA em individuos com obesidade e
infectados com S. mansoni representa uma forma de compreender a fisiopatologia
da DRC nestes individuos e, sobretudo de nortear a eficacia do retardo da

progresséo desta doenca.

Nossa hipotese é que a obesidade ou a infeccdo com S. mansoni ou ainda a
superposicao dos dois induzam alteracées nos componentes do SRA no tecido renal

de camundongos.

Para testar essa hip6tese, camundongos fémeas foram mantidas com uma
dieta hiperlipidica e, posteriormente, foram infectadas com cercérias, obtidas de

caramujos infectados com S. mansoni.
2.5 Objetivo geral

Avaliar alteracbes no SRA em rins de camundongos controle e obesos

infectados e nao infectados com S. mansoni.
2.6 Objetivos especificos

Avaliar em camundongos tratados e nédo tratados com dieta hiperlipidémica e
infectados com S. mansoni, 0s seguintes parametros:
- Evolugéo ponderal,
- Niveis plasmaticos de glicose e niveis séricos de triglicerideos, colesterol total e
fracOes;
- Carga parasitaria (quantificacdo do numero de ovos eliminados nas fezes e
contagem de vermes recuperados apés a perfuséo);
- Expresséo proteica de renina, de receptores de pré-renina, o PRR, da ECA2 e dos
receptores da Ang I, AT, e AT;
- Niveis basais de anion superoéxido;

- Niveis de anion superoxido dependentes da NADPH oxidase.
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3 METODOS

3.1Consideracdes éticas

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Pesquisas Ageu Magalhdes, Recife-PE, sob protocolo n°
65/2014, e foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do
Estado de Pernambuco com numero de aprovacdo APQ-0458-4.05/15. Todos os
procedimentos descritos para utilizagcdo dos animais foram realizados de acordo com
as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
pelas normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for

Care and Use of Laboratory Animals.

3.2 Formacéao dos grupos de estudo

Foram utilizados camundongos fémeas, por apresentarem maior intensidade
de infeccdo, da linhagem BALB/c, saudaveis, recém-desmamadas, cedidos pelo
Biotério do Centro de Pesquisas Ageu Magalhdes — CpgAM/Fiocruz. Os animais
foram mantidos em uma mesma sala e em condi¢cdes ambientais similares, alojados
em gaiolas de propileno, com tampas de arame zincado, em camas de maravalha
(anteriormente autoclavada), a uma temperatura de 23+1°C, em ciclo claro/escuro,
com livre acesso a racdo e agua estéril ad labitum. Apdés o desmame (21 dias de
vida), os animais foram divididos em dois grupos: Grupo controle (C) - Constituido por
20 animais mantidos com dieta controle e grupo dieta hiperlipidica (H) — Constituido

por 22 animais mantidos com uma dieta rica em lipidios.

Apoés 10 semanas de administracdo das rac¢des, 10 animais do grupo C e 11
animais do grupo H foram infectados com cercarias de S. mansoni, constituindo
assim os seguintes grupos: Cl — Dieta controle infectado e HI — Dieta hiperlipidica
infectado. No decorrer da pesquisa houve perda de dois animais, sendo 1 do grupo

hiperlipidico ndo- infectado e 1 do grupo hiperlipidico infectado.
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Figura 5. Distribuicdo dos grupos de camundongos submetidos a andlises.

3.3 Dietas

Foram utilizadas uma dieta controle (DC) e uma dieta hiperlipidica (DH)
produzidas pela PragSolu¢cbes (Jau — SP, Brasil). Conforme a composi¢do, na
Tabela 1, a DH oferece maior aporte lipidico e calérico. Esta dieta foi previamente
validada como modelo de obesidade induzida (WHITE et al., 2013).

Tabela 1. Composicéo das dietas.

DC DH

Ingredientes

g/kg kcal g/kg keal
Amido de milho 415,0 1.660 14,3 57.2
Farelo de soja 305,0 1.281 4100 1.722
Sacarose 80,0 320 80,0 320
Maltodextrina 70,0 280 70,0 280
Banha 0.0 0 302,0 2.718
Oleo de soja 0,0 0 0,0 0
Ac. graxo soja 50,0 350 50,0 350
Celulose microcrista 37 0 254 0
L-cistina 1.8 7.2 1.8 7.2
Cloreto colina 1.5 0 1,5 0
Butil-hidroxitolueno 0,014 0 0,028 0
Mix min. mod 50 gps 35,0 0 35.0 0
Mix vitamina 10,0 40 10,0 40
Total 1000,0 3.838 1000,0 5.494

Dieta controle (DC): 73,9% de carboidratos, 14,8% de proteinas e 9,8% de
lipidios. Dieta hiperlipidica (DH): 26,13% de carboidratos, 14,4% de
proteinas e 57,6% de lipidios. (WHITE et al, 2013).
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3.4 Avaliagéo da evolucéo ponderal

A partir do desmame, aos 21 dias, foram realizadas avaliagbes semanais do

consumo de racao e peso corporal dos animais, com auxilio de balanca eletrénica.
3.5 Obtencdao das cercérias e infeccdo dos camundongos

Apds 10 semanas de manutencdo com DC e DH, 10 camundongos do grupo
C e 11 camundongos do grupo H, foram submetidos a infeccdo. Para tal, cercarias
da cepa Sao Lourenco da Mata (SLM) foram obtidas de caramujos, Biomphalaria
glabrata (B. glabrata) infectados e mantidos no Moluscario do Departamento de
Parasitologia (UFPE) pela equipe do Setor do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA/UFPE).

Para infeccdo, os caramujos foram postos em contato com miracidios,
segundo STANDEN (1951), permanecendo expostos a luz e ao calor por
aproximadamente duas horas. Apos infeccdo, os moluscos foram postos em aquarios
com agua desclorada e livres de exposicdo luminosa (STANDEN, 1951). De acordo
com Olivier e Stirewalt, apds 30 dias de infeccdo os moluscos da espécie B. glabrata
em meio aquético e sob exposicdo a luz artificial, apresentam a capacidade de
eliminar cercarias através de seus tecidos moles (OLIVIER; STIREWALT, 1952)
(Figura 6A).

Foi obtida uma suspensao cercariana e cada camundongo, anestesiado com
guetamina e xilazina, (dose 100-200 mg/kg + 5-16 mg/kg) por via intramuscular, foi
submetido a infeccéo por via percutanea. Os animais anestesiados foram postos em
decubito dorsal, com as patas levemente presas por uma tira de fita esparadrapo, e
a infeccao foi obtida através da adicdo de uma gota contendo uma fracdo da
suspensdo cercariana na sua porcdo abdominal contendo 30 cercarias por
camundongo (Figura 6B). A suspensdo permaneceu em contato com o animal
durante 30 minutos, sendo entdo removida e os animais dispostos novamente em
suas gaiolas. Os camundongos infectados foram mantidos em gaiolas separadas
daqueles n&o infectados por S. mansoni.
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Figura 6. A. Moluscos da espécie B. glabrata infectados, em meio aquatico e sob exposi¢cédo da luz
artificial. B. - Camundongos anestesiados e expostos a suspensdo cercariana, por via percutanea, e

luz artificial.

3.6 Contagem de ovos

Para caracterizar a infec¢cdo, 45 dias apés a inducdo, foram obtidas amostras
de fezes individuais de cada camundongo. Para cada amostra, foram confeccionadas
duas laminas parasitologicas pelo meétodo de Kato-Katz (KATZ; CHAVES;
PELLEGRINO, 1972), visando a quantificacdo do numero de ovos e estimativa por

cada grama de fezes.

3.7 Coleta de amostras bioldgicas

Na fase aguda, apés 60 dias da infeccao, os animais foram anestesiados com
guetamina e xilazina (100-200 mg/Kg + 5-16 mg/Kg, via intramuscular) para coleta
de sangue, através de puncdo cardiaca. As amostras foram utilizadas para
dosagens de glicose, triglicerideos, colesterol total e HDL. A puncao cardiaca foi
realizada com o animal deitado em decubito dorsal sobre a mesa e com uma seringa
de 3 ml. Foi inserida a agulha perpendicularmente a parede da caixa toracica,
tracando uma linha imaginaria que passa pelo cotovelo do animal, chegando a
aproximadamente 0,5 cm abaixo do esterno. Penetrou-se 5 a 10 mm com a agulha e

0 sangue foi entdo coletado. Os rins foram coletados e imediatamente transferidos
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para freezer - 80°C. A morte do animal anestesiado ocorreu por exsanguinacao, e
em casos contrarios foi realizada a eutanasia rapidamente por dose excessiva de

anestésico.

Apoés eutanasia, os camundongos foram submetidos a perfusdo porta-
hepética. Esta técnica foi utilizada para avaliacdo do parasitismo através do namero
de vermes adultos. A coleta dos vermes foi feita durante a coleta das amostras e
perfusdo por observacao direta dos vasos mesentéricos. Os vermes foram contados

e classificados segundo o sexo.

3.8 Métodos analiticos

As analises bioguimicas foram realizadas através de Kits Labtest (Lagoa
Santa, Minas Gerais, Brasil). A glicose foi mensurada pelo método GOD - Trinder
(Glicose Liquiform — Ref. 133). O colesterol foi mensurado pelo método enzimatico -
Trinder (Colesterol Liquiform — Ref. 76). O colesterol HDL foi avaliado através de
medida colorimétrica (Colesterol HDL — Ref. 13). Os triglicerideos foram mensurados

pelo método enzimatico — Trinder (Triglicérides Liquiform — Ref. 87).

3.9 Avaliacdo da producdo basal de superoxido e dependente da NADPH

oxidase

Aliquotas de homogenato renal, preparadas conforme mencionado abaixo,
foram utilizadas para avaliacdo da producdo de anion superoxido, em condi¢cédo
basal e estimulada pela NADPH, ou seja, dependente da NADPH oxidase. Os niveis
de anion superoxido foram detectados pela quimioluminescéncia derivada da
lucigenina (PAIXAO et al., 2013). O homogenato foi centrifugado a 12000 x g por 12
min a 4°C. x pl do sobrenadante foi adicionado a um meio de reagdo contendo
lucigenina ,10 uM, e PBS 0,02 M, com pH 7,4. Parte dos ensaios foi realizado
também com a presenca de NADPH, 100 pyM. A luminescéncia foi mensurada

através de lumindbmetro (Varioskan Flash, Thermo Scientific). O resultado foi
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expresso em unidade relativa de luz (RLU) corrigido pela quantidade de proteina na

reacao.

3.10 SDS-PAGE e Western blotting para investigacéo de renina, receptor de
pro-renina, enzima conversora 2, e receptores AT; e AT,

Os rins mantidos no ultrafreezer foram descongelados e imediatamente
homogeneizados (7 mL por grama de tecido) em solucdo RIPA (Tris 50 mM, NaCl
150 mM, EDTA 1 mM, Tritron X-100 1%, deoxicolato de sodio 1%, dodecilsulfato de
sédio 0,1%) suplementados com coquetel inibidor de protease (AEBSF 2 mM, EDTA
1 mM, Bestatin 130 uM, E-64 14 uM, Leupeptin 1 uM, Aprotinin 0,3 uM) em banho-
de-gelo. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 12.000 x g por 12 min a 4°C,
e o0 sobrenadante foi utilizado nas etapas seguintes. As proteinas presentes no
homogenato de rim total (80 pg) da amostra foram separadas utilizando-se
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS), e transferidas a uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) ou de
nitrocelulose. Apos o bloqueio de sitios de ligacdo nado-especifica, através de
incubacdo em solucdo de albumina sérica bovina (5%), as membranas de PVDF e
de nitrocelulose foram incubadas overnight com o anticorpo primario desejado. Em
seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes com solucdo salina tamponada com
Tris + Tween 20 0,1% (TBS-T) e incubadas com o anticorpo secundario conjugado a
peroxidase adequado. Ap6s uma hora, as membranas foram novamente lavadas 3
vezes com TBS-T. As imagens dos blots foram captadas com o auxilio de sistema
comercial de reagente quimioluminescente (ECL Prime, GE Healthcare) e um
fotodocumentador (ChemiDoc MP, BioRad). A densitometria Optica dos blots foi
avaliada através de um software (ImagelLab, BioRad). Os anticorpos primarios
utilizados foram os seguintes: anticorpo anti-ECA2 (Ref. ab108252, abcam), diluicao
1:1000; anti-PRR (ab40790, abcam), diluicdo 1:1000; anti-renin (sc-133145, Santa
Cruz Biotechnologies), diluicdo 1:500; anti-AT;R (sc-1173-G, Santa Cruz
Biotechnologies), diluicdo 1:1000; anti-AT2R (sc-9040, Santa Cruz Biotechnologies),
diluicho 1:500; anti-B-actina (sc-47778, Santa-Cruz Biotechnologies), diluicéo
1:10000. A proteina controle do padrao de carreamento foi a B-actina. Tendo em

vista que o PRR apresenta peso molecular similar ao da 3-actina, sua expressao foi



35

normatizada pela banda de proteinas totais na respectiva faixa de peso molecular

revelada pelo corante Ponceau S (Sigma-Aldrich).

3.11 Anaélise dos dados

Para andlise comparativa entre os grupos foi aplicada ANOVA two-way
seguida pelo teste de Bonferroni. Os resultados sao expressos como média + EPM.
A significAncia estatistica foi considerada ao nivel de p < 0,05. Para o

processamento dos dados, foi utilizado o software GraphPad Prism 6.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Consumo alimentar

A ingestédo dietética média individual durante todo periodo apresentada pelos
grupos C, Cl, H e HI foi 292 g, 309 g, 259 g, 241 g, respectivamente. E importante
mencionar que 0s animais se apresentavam juntos na gaiola. Portanto, na pesagem
alimentar realizada a cada sete dias foi avaliado o consumo total do periodo e

estimado o consumo individual.
4.2 Peso corporal

Na Figura 7 estdo apresentados os dados de evolugao de peso, a partir da
primeira semana apds dado inicio ao tratamento com as dietas (Figura 7 A) e
variacdo de peso durante todo periodo (Figura 7 B). Na Figura 7A constata-se que
os dois grupos tratados com a DH evoluiram com peso corpéreo mais elevado do
gue os dois grupos mantidos com DC. Na Figura 7B constata-se que a infeccdo e a
dieta produziram uma drastica perda de peso no grupo Hl, que nao foi observada no

grupo CI.

EVOLUGAO DE PESO
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HI
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Figura 7. Peso corporal em camundongos submetidos a uma dieta controle e hiperlipidica e
infectados com Schistosoma mansoni. Em (A) evolu¢éo de peso corporal ao longo do tratamento. Em
(B) variacdo de peso ao longo do tratamento. C, grupo controle; Cl, grupo mantido com dieta controle
e infectado; H, grupo mantido com dieta hiperlipidica; HI, grupo mantido com dieta hiperlipidica e
infectado. N = 10 animais em cada grupo. Os resultados estdo expressos como média = EPM. P <
0,05: * efeito da dieta; T efeito da infeccéo; ¥ efeito da superposicéo dieta + infeccdo (ANOVA two-

way seguida do teste de Bonferroni).
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4.3 Carga parasitaria

Na Tabela 2 observa-se que o grupo HI apresentou-se maior na quantidade
do namero de ovos, no numero de vermes e no numero de vermes totais quando

comparado ao grupo CI (P < 0,05).

Tabela 2. Dados de carga parasitaria

N° de ovos 7,00 + 3,77 13,09 +7,22*
N° de vermes fémeas 9,30 £ 2,58 12,20 +1,62*
N° de vermes totais 16,60 + 4,50 26,40 + 1,35*

Os resultados estdo expressos como média + EPM. Cl e HI, sdo grupos controle e hiperlipidico
infectados. * P < 0,05. (Teste “t” ndo-pareado).

4.4 Concentracdes séricas de glicose, colesterol total, HDL e triglicerideos

Na figura 8A observa-se que DH elevou (P < 0,05) a glicemia (C vs. H) e que
a infeccao diminui a glicemia em ambos grupos (Cl vs. C e HI vs. H). Na Figura 8B,
observa-se que o colesterol sérico se apresentou elevado (P < 0,05) apenas no
grupo HI. Na Figura 8C observa-se que a DH elevou (P < 0,05) os niveis de HDL (C
vs. H) e que a infeccdo reduziu (P < 0,05) os niveis de HDL em ambos grupos (C vs.
Cl e H vs. HI). Na Figura 8D observa-se que a DH reduziu (P < 0,05) os triglicerideos
(C vs. H) e que a infeccdo também teve o mesmo efeito no grupo controle (C vs. Cl),
mas néo no grupo mantido com DH (H vs. HI, P > 0,05).



38

250 * 1501
-
200+ 5‘ *
; —_— o
= t D 100 - ——
o i €
£ 150 t
- ——
e °
%] [
o 1004 <
g & 504
o [=]
50 o
0 T T 0 T T
C Cl H HI1 C Cl H HI
2501
80 - .
-I- -
2 2004 -
o
B 60 - IS *
2 © 150 I
5 g t
E 40 t T 2
| = 1001
o (4]
2 °
201 2 504
[
0 T T 0 T T
c Cl H Hl C Cl H HI

Figura 8. Perfil bioquimico. Concentracdes séricas de glicose, colesterol total, HDL e triglicerideos em
camundongos submetidos a uma dieta controle e hiperlipidica e infectados com Schistosoma
mansoni. Descricdo dos grupos na Figura 5. N = 9 animais em cada grupo. P < 0,05: * efeito da dieta;
T efeito da infecgéo; t efeito da superposicéo dieta + infeccdo (ANOVA two-way seguida do teste de
Bonferroni).

4.5 Componentes do SRA

Na figura 9 estdo apresentados os dados dos componentes do SRA,
analisados através da técnica de Western blotting. Os componentes avaliados
foram: renina (Figura 9A), receptor de pro-renina PRR (Figura 9B), enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA 2, Figura 9C), receptor de Ang Il do tipo 2 (AT2R,
Figura 9D), receptor de Ang Il do tipo 1 (AT;R, Figura 9E). Apenas o PRR
apresentou-se reduzido (P < 0,05) no grupo HI. Os demais parametros

apresentaram-se inalterados.
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Figura 9. Componentes do SRA em rins de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica e
infectados com Schistosoma mansoni. (A) Renina; (B) Receptor de pro-renina (P)RR; (C) Enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA 2); (D) Receptor de Ang Il do tipo 2 (AT,R). (E) Receptor de Ang
Il do tipo 1 (AT;R). Os grupos sédo descritos na Figura 5. Para cada proteina foram realizados 8 — 10

ensaios em cada grupo. Os resultados estdo expressos como média + EPM. P < 0,05: T efeito da
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superposicao dieta + infeccdo (ANOVA one-way seguida do teste de Bonferroni). Acima de cada
gréfico de barra é apresentado uma imagem representativa do respectivo imunoblotting.

4.6 Niveis de anion superdxido no rim

Os niveis basais de anion superoxido apresentaram-se aumentados (P <
0,05) no grupo HI quando comparados ao grupo C (Figura 10A). No entanto, a
producdo de anion superoxido dependente da NADPH oxidase (Figura 10B), no rim,

néo se apresentou alterada em nenhum dos grupos (P > 0,05).
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Figura 10. RLU - Relative luminescence unit (RLU/mg proteina) Basal e NADPH. Producao, basal (A)
e dependente (B) da NADPH oxidase, de anion superéxido em rins de camundongos submetidos a

uma dieta hiperlipidica e infectados com Schistosoma mansoni. RLU = relative luminescence unit. Os
grupos sado descritos na Figura 5. N = 8 -10 ensaios para cada grupo. Os resultados estao expressos
como média + EPM. P < 0,05: 1 efeito da superposicéo dieta + infeccdo (ANOVA two-way seguida do

teste de Bonferroni).
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5 DISCUSSAO

Do nosso conhecimento ndo ha estudos investigativos se a obesidade
acentua o processo inflamatorio produzido pelo S. mansoni no rim de camundongos,
especialmente no que diz respeito aos componentes do SRA. Neste trabalho,
camundongos foram tratados com DH para indugédo de obesidade e em seguida
foram infectados com cercarias de S. mansoni. A investigacdo do estresse oxidativo,
um dos parametros do processo inflamatério, e da presenca de componentes do
SRA foram realizadas na fase aguda da infeccdo esquistossdmica, ou seja, com 60

dias.

O alto peso corporeo ao longo da avaliacdo € um claro determinante do efeito
da dieta hiperlipidica (Fig.7A). O excesso de peso induzido pela dieta causa
diminuicdo do gasto de energia associado a uma baixa sensibilidade a leptina o que
poderia explicar os presentes resultados de ganho de massa corporal (DUAN et al.,
2013). Este é um modelo experimental de obesidade exdégena que se assemelha a
obesidade humana, pois foi oferecido ao animal um maior aporte calérico, através de
uma sobrecarga de gordura (CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006). Por outro
lado, a presenca de ovos nas fezes, aliada a presenca de vermes adultos no leito
mesentérico (Tabela 2) sdo determinantes da efetividade da infeccdo. O maior
namero de ovos no grupo HI corrobora com os estudos de Neves (2007) e Alencar
(2009), onde ratos alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram aumento
significativo da producdo de ovos durante a fase aguda (NEVES et al, 2007a) e
cronica da infeccdo com esquistossomose, quando comparados a ratos com dieta
controle (ALENCAR et al, 2009). No conjunto, o alto peso corporeo e a presenca de

vermes validam o modelo experimental proposto.

O aumento de peso no grupo CI (Fig.7B) pode ser devido as provaveis
hepatomegalia e esplenomegalia que se desenvolveu em resposta a infeccéo, pois é
sabido que camundongos CBA/J infectados com 45 cercarias aumentaram em até 2
vezes o figado e em aproximadamente 3 vezes o baco, apos 20 semanas de
infeccdo (MANIVANNAN et al., 2012). Em contrapartida, os animais que receberam
dieta hiperlipidica e foram infectados com S. mansoni apresentaram diminuicdo do

ganho de peso, e isso pode ser devido ao aumento da taxa metabdlica no
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hospedeiro para suprir as suas necessidades. Corroborando com o presente estudo,
dados prévios mostraram que a infeccdo provocou uma severa perda de peso no
hospedeiro (JUNAID et al., 2017).

A glicemia reduzida nos grupos CI e HI (Fig.8A) reproduz dados de outro
estudo no qual se investigou o impacto da infeccdo do S. mansoni por 12 semanas
(HUSSAARTS et al., 2015). Estas evidéncias de diminuigcdo da glicemia indicam,
conforme Bueding (1950), que os esquistossomos dependem da utilizacdo dos
carboidratos como fonte de energia (BUEDING, 1950). Segundo este autor os
vermes utilizam, por hora, uma quantidade de glicose equivalente a 1/5 do seu peso.
A captacao de glicose dos parasitas se da através de transportadores de glicose dos
tipos Glut 1 e Glut 4, SGTP1 e SGTP4, os quais se assemelham aos
transportadores do hospedeiro (CABEZAS-CRUZ et al., 2015).

As fémeas maduras produzem cerca de 300 ovos por dia e requerem um alto
aporte de glicose (RUMJANEK; CALDAS; GAZZINELLI, 2008). Aléem do mais, a
glicose e outros nutrientes do hospedeiro podem desempenhar papeéis fundamentais
na formacgdo da dupla camada lipidica da superficie do tegumento do verme apés a
transformacéo das cercérias (SKELLY; SHOEMAKER, 2000). Assim, a glicemia no
hospedeiro € diminuida. Apesar dos vermes adultos possuirem um tubo digestivo, a
entrada de pequenas moléculas, como monossacarideos e aminoacidos, se da por
via transtegumentar. Nao h4, entretanto, um transporte ativo de glicose pelos
esquistossomos. O transporte da glicose através da dupla camada lipidica dos
vermes adultos ocorre por difuséo facilitada mediado por transportadores de glicose
(CORNFORD et al., 1988).

Um estudo recente sugere que os transportadores de glicose da classe | do S.
mansoni perderam sua capacidade de transportar esse monossacarideo e que esta
funcéo evoluiu independente no transportador de glicose especifico de Platelmintos,
concluindo que esses transportadores podem ser alvo para elaboracdo de drogas
contra a esquistossomose (CABEZAS-CRUZ et al.,, 2015). Noutro estudo, ha a
sugestdo de que o bloqueio da absorcao da glicose pode representar uma estratégia
atraente para desenvolver drogas capazes de produzir fome, deficiéncia de

suprimento de energia e mortalidade em vermes parasitas (YOU et al., 2014).
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Ha evidéncias de gue os esquistossomas estdo intimamente associados a
modulacdo do metabolismo lipidico (DE BARROS ALENCAR et al., 2009; TALLIMA;
EL RIDI, 2005). Estes estudos indicam que o colesterol da corrente sanguinea do
hospedeiro é usado para funcdes bioldgicas (NEVES et al., 2006; STANLEY et al.,
2009), e que a gordura favorece o desenvolvimento de vermes adultos (NEVES et
al.,, 2007a). Os esquistossomas nao sintetizam colesterol (MEYER; MEYER;
BUEDING, 1970), mas requerem colesterol para o crescimento e para a producao
de grandes numeros de ovos (TEMPONE; BIANCONI; RUMJANEK, 1997). A
infeccdo por esquistossomas é contraria aos efeitos de uma dieta aterogénica e
modulam o metabolismo lipidico do hospedeiro induzindo reducdo no colesterol total
no sangue (DOENHOFF et al., 2002). No entanto, no presente estudo, o grupo Hl
apresentou niveis de colesterol mais elevados do que o grupo CI (Fig. 8B), o que
indica que aparentemente os vermes n&o utilizaram o colesterol do hospedeiro.
Pode-se cogitar que seja pelo fato de tratar-se ainda da fase aguda da infeccéo. Por
outro lado, embora apresentando tendéncia a estar elevado o colesterol no grupo H
nao foi mais elevado do que no grupo C, no entanto ha estudos demonstrando que
uma dieta rica em gordura provocou niveis mais altos de colesterol no plasma,
quando comparados com animais alimentados com dieta controle (GALLOWAY et
al., 2008; STANLEY et al., 2009; DE BARROS ALENCAR et al., 2012).

O HDL apresenta propriedades antioxidantes, antitrombdtica e anti-
inflamatéria. Sua natureza anti-inflamatéria pode diminuir a expressao de moléculas
de adesao no endotélio vascular, aumentando a producéo da sintese de 6xido nitrico
endotelial e reduzindo a expressdo de mondcitos (MURPHY et al., 2012; DE NARDO
et al., 2014). Os niveis séricos de HDL foram significativamente mais elevados no
grupo H do que no grupo C (Fig.8C). Este € um perfil ja relatado em outro estudo
(NEVES et al., 2007b). A infeccdo com S. mansoni diminuiu significativamente os
niveis séricos de HDL nos grupos Cl e HI (Fig.8C). Os efeitos da infeccédo e
inflamacdo do metabolismo no hospedeiro s&o diversos. Embora a resposta de fase
aguda diminua o HDL (KHOVIDHUNKIT et al., 2004; HAAS; MOORADIAN, 2010), as
mudancas mais profundas sdo na estrutura e composicao, que transformam o HDL
de particulas anti-inflamatorias para pré-inflamatorias (NATARAJAN; RAY;
CANNON, 2010; BINDU G; RAO; KAKKAR, 2011; SPEER et al.,, 2013). Tais
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alteracbes patolégicas ainda ndo foram estudadas em esquistossomose
hepatoesplénica, embora a inflamacédo crbnica seja conhecida por prejudicar o
transporte reverso do colesterol e enfraquecer a capacidade antioxidante do HDL,
diminuindo a capacidade de inibicdo da oxidacdo do LDL (SAEMANN et al., 2010;
DA FONSECA et al., 2014).

Quanto aos triglicerideos, no presente estudo, sua concentracédo no grupo ClI
foi significativamente menor do que no grupo C, o que indica que a infeccéo teve
influéncia na reducédo desse parametro (Fig. 8D). Em outros estudos ja foi relatado
gue a infecgdo com S. mansoni reduz os niveis de triglicerideos em roedores (LA
FLAMME et al., 2007; STANLEY et al.,, 2009). Como também foi relatado em
humanos 30% de reducdo nos triglicerideos plasmaticos em pacientes com
esquistossomose (DA FONSECA et al.,, 2014). Ratos infectados com S. mansoni
apresentam reducdo na expressdo hepatica de acetilcoenzima A aciltransferase,
uma enzima envolvida no metabolismo de &cidos graxos (HARVIE; JORDAN; LA
FLAMME, 2007). No entanto, os mecanismos que levam a reducao dos triglicerideos

plasmaticos no hospedeiro ainda sao incertos.

No que diz respeito ao SRA, a expressdo de PRR diminuida no rim dos
animais obesos infectados ainda ndo parece claro (Fig. 9B). Enquanto existem
determinacdes de que a ligagdo de pro-renina e renina ao PRR medeiam vias
intracelulares mitogénicas que induzem hipertrofia celular e fibrose renal
(MOILANEN et al., 2012; ROSENDAHL et al., 2014), ha também determinacdes em
contrario. Na fibrose da nefropatia IgA, a densidade de PRR nos tubulos
circunvizinhos apresenta-se diminuida, o que sugere aos autores do estudo se tratar
de uma diminuicdo compensatéria (MIYAZAKI et al., 2014). No presente estudo nao
podemos descartar a possibilidade de que a expressdo de PRR esteja diminuida
pelo fato de haver agentes inflamatdrios aumentados no rim. Os demais
componentes do SRA ndo se apresentaram alterados, possivelmente devido ao
papel cardioprotetor peculiar do estradiol que tem acdo antioxidante (MELAMED et
al., 2011). Um estudo com criancas escolares, com idade entre 8 e 12 anos, para
observar possivel lesdo renal, mostrou que a atividade da renina néo foi maior em
criancas infectadas com schistosoma quando comparadas as criancas nao
infectadas (BELL et al., 1973).
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A produgdo basal de anion superéxido no rim (Fig.10A) apresentou-se mais
elevada no grupo HI do que no grupo C. No entanto a producdo de anion superoxido
dependente de NADPH oxidase ndo se apresentou alterada entre os grupos. A
producéo basal de anion superodxido é um indicador do estresse oxidativo produzido
por diferentes vias (CLAVREUL et al., 2011). Quando na presenca de NADPH, é um
indicador da atividade da NADPH oxidase (PAGANO et al., 1995). Embora a
producdo de anion superoxido dependente da NADPH oxidase (Fig.10B), tenha se
apresentado mais do que o dobro da producédo basal deste elemento, os quatro
grupos estudos apresentaram o mesmo perfil de producdo. O estresse oxidativo
aumentado nos vasos e em tecidos promove disfuncdo vascular que exerce
importante papel na fisiopatologia de doencas cardiovasculares (SIMPLICIO et al.,
2016). Portanto, o grupo HI, em condicdo basal apresentou estresse oxidativo
elevado. Transpondo para humanos, o acumulativo entre infeccdo e obesidade

exdgena podem evoluir para doencas cardiovasculares.

O éxito do parasitismo resulta das adaptacdes produzidas no metabolismo do
parasita para que ele possa utilizar os nutrientes oferecidos pelo hospedeiro. O que
nos faz acreditar que as consequéncias do consumo de uma dieta hiperlipidica séo

mais prejudiciais quando associada com infec¢do de S. mansoni.

De modo geral, essas observacbes sugerem que a infeccdo pela
esquistossomose em camundongos alimentados com dietas com alto teor de
gordura pode ser uma ferramenta (til para estimar as consequéncias para as

populacdes humanas que vivem em areas onde existem ambas as morbidades.
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6 CONCLUSOES

A dieta hiperlipidica em conjunto com a infecgcdo por S. mansoni, na fase
aguda, levaram a uma reducdo renal dos receptores de pro-renina. Estudos
posteriores sdo necessarios para conhecer as consequéncias desta reducdo. Os
niveis basais elevados de anion superéxido no rim, produzidos independentemente
da NADPH oxidase e dos componentes do SRA, indicam que outros fatores
inflamatérios do conjunto dieta hiperlipidica e infeccdo podem piorar o prognostico de

doencas cardio-renais.
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