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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria negligenciada caracterizada por uma resposta
granulomatosa inflamatoria contra o ovo depositado no tecido do hospedeiro, especialmente
nos tecidos hepaticos e intestinal. Atualmente o tratamento da esquistossomose é baseado
unicamente no uso do praziquantel (PZQ). Os probiéticos tém sido usados no tratamento de
doencas gastrointestinais entre outras e seu mecanismo atribuido a possivel atividade
imunomodulatoria. O Bacillus clausii tem sido usado amplamente como probidtico mais
existem poucos estudos que caracterizam seus mecanismos imunomodulatorios. Desta forma
este estudo vem avaliar o potencial imunomodulatério do Bacillus clausii (O/C, N/R, T e SIN)
e seu potencial como adjuvante no tratamento da esquistossomose mansénica. Camundongos
foram distribuidos em cinco grupos experimentais, separados de acordo com exposicdo
cercariana e esquema terapéutico adotado: G1(ndo infectado) e G2 (ndo infectado e tratado com
B.clausii), G3 (infectado), G4 (infectado e tratado profilaticamente) e G5 (infectado e tratado
apos oviposicao). B. clausii foi administrado diariamente por gavagem em dose Unica de
(1000000000 UFC/mL) em 300 pL. Apds 100 dias, os bacos foram excisados e as células
esplénicas foram cultivadas com estimulo de Enterogermina® (EG), ConA ou sem estimulo.
Os sobrenadantes das culturas foram utilizados para dosagem de citocinas IL12p70, IL10 e IFN-
gama por citometria de fluxo (CBA). Fragmentos de figado e intestino foram removidos para
realizar a avaliacéo in situ de FOXP3 e IL17 por reacdo de imunohistoquimica utilizando o
sistema imunoperoxidase. Nossos resultados demonstraram que animais tratados com B. clausii
apresentaram producao significativamente mais elevada de 1L12 p70 (p<0,05), assim como as
culturas de células de animais infectados estimulados com Enterogermina® (EG). No estimulo
com ConA, o grupo que recebeu o B. clausii curativamente (G5) apresentou niveis
significantemente maior de IFN-gama (p<0,05) que os animais infectados sem tratamento (G3).
O tratamento com B. clausii aumentou os niveis de citocina IL-10 nos animais do grupo
infectado tratado apos inicio da oviposigédo (G5), quando comparado a todos 0s demais grupos.
Os animais infectados e ndo tratados (G3) apresentaram niveis mais elevados de FOXP3, no
tecido hepatico e intestinal em comparacdo aos grupos que receberam o tratamento com B.
clausii. Por outro lado, o tratamento com B. clausii, na auséncia de infeccdo, elevou
significativamente a marcagdo de IL17A no tecido intestinal. Os camundongos infectados e ndo
tratados com o B. clausii apresentaram razao maior de FOXP3+/IL17A que todos 0s grupos
tratados. A marcagéo de IL17A+ no intestino mostrou uma correlagéo negativa com a IL10 nos

animais do grupo G4 . Nos animais G3 a IL17A no intestino apresentou correlacdo negativa



com IFN-gama e positiva com 1L10. Por outro lado, na marcagdo de Foxp3 no intestino
observamos correlagao positiva com IL10 no grupo de animais G3. A correlagdo com IL10 foi
negativa nos animais que G4. Em concluséo, nossos resultados demonstram que B. clausii tem
grande potencial imunomodulatorio, induziu a producdo de citocinas de perfil Thl, embora

também possa induzir citocinas de perfil regulatorio.

Palavras chaves: probioticos; Bacillus clausii; Schistosoma mansoni; imunomodulacao.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected parasitic disease characterized by a granulomatous inflammatory
response against the egg deposited in the host tissue, especially in the hepatic and intestinal
tissues. Currently, the treatment of schistosomiasis is based solely on the use of praziquantel
(PZQ). Probiotics have been used in the treatment of gastrointestinal diseases, among others,
and their mechanism is attributed to possible immunomodulatory activity. Bacillus clausii has
been widely used as a probiotic, but there are few studies that characterize its
immunomodulatory mechanisms. Thus, this study evaluates the immunomodulatory potential
of Bacillus clausii (O/C, N/R, T and SIN) and its potential as an adjuvant in the treatment of
schistosomiasis mansoni. Mice were divided into five experimental groups, separated according
to cercarial exposure and therapeutic regimen adopted: G1 (non-infected) and G2 (non-infected
and treated with B. clausii), G3 (infected), G4 (infected and prophylactically treated) and G5
(infected and treated after oviposition). B. clausii was administered daily by gavage in a single
dose of (1000000000 CFU/mL) in 300 pL. After 100 days, spleens were excised and splenic
cells were cultured with Enterogermin® (EG), ConA or without stimulation. Culture
supernatants were used for measurement of cytokines 1L12p70, IL10 and IFN-gamma by flow
cytometry (CBA). Liver and intestine fragments were removed to perform the in situ evaluation
of FOXP3 and IL17 by immunohistochemistry reaction using the immunoperoxidase system.
Our results demonstrated that animals treated with B. clausii had significantly higher production
of IL12 p70 (p<0.05), as did cell cultures from infected animals stimulated with
Enterogermina® (EG). In the stimulus with ConA, the group that received the B. clausii
curatively (G5) had significantly higher levels of IFN-gamma (p<0.05) than the infected
animals without treatment (G3). Treatment with B. clausii increased IL-10 cytokine levels in
animals in the treated infected group after the onset of oviposition (G5), when compared to all
other groups. Infected and untreated animals (G3) had higher levels of FOXP3 in liver and
intestinal tissue compared to groups that received treatment with B. clausii. On the other hand,
treatment with B. clausii, in the absence of infection, significantly increased IL17A labeling in
intestinal tissue. Mice infected and untreated with B. clausii had a higher ratio of
FOXP3+/IL17A than all treated groups. The labeling of IL17A+ in the intestine showed a
negative correlation with IL10 in the animals of the G4 group. In G3 animals, IL17A in the
intestine showed a negative correlation with IFN-gamma and a positive correlation with IL10.

On the other hand, when marking Foxp3 in the intestine, we observed a positive correlation



with IL10 in the group of G3 animals. The correlation with IL10 was negative in animals that
G4. In conclusion, our results demonstrate that B. clausii has great immunomodulatory

potential, induced the production of Thl cytokines, although it can also induce cytokines with
a regulatory profile.

Keywords: probiotics; Bacillus clausii; Schistosoma mansoni; immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

Alguns estudos avaliaram o efeito imunomodulador do probidtico Enterogermina®
(Bacillus clausii) em modelos experimentais e clinicos nas infec¢Bes intestinais, doencas
inflamatorias e alérgicas. Dar et al. (2018) observaram em Camundongos com osteoporose pés
menopausa, que o tratamento com B. clausii aumentou células T regulatorias (CD4+ Foxp3+)
e os niveis de IL-10, reduziu a frequéncia de células Thl7 (CD4+ RoryT) e a producéo de IL-
6, IL-17 e TNF-a. Di Caro et al. (2005) avaliaram o padrao de expressao genética em pacientes
com esofagite apds o tratamento com B. clausii e foi visto um aumento na expresséo de genes
para IL-13, IL-1B e seu receptor e reduc@o na expressdo de genes para a citocina I1L-6 e receptor
de IL-15. Ciprandi et al. (2005) avaliaram em crian¢as com rinite alérgica, com mesmo tipo de
probiético e foi visto uma diminuicao dos niveis citocina IL-4 e um aumento de IFN-y, I1L-12,
TGF-p e IL-10).

A resposta regulatéria se desenvolve em paralelo as respostas de perfil Th-1 e Th-2 na
esquistossomose. Da mesma forma que ha participacdo de células nTreg, a apresentacdo
antigenos do ovo por células dendriticas (DC) induz a expressdao de Foxp3* em células T num
processo dependente de TGF-B, além de diferenciacdo de células B regulatorias, ambas
produtoras de IL-10 (TAYLOR et al., 2006; TURNER et al., 2011; HAEBERLEIN et al., 2017).
Durante a esquistosssome as células Thl7 e Treg possuem papéis fundamentais no
desenvolvimento da doenca. A Thl7 tem sido associada a inducdo de patologias severas
(RUTITZKY & STADECKER 2011; SHAINHEIT et al., 2011; LARKIN et al., 2012)
enquanto as T regulatorias estdo relacionadas no controle da formacgédo do granuloma (SINGH
et al., 2004; BAUMGART et al., 2006; TAYLOR et al., 2006).

Na esquistossomose existem estudos demonstrando o potencial terapéutico de outras
espécies probidticas. Durante a infeccdo experimental por S. mansoni, Kirte et al., (1996)
demonstraram que Corynebacterium parvum diminui o dano hepético, carga parasitaria e
diametro dos granulomas hepaticos, assim como aumenta a quimiotaxia de leucdcitos. Estes
resultados foram semelhantes com outros estudos, Mohamed et al. (2016), demonstrou-se
Lactobacillus sporogenes reduziu modificagdo do padrdo de ovoposicdo, além da reducéo dos
didmetros de granuloma no figado e intestino e reduziu o dano no DNA provocado pela
infeccdo. Abdel- Salam et al. (2008) apontou que, probidtico Labneh contendo alho e 6leo de
cebola reduziu nimero de ovos no figado e no intestino e aumento no oograma 0s 0vos mortos

em camundongos infectados com S. mansoni. El-khadragy et al. (2019) outros probidticos e



18

iogurte contém duas espécies (Lactobacillus acidophilus ATCC4356, Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus DSM 20080) revelaram uma reducgéo, nas contagens de nimeros dos ovos/

figado e dos niveis de transaminases no soro em camundongos infectados com S. mansoni.

Em camundongos esquistossomaticos, que receberam iogurte contendo quatro espécies
de probidticos (L. casei B-444, L. plantarum B-531, L. reuteri B-14141 e L. acidophilus),
observou-se um aumento nos niveis de IgM ap0s a estimula¢do com SWAP in vivo (GHANEM
et al., 2005). No entanto, nenhum desses estudos analisam o0s aspectos imunoldgicos,
fundamental para a compreensdo do mecanismo de protecdo dos probidticos estudados, sobre

a esquistossomose.

Em trabalho de nosso grupo foi demonstrado que B. clausii reduziu significativamente
a liberacdo de ovos nas fezes de camundongos infectados experimentalmente com S. mansoni
e tratados profilaticamente ou apds inicio de oviposicdo. A reducdo de deposicdo de ovos na
parede do intestino foi de 50,4% nos animais tratados profilaticamente. Neste estudo foi
identificado maiores niveis de 1L17 em cultura de células esplénicas de camundongos
infectados experimentalmente e tratados com B.clausii e maior frequéncia de células
CD4+FOXP3+ em animais que receberam apenas o B. clausii e em animais tratados

profilaticamente e infectados com S. mansoni. (CRUZ, C.S 2020).

Estes resultados nos levaram a investigar a modulacdo destes marcadores nos tecidos
dos animais submetidos a estes tratamentos. Desta forma o presente estudo investigou o efeito
imunomodulatério da Enterogermina® sobre expressao de citocina do perfil Th17 (IL17A) e
niveis do marcador de células T regulatdrias (Foxp3*) em cortes de intestino e figado e
concentracdo de citocinas dos perfis Thl (IL-12p70, IFN-y), Th2 (IL-10) em camundongos
infectados com Schistosoma mansoni cepa BH.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose é uma infecdo parasitaria causada por espécies de helmintos
trematodeos do género Schistosoma. As espécies S. mansoni; S. haematobium; S. japonicum;
S. intercalatum e S. mekongi apresentam destaque em salde publica. Essas espécies diferem
por apresentar caracteristicas morfologicas peculiares, hospedeiros intermediarios e
distribuicdo geografica diferentes, além de localizacdo do verme adulto distinta no organismo
do hospedeiro definitivo (WHO, 2019; HOTEZ et al., 2014).

A distribuicdo geografica das espécies do parasito abrange 78 paises, infectando mais
de 252 milhGes de pessoas, e aproximadamente 800 milhdes vivem em areas de risco
(WEERAKOON et al., 2015, WHO, 2019). Tem prevaléncia em areas tropicais e subtropicais,
especialmente em éareas pobres e rurais, onde as condi¢es de saneamento e qualidade de vida
sdo precérias (MARTINS et al., 2015).

O S. mansoni € a Unica espécie encontrada na Ameérica Latina (WEERAKOON et al.,
2015). O parasito esta presente em grande parte do continente Africano, desde as margens do
Rio Nilo, até as florestas tropicais da Republica Democréatica do Congo, Angola e outras na¢des
africanas, no Oriente Médio, na América Latina (Brasil, Venezuela, Suriname), Caribe, Sudeste
Asiatico (compreendendo areas da Republica Popular da China, Indonésia, Filipinas, Camboja,

Laos etc.) a ilha francesa da Corsega e a ilha italiana de Lampedusa (WHO, 2019).

Figura 1- Distribuicdo Mundial da Esquistossomose
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Fonte: JUNG, (2019).



20

Conhecida popularmente no Brasil como, xistose, barriga d’agua ou mal-do-caramujo,
acredita-se que o S. mansoni foi introduzido neste pais no seculo XV1I, com a chegada de trafico
de escravos advindos do continente africano, realizado pelo entdo Império Portugués. Aqui
encontrou condicdes favoraveis como clima e hospedeiro intermediario (caramujos do género
Biomphalaria) favoraveis e abundancia de corregos, lagoas e outros ambientes aquéaticos
(SOUZA, 2014). Esses fatores favoreceram a infeccéo de trabalhadores rurais, principalmente
aqueles que laboravam em canaviais. Com a queda da industria canavieira e o fim do trafico de
escravos, ocorreu uma intensa migracdo para outras regides do pais, expandindo a area
favorével para a infeccdo por S. mansoni (BRASIL, 2018). Atualmente o S. mansoni é
encontrado em 19 Unidades Federadas, sendo que as &reas endémicas compreendem os Estados
de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte (faixa litoranea), Paraiba, Sergipe,
Espirito Santo e Minas Gerais (predominantemente no Norte e Nordeste do Estado). As areas
focais compreendem os Estados do Para, Maranhdo, Piaui, Ceard, Rio de Janeiro, S&o Paulo,
Santa Catarina, Paran4, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Figura 2 - Distribuicdo da esquistossomose mansoni no Brasil
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O numero de casos no Brasil tem sido estimado entre 6-8 milhdes variando as taxas de
prevaléncia e incidéncia de estado para estado no decorrer do tempo e outras 25 milhdes estdo
sob risco de contrair a doenca. A regido Nordeste € marcadamente a area mais endémica entre
0s anos de 2008-2016 e foram registrados pelo Ministério da Saude do Brasil 2.275 internacdes
e 4.473 6bitos por esquistossomose (Brasil, 2018). Apesar do nimero de 6bitos registrados, foi
visto no mesmo periodo, redugdo no numero de novos casos e modificagdo no quadro
epidemioldgico da esquistossomose no territdrio brasileiro. A taxa de positividade da doenca
caiu de 5,3% no ano de 2008 para 3,4% no ano de 2016 o0 que representa uma reducéo de 35,6%;
no mesmo periodo observou-se também reducdo da taxa de mortalidade, que passou de 0,29
para 0,23 Obito/1 mil habitantes, reducdo que corresponde a aproximadamente 19,4%
(BRASIL, 2018).

Em Pernambuco, estado com uma das maiores taxas de prevaléncia e incidéncia, a area
endémica corresponde a 54,6% do estado, atingindo 101 dos 184 municipios mais o Distrito de
Fernando de Noronha, os quais estdo distribuidos em 06 Regionais de Saude (I, 11, 111, IV, V e
XI1), os quais correspondem as Mesoregides Metropolitana, Zona da Mata e parte do Agreste;
49 municipios (24,5%) vulneraveis; 35 municipios (19,0%) focais (Figura 3). Em 2016,
Pernambuco registrou 3.766 novos casos de esquistossomose e cerca de 175 Obitos
(PERNAMBUCO, 2018).

Figura 3 - Distribui¢do dos municipios segundo classificacdo de risco de transmisséo

para esquistossomose.
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Fonte: Pernambuco, (2017).
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2.2 BIOLOGIA E MORFOLOGIA

A morfologia e biologia do S. mansoni sdo analisados de acordo com vérias fases de
desenvolvimento durante o seu ciclo bioldgico no hospedeiro definitivo e intermediario. O
parasito apresenta-se nas seguintes fases evolutivas: ovo, miracidio, esporocisto, cercaria,

esquistossomulo e verme adulto.
Ovo

O ovo de S. mansoni (Figura 4 — A) tem formato oval e na parte mais larga apresenta
um espiculo voltado para tras. A presenca e a localizacdo dos espiculos sdo cruciais para a
diferenciacdo das espécies de helmintos do género Schistosoma. Mede aproximadamente 150
micrémetros (um) de comprimento e 60 um de largura. Apresentando no seu interior uma larva
denominada miracidio, o qual pode ser visto devido a transparéncia da casca (LOVERDE,
2019; NEVES, 2016).

Miracidio

O miracidio (Figura 4 - B) mede aproximadamente 180 um de comprimento por 64 pm
de largura. E liberado do ovo em ambientes aquéticos e apresenta cilios para se locomover neste
ambiente. Estes cilios auxiliam o miracidio na procura do hospedeiro intermediario
(Biomphalaria sp). Apresenta, na regido anterior, uma estrutura denominada terebratorium,
onde estdo localizadas as terminacGes das glandulas adesivas e da glandula de penetracdo, sendo

importante para a penetracdo no hospedeiro intermediario (NEWMAN, 2019; LOVERDE,
2019; NEVES, 2016).

Esporocisto

O esporocisto (Figura 4 - C) é caracterizado por se apresentar como um tubo enovelado
repleto de células germinativas em multiplicacdo. Esta fase é imoOvel. Ha trés tipos de
esporocisto: primario, secundario e terciario (CAVALCANTI, 2008; NEVES, 2016).

Cercaria

A cercaria (Figura 4 - D) possui o corpo dividido em cabeca e cauda, apresenta 2
ventosas (oral e ventral), com a cauda ndo apresentando 6rgaos definidos. Na ventosa oral
situam-se as terminagOes das glandulas de penetragdo, ja a ventosa ventral auxiliara na sua
fixacdo a pele do hospedeiro (NEWMAN,2019; LOVERDE, 2019; NEVES, 2016).

Esquistossomulo
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O esquistossomulo (Figura 4 — E) representa a fase de transicdo de um organismo de
vida livre para um organismo de vida parasitaria. Algumas caracteristicas presentes nos
esquistossdmulos e ausentes nas cercarias sdo auséncia de cauda e glicocalix, e respiracao
anaerdbia. Devido a auséncia de glicocalix, o esquistossdmulo é mais permeavel a agua
(LOVERDE, 2019; CAVALCANTI, 2008).

Vermes adultos

Os vermes adultos (Figura 4 — F) possuem dimorfismo sexual, ou seja, macho e fémea
sdo morfologicamente distintos. O macho mede cerca de 1cm de comprimento, é esbranquicado
e possui 0 tegumento recoberto de tubérculos (que sdo pequenas projecOes deste tegumento).
Possui 2 ventosas: oral e ventral. Além disso, uma caracteristica marcante no macho é a
presenca do canal ginecoforo, que € formado quando ele se dobra para albergar a fémea e
posterior fecundacédo. Isto é importante devido a auséncia de 6rgéo copulador no macho, ele
libera os espermatozoides dentro do canal ginect6foro, para que estes possam alcancar a fémea.
Ja a fémea mede cerca de 1,5 cm, é mais escura devido a presenca de sangue semidigerido e
seu tegumento é liso. Também possui 2 ventosas: oral e ventral. Na ventosa ventral estdo
localizadas estruturas reprodutivas como a vulva, Utero e ovario. Possui ainda, na sua metade
posterior, glandulas vitelinicas, que serdo de crucial importancia ha manutengéo e nutrigdo dos
ovos (NEWMAN,2019; LOVERDE, 2019; NEVES, 2016).

Figura 4 - Formas evolutivas do S. mansoni. A) ovo; B) miracidio; C) esporocisto; D)

cercaria; E) esquistossomulo; F) vermes adultos macho e fémea.
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Cercaria Esquistossémulo Vermes adultos

Fonte: NEVES, (2016).
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No Brasil, existem trés espécies de caramujo capazes de serem naturalmente infectados
pelo S. mansoni, séo B. glabrata, B. staminea e B. tenagophila (MCMANUS et al., 2018). O
ciclo de vida inicia quando os ovos eliminados junto as fezes de pessoas infectados entram em
contato com a agua, eclodindo e liberando miracidios, que s@o guiados por estimulos quimicos
e luminosos para penetrar no hospedeiro intermediario. Uma vez no hospedeiro intermediario,
os miracidios ddo origem os esporocistos. Estes sofrem modificacdes anatdbmicas, iniciando a
proliferacdo de células germinativas e, entdo, a formacéo de cercarias. A formacdo completa
das cercarias ocorre entre 27 a 30 dias ap0s a penetracdo dos miracidios. As cercarias sdo
liberadas sob acéo de estimulos como luminosidade e temperatura e nadam em busca do seu
hospedeiro definitivo. Ao encontra-lo irdo penetrar na pele e mucosas (CARVALHO, 2016;
ALMEIDA, 2018). Apods a penetracdo a cercaria perde sua cauda e, a partir deste evento, passa
a ser denominada como esquistossobmulo. Este migrara pelo tecido subcutaneo até penetrarem
em um vaso sanguineo. Assim, serdo levados aos pulmdes, posteriormente ao coragéo,
chegando através da circulacdo ao sistema porta, onde irdo se alimentar e desenvolver, dando
origem a vermes adultos machos e fémeas. Os vermes adultos migrardo para a veia mesentérica
inferior, onde acontecera a oviposi¢do. Os ovos sdo depositados ainda imaturos, ocorrendo a
formacdo do miracidio e consequente amadurecimento dos ovos. Uma fémea pde cerca de 400
ovos por dia, onde aproximadamente metade destes alcangam o ambiente exterior. Estes serdo
eliminados nas fezes, assim reiniciando o ciclo (Figura 5) (COLLEY et al., 2014; ALMEIDA,
2018; MCMANUS et al., 2018).
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Figura 5 - Ciclo Biolégico do Schistossoma mansoni
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2.3 IMUNOPATOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

O principal mecanismo da imunidade inata contra os patdgenos extracelulares é a
fagocitose. No entanto, organismos como o0s helmintos sdo muito grandes para serem
fagocitados, sendo a exocitose (liberacdo do conteddo dos granulos para o exterior) realizada
pelos fagocitos. A via alternativa do sistema complemento pode ser ativada, levando a
opsonizacao, fagocitose, lise celular do patégeno e amplificacdo da inflamacéo (YAOCHITE,
2012).

Durante as etapas do ciclo evolutivo do S. mansoni nos diferentes tecidos, o helminto
passa por significantes alteracbes morfolégicas e bioquimicas que servem como “escape”
contra o sistema imunologico do hospedeiro. Cada etapa desse processo suscita a ativacdo de
complexos mecanismos imunoldgicos. A partir das primeiras 12 horas apds a penetracdo das
cercarias, observa-se importante reacdo inflamatéria dérmica e subdérmica, originando a
dermatite cercariana, a qual é capaz de destruir importante quantitativo de cercarias e
esquistossomulos ainda na pele. Esta é a primeira “linha de defesa” contra a infecg¢do. Esta
reacdo inflamatoria é predominantemente constituida por mononucleares e polimorfonucleares,

e apresenta-se clinicamente como um exantema maculopapular pruriginoso, cujo intensidade
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depende do nimero e duracdo das exposi¢des e o estado imunoldgico do hospedeiro. Durante
a passagem pela epiderme e derme, ocorre reacdo de hipersensibilidade do tipo imediata com

ativacdo de varios componentes da resposta imune inata (SOUZA, et al., 2011).

A producéo in situ de citocinas (IL-6, IL-12 e IL-10) e ligantes de quimiocinas (CCL-
3, CCL-4 e CCL-11) sdo essenciais para a regulacdo da resposta imune inata aos
esquistossomulos na pele. Este reconhecimento pelo sistema imune inato culmina na indugéo
de respostas pro e anti-inflamatdrias, mediadas tanto pela IL-6 quanto a IL-10, respectivamente
(VAN DER KLEW et al., 2002; JENKINS et al., 2005; SOUZA, et al., 2011).

O principal elemento patogénico na esquistossomose mansonica e o ovo depositado no
tecido do hospedeiro, especialmente nos tecidos hepéticos e intestinal. Nesses tecidos,
antigenos secretados pelo ovo (SEA- Soluble Egg Antigen) induzem uma sensibilizacdo do
hospedeiro e posterior recrutamento de células inflamatdria que resultam na formacéo de um
infiltrado inflamatdrio granulomatoso. Essa inflamagéo é um processo complexo que envolve
maltiplos tipos celulares com a participacdo de macréfagos, mondcitos, fibroblastos,
granuldcitos e linfocitos; e proteinas denominadas citocinas, as quais sao secretadas em resposta
aos microrganismos e outros antigenos pelas células do sistema imune (DOS SANTOS et al.,
2008).

Os linfdcitos sdo as células da resposta imune celular, com a funcdo de coordenar a
formacdo do granuloma, através da producdo e liberacdo de citocinas e anticorpos. Suas
populacgdes se diferenciam classicamente de acordo com sua funcéo em: linfécitos B, linfocitos
T citotdxicos ou CD8+ e linfocitos T auxiliares (Th) ou CD4+, esses por sua vez quando
ativados, subdividem-se em dois padr&es principais distintos de acordo com seus fendtipos de
secrecdo de citocinas, denominados Thl e Th2 (STOCKINGER et al., 2006; ZHANG &
BEVAN, 2011; ABBAS et al., 2017).

Os linfécitos Thl produzem um perfil de citocinas pré-inflamatorias incluem
principalmente Interleucina (IL-2), Interferon Gama (IFN-y), e Fator de Necrose Tumoral
(TNF) que induzem um processo inflamatdrio e ativam macrofagos e células Natural Killer
(NK). O IFN-y é a citocina chave deste perfil, e sua funcdo esta relacionado com a ativacao de
macrofagos, aumento da expressdo de moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC), troca isotipica de imunoglobulinas nos linfécitos B e inibigdo da
sintese de citocinas pelo perfil Th2. Os linfocitos Th2 secretam citocinas como a IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10 e IL-13, em resposta a alérgenos e infec¢Bes parasitarias. As citocinas IL-4 e IL-5,

proliferacdo e ativagdo de eosinofilos, mastocitos e basofilos, enquanto que a IL-10 é conhecida
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por sua fungdo anti-inflamatéria (STOCKINGER et al., 2006; ZHANG & BEVAN, 2011;
ABBAS et al., 2017).

A resposta imune contra 0 S. mansoni inicia-se com a penetracdo da cercaria na pele
e/ou mucosas dos hospedeiros, gerando uma resposta de hipersensibilidade sistémica,
acarretando numa erupg@o maculopapular, denominada de dermatite cercariana. Em dois dias,
tal reacdo inflamatdrio constitui-se principalmente por linfocitos e neutréfilos, hd producéo
local de quimiocinas e citocinas como TNF, IL-1p, IL-12 e IL-6. (MCMANUS, 2018;
OLIVEIRA, 2016; SOUZA, et al., 2011).

Durante a infeccdo por S. mansoni tem sido relatado que o perfil da resposta
imunolégica varia com o desenvolvimento dos vermes dentro do hospedeiro. Em camundongos
experimentalmente infectados, a fase pré-postural, quando ocorre a migracdo e
desenvolvimento do parasito é caracterizada por uma resposta predominantemente Thil,
marcada pela elevada producdo de fator necrose tumoral alfa (TNF-a), IFN-y, IL-2, I1L-6
(DUNNE & COOKE, 2005).

Com o progresso da infeccdo, os vermes amadurecem sexualmente e iniciam a postura
de ovos (5 — 6 semanas po6s-infec¢do), que estimulam uma mudanca no perfil de resposta imune,
sendo observado aumento de produgéo de citocinas do tipo Th2, incluindo IL-4, IL-5 e IL-13,
além de ocorrer eosinofilia e producédo de IgE, atingindo seu pico de intensidade por volta da
oitava e nona semana de infecdo (PEARCE et al.,2004; BURKE et al., 2009; HAMS et al.,
2013) e consequente diminuicdo da resposta do tipo Thl. Esse ambiente favorece a ativacao
alternativa de macréfagos, os quais participam na deposicdo de colageno ao redor dos
granulomas, além de recrutar e ativar fibroblastos (PEARCE & MACDONALD, 2002; WYNN
& BRRON, 2010; HAMS et al., 2013; SCHWARTS & FALLON, 2018). Esse predominio da
resposta Th2 é essencial para o desenvolvimento do granuloma esquistossomotico, reacao
celular que envolve os ovos de S. mansoni retidos nos tecidos do hospedeiro. Esse tipo de
resposta é de importancia para que os ovos chegam ao limen intestinal e alcancem o exterior,
mas € a principal causa da patologia da esquistossomose nessa fase por conta de ovos retidos
em tecidos (GRYSEELS et al., 2006; HAMS et al., 2013; COLLEY et al., 2014).

Estudos demostram que a IL-13, é o principal estimulo fibrogénico na esquistossomose,
apos verificarem que camundongos 1L-13-/-, apresentavam aumento na sobrevida pos-infegédo
correlacionado com reducdo do nivel de fibrose hepatica. O potencial fibrogénico da IL-13 ¢

explicado por sua capacidade de estimular fibroblastos e macrofagos alternativamente ativados



28

(aaM®) a expressar a arginase-1 (Arg-1), enzima responsavel por promover a sintese do
colageno (ORIENTE et al., 2000; WILSON et al., 2007).

Por fim, a partir da 11%/122 semana, os granulomas periovulares sdo modulados devido
ao aumento da resposta imune reguladora, caracterizando a fase cronica da esquistossomose.
Durante essa fase, ocorre o predominio de citocinas como IL-10 e TGF-f (transforming Growth
Factor-f) (HESSE et al., 2004; DUNNE & COOKE, 2005; TURNER et al., 2011; HAMS et
al., 2013) (Figura 6).

Quando néo controladas, as respostas Th-1 e Th-2, iniciadas durantes as duas primeiras
fases da infeccdo, sdo a principal causa da patologia provocada por S. mansoni, podendo levar
a morte. O excesso de polarizagdo Th-1 leva a formagdo de granulomas nédo fibroticos e
hepatotoxicidade exacerbada, enquanto a falta do controle de Th-2 acarreta fibrose exacerbada
na fase cronica. O controle dessas respostas € mediado por IL-10, tanto de fonte de células da
imunidade inata quanto adaptativa, apresentando um imprescindivel no controle da morbidade
da esquistossomose durante a fase cronica (HOFFMANN et al., 2000; HESSE et al., 2004).

Os linfécitos T reguladores (Treg) e suas subpopulacdes celulares contribuem para
regulacdo da resposta imune no intestino. As células regulatorias podem ser divididas em
células Treg naturais (nTreg) e células Treg induziveis (iTreg). As células Treg naturais
(CD4"CD25*Foxp3*) se desenvolvem no timo e tem capacidade de reconhecer antigenos
préprios e ndo-préprios e desempenhar papel importante na tolerancia e estimulacéo cronica do
sistema imune e sdo importantes na regulacdo da resposta imune no intestino (LI et al., 2015).
O marcador mais especifico para as nTreg é o fator de transcricdo FoxP3 (Forkhead Box P3).
As células iTreg sdo desenvolvidas na periferia e suas fungdes sdo relacionadas a secre¢do de
citocinas imunossupressoras. As iTreg podem ser diferenciadas in vitro através do estimulo de
citocinas e alguns medicamentos. As iTreg sdo classificadas em diferentes subtipos de células,
incluindo células Trl (Trl— CD4'CD25'Foxp3-) produtoras de IL-10 e células
(Th3—-CD4*CD25*Foxp3-) produtoras de TGF-B (HOEPPLI et al., 2015)

A resposta regulatoria se desenvolve em paralelo as respostas de perfil Th-1 e Th-2 na
esquistossomose. Da mesma forma que ha participagdo de células nTreg, a apresentacdo
antigenos do ovo por células dendriticas (DC) induz a expressdo de Foxp3* em células T num
processo dependente de TGF-B, além de diferenciacdo de células B regulatorias, ambas
produtoras de IL-10 (TAYLOR et al., 2006; TURNER etal., 2011; HAEBERLEIN et al., 2017).
Estudos com animais deficientes na producdo de IL-10 mostram que esta citocina pode regular

a patologia por controlar a produgdo de citocinas Thl e prevenir o desenvolvimento de uma
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resposta tipo 2 excessiva durante a formacéo do granuloma (HOFFMANN et al., 2000; HESSE
et al., 2004; TAYLOR et al.,2006). No estudo realizado por Baumgart et al. (2006)
demonstraram que células nTreg sdo capazes de manter o balanco entre os perfis Thl e Th2 por
mecanismo independente da secre¢do de IL-10. Hesse et al. (2004) em seu estudo, demostrou
que as células Treg CD4*CD25* produtoras de IL-10, estdo associadas com a reducdo da
morbidade e aumento da sobrevida de camundongos infectados com S. mansoni. Outro estudo
demostrou que as Treg CD4'CD25" possuem capacidade no controle da formagao do
granuloma, mecanismo crucial para protecdo do hospedeiro contra formas graves da doenca
(SINGH et al., 2005).

O perfil Th17 é produzido a partir de células T CD4+ ndo relacionadas com as células
Th1 ou Th2. O papel do perfil Th17 na imunopatologia da esquistossomose mansoni tem sido
implicado no desenvolvimento de resposta granulomatosa severa. As células Th17 exercem sua
potente fungdo pro-inflamatéria secretando IL-17A, interleucina que induz a molécula de
adesdo intracelular (ICAM 1) e secrecdo de citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, TNF, G-CSF e GM-
CSF) e quimiocinas (CXCL1, CXCL5, CCL2 e CCL7) que resultam dm infiltrados
inflamatdrios ricos em neutrofilos e contribuem para a gravidade da infeccdo (IWAKURA et
al.,2008; LARKIN et al., 2012).

Estudos in vivo demonstraram que a IL-17A estd envolvida no desenvolvimento de
patologias severas induzidas pelos ovos do S. mansoni (RUTITZKY & STADECKER, 2011;
SHAINHEIT et al., 2011). Em outro estudo in vitro, os autores demonstraram que o bloqueio
da IL-17A esta implicado com a redu¢do do tamanho de granulomas induzidos pelo o SEA do
S. mansoni (EZZ et al., 2018).

Com base nas respostas imunes no decorrer da infeccdo pelo S. mansoni e evolugao dos
granulomas hepaéticas, € importante o estudo da mudanca do padrdo imune, a fim de melhor

compreender a imunopatologia.
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Figura 6 - Resposta Imune de S. mansoni
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2.4 0S PROBIOTICOS

Probidticos podem ser definidos como alimentos suplementos com microrganismos
vivos e que, consumidos regularmente em quantidades suficientes, devem produzir efeitos
benéficos a saude e ao bem-estar; além dos efeitos nutricionais habituais que beneficiam o

hospedeiro por meio da melhoria no equilibrio da microbiota intestinal (HILL et al., 2015).

Os probiodticos fazem parte dos chamados alimentos funcionais, cujo principal alvo é a
mucosa intestinal e a sua microbiota, estando inclusos neste grupo o iogurte, leites fermentados
e alguns biscoitos (BOOBIER; BAKER; DAVIES, 2006). Para serem considerados probidticos,
0s microrganismos devem obedecer a critérios de biosseguranca e evidencias cientificas quanto
ao seu beneficio bioldgico, devem ser levados em consideragdo. Dentre os microrganismos mais
utilizados como suplementos probioticos estdo os Lactobacillus e Bifidobacterium, pois eles
tém apresentado efeito protetor no trato gastrointestinal humano. Porém leveduras como a
Saccharomyces boulardii e certas cepas de Escherichia coli e espécies de Bacillus spp, também
sdo utilizadas na clinica e em estudos experimentais como microrganismos probioticos
(HARZALLAH & BELHADJ, 2013).
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Os probidticos exercem efeitos sobre a satde por meios de diferentes mecanismos de
acdao como: a) manutencdo e reparo na barreia intestinal e juncdes intracelulares (HSIEH et al.,
2015); b) modulacdo da microbiota via competicdo por sitios de adesdo, nutrientes e producao
de compostos antimicrobianos (MUSIKASANG et al., 2012; FIJAN et al., 2016); ¢) aumento
da absorcdo e metabolizacdo de nutrientes como o célcio, proteinas e &cidos graxos de cadeias
curtas; d) modulagdo do metabolismo microbiano por meio do aumento ou diminuicdo da
atividade enzimatica (ALMEIDA et al., 2012; LEBLANC et al., 2017; DUBEY et al., 2018);
e) estimulacdo do sistema imune do hospedeiro a partir do aumento da frequéncia de linfocitos
B e niveis aumentados de imunoglobulinas (principalmente IgA); f) aumento ou diminuicao da
atividade de macrofagos e células dendritica, e estimulacdo de células Th e Treg (DRAKES et
al., 2004; FOLIGNE et al., 2007; O°'MAHONY et al., 2008; KONIECZNA ¢t al., 2012; KIM
etal., 2014) (Figura 7).

Os probidticos vém sendo pesquisados no tratamento de infeccBes intestinais diversas,
tais como: prevencdo de diarreia desencadeada por antibi6ticos, doenca inflamatéria intestinal,
infeccdo por Helicobacter pylori, encefalopatia hepatica, entre outras (MINGUEZ et al., 2003;
KAJANDER et al., 2005; TONG et al., 2007; SPILLER et al., 2008). Os Lactobacilos e
Bifidobactérias parecem ter melhores resultados na melhora dos sintomas da sindrome do
intestino irritavel (SII), principalmente a dor abdominal, diarreia ou constipacéo, isso porque
esses probiodticos podem alterar a fermentacdo colbnica, estabilizando a microflora intestinal e
tendo efeito imunomodulador no 6rgdo (QUIGLEY et al., 2007; BOIRIVANTA et al., 2007).
Muitos ensaios clinicos e experimentais controlados tém demonstrado a acdo de probidticos na
reducdo do crescimento, aderéncia dos trofozoitos e excrecdo de cistos de Giardia lambia
(VENTURA et al., 2017), reducdo na viabilidade, infectividade de oocistos e tempo de infeccéo
por Cryptosporidium spp (FOSTER et al., 2003; GLASS et al., 2004; PICKERD & TUTHILL,
2004), reducdo do crescimento e aumento da liberacdo de cistos de Entamoeba histolytica
(MANSOUR-GHANAEI et al., 2003; DINLEYICI et al., 2009; MOHAMED et al., 2015),
reducdo na viabilidade de larvas de Toxocaras canis (CHIODO et al., 2010; DE AVILA et al.,
2016) e redugcdo da carga parasitaria em camundongos infectados com Strongyloides
venezuelensis e Trichinella spiralis (OLIVERIA- SEQUEIRA et al., 2014; BAUTISTA-
GARFIAS et al., 2001; DVOROZNAKOVA et al., 2016).
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Figura 7- Representacdo esquematica dos mecanismos de acdo exercidos pelos

probidticos.
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2.4.1 Probiotico e Esquistossomose

Estudos demonstraram que alterar a composi¢éo da microbiota intestinal pode ser uma
nova forma de tratar e prevenir determinadas enfermidades com impacto na salde e bem-estar
do individuo. Uma das formas de alteracdo da microbiota consiste no uso de microrganismos
probidticos. Os probidticos sdo geralmente microrganismos vivos quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios para a saide no hospedeiro, e podem desempenhar
um papel importante na reducdo da patogenicidade de muitos parasitas (HILL et al., 2015).
Varios estudos investigam se os probidticos poderiam controlar a proliferacdo de patdgenos

eucarioticos, seja no intestino ou em um compartimento diferente.

Kirte et al. (1996) demonstraram que camundongos infectados experimentalmente com
S. mansoni e tratados via intraperitoneal com Corynebacterium parvum em esquema profilatico,
apresentavam reducdo significativa de carga parasitaria e com maior influxo de
polimorfonucleares nos tecidos, embora ndo houvesse diferengas significativas quanto ao

diametro e quantidade dos granulomas hepaticos e intestinais.
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Abdel-Salam et al. (2008) apontaram que, probidtico labneh contendo alho e 6leo de
cebola reduziu nimero de ovos no figado e no intestino em camundongos infectados
alimentados com dieta basal (controle) e aumento no oograma os ovos mortos em camundongos
infectados com S. mansoni. Os autores concluiram que o probiotico labneh contendo alho e
6leo de cebola pode desempenhar um grande papel como alimento protetor contra doencas
infecciosas como a esquistossomose. Além disso, o 6leo de alho superou o 6leo de cebola em

seus efeitos protetores.

Santos et al. (2004) observaram que administrando Zymomonas mobilis em
camundongos C57B1/10, infectados com S. mansoni, em esquemas terapéutico profilatico (7
dias antes da infeccdo) e curativo (ap6s 7 dias de infec¢do) obtiveram reducéo de 24 e 61% da
carga de vermes. Outros autores, que estudaram o efeito imunoprofilatico da administracdo de
iogurte em camundongos Swiss Webster antes e ap0s a infeccdo por S. mansoni demostraram
que a suplementacdo com iogurte contendo quatro espécies probidticas (L. casei B-444, L.
plantarum B-531, L. reuteri B-14141 e L. acidophilus), reduziu o peso do figado e baco e a
atividade das enzimas AST, LDH e yGT (Ghanem et al., 2005).

Mohamed et al. (2016), demontraram que a combinacdo do Lactobacillus sporogenes
415722 com praziquantel reduziu a quantidade de ovos e vermes em camundongos CD-1
infectados com S. mansoni. Além disso, padrGes de oograma no figado e intestino mostraram
que o tratamento com L. sporogenes sozinho aumenta o nimero de ovos mortos especialmente
no intestino. A citometria de fluxo também confirmou o papel dos Lactobacilos na reducéo
significativa dos danos do DNA de acordo com a determinacdo de apoptose e andlise do ciclo

celular

O estudo mais recente El-Khadragy et al. (2019) revelaram que a administracdo
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus DSM
20080 em camundongos CD-1 infectados com S. mansoni, reduziu a carga parasitaria € ovos
retidos no tecido hepatico, reducdo na densidade e volume do granuloma hepético e
modificagdo no padrdo de ovoposicdo. Também foi observado a diminuigdo de apoptose no
tecido hepético, diminuicdo nos niveis de marcadores de estresse oxidativo (peroxidagao
lipidica, nitratos e nitritos) e aumento nos niveis de enzimas antioxidantes (superdéxido

dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase) e glutationa reduzida.

Nosso grupo realizou o primeiro estudo, in vitro e in vivo, que explora a formulacéo
comercial do probiético Enterogermina® constituida de esporos de B. clausii cepas O/C, N/R,

T e SIN como nova alternativa contra S. mansoni e seu papel na modulagéo da resposta imune.
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Neste estudo ndo se identificou acdo direta do probidtico sobre o parasita, no entanto o
tratamento profilatico diminuiu os parametros parasitolégicos. Em cultura de células esplénicas
observou-se reducdo de IL4 e aumento de IL10, bem como aumento da frequéncia de células
CD4+FOXP3+ e TH17. (CRUZ, 2020).

2. 4. 2 Enterogermina® (Bacillus clausii)

Bactérias probioticas do género Bacillus possuem diversos beneficios a satide humana
(CUTTING, 2011; ELSHAGHABEE et al. 2017). Dentro desse género destaca-se o Bacillus
clausii bastonete gram-positivo, aerébio, mdvel e formador de esporos comumente encontado
associado a microbiota do solo. Comercialmente o Bacillus clausii € conhecido como
Enterogermina® (Sanofi-Aventis SpA), uma suspensao probiotica aquosa que inibe germes e
outros agentes agressores do intestino em apenas uma dose. E composto por esporos de quatro
cepas de B. clausii: O/C, N/R, T e SIM. As designacdes dessas cepas sdo derivadas de sua
resisténcia a diversos antibidticos: O/C é resistente ao cloranfenicol, N/R resistente a
novobiocina e rifampicina, T resistente a tetraciclina e SIM resistente a neomicina e
estreptomicina (SENESI et al., 2001; LOPETUSO et al., 2016).

As bactérias que tem sido mais estudada e empregada como probidticas atualmente sdo
as bactérias do &cido latico como Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp (LJUNGH et al.,
2006; HARZALLAH et al., 2013). Entretanto probidticos do género Bacillus que sdo esporos
estaveis ao calor tém diversas vantagens sobre outros formadores ndo esporos, como
Lactobacillus spp, ou seja, que o produto pode ser armazenado a temperatura ambiente em uma
forma dessecada sem qualquer efeito deletério na viabilidade. Além disso, 0s esporos sdo
capazes de sobreviver a baixa pH da barreira gastrica o que ndo € o caso de todas as espécies
de Lactocillus (SPINOSA et al., 2000; BARBOSA et al., 2005; TOUHY et al., 2007) portanto,
em principio, uma dose especificada de esporos pode ser armazenada indefinidamente, sem
refrigeracdo e com toda a dose ingerida bactérias atingirdo o intestino intacto (CUTTING,
2011).

Enterogermina® B. clausii é eficaz na promocéo de uma microbiota intestinal saudavel.
Vérias estirpes ttm comprovado a eficacia dos probiodticos na prevencdo e tratamento da
diarreia associada aos antibioticos. Em estudo recente, De Castro et al., (2019) avaliaram a
eficacia do B. clausii como um complemento a terapia padréo em criancas filipinas com diarreia

aguda. Apos administracdo de B. clausii os dados mostraram uma diminuicdo significativa na
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duracéo da diarreia, permanéncia hospitalar, e a frequéncia das fezes em comparacdo com o
grupo controle. Nesta situacdo B. clausii pode representar uma opgéo terapéutica eficaz na

diarreia aguda na infancia, com um bom perfil de seguranca.

Em estudo de Pradhan et al. (2018), verificou-se que o probiotico B. clausii conseguiu
reduzir a inflamacéo e melhorar disbiose pelo aumento da diversidade da microbiota intestinal
em camundongos BALB/c (com tendéncia a Th2), na diarreia induzida pela infeccdo por
Salmonella typhimurium. Diante destes fatos, o uso de probidticos durante a antibioticoterapia
poderia ser uma forma de evitar a ocorréncia da diarreia, ou normalmente esta relacionada ao
desiquilibrio da microbiota intestinal. Nista et al. (2004), em seu estudo verificou-se que B.
clausii reduziu os efeitos colaterais gastrointestinais secundarios, causados pela administracdo

de antibidticos, durante o tratamento da infeccdo causados por Helicobacter pylori.

Outro estudo verificou molécula produzida pelo B. clausii é a Clausina, um lantibio6tico
tipo A (bacteriocina classe 1), que exerce efeitos antimicrobianos ao interagir com
intermediérios lipidicos essenciais para a biossintese de acidos lipotecoicos, presentes na parede
celular de bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium e
Clostridium difficile (URDACI et al., 2004; BOUHSS et al., 2009).

Os beneficios de uso de B. clausii sdo atribuidos ao seu potencial imunomodulatorio.
Administrando B. clausii Enterogermina® em Camundongos BALB/c com osteoporose pos
menopausa, Dar et al. (2018) observaram que B. clausii aumentou significativamente as células
Treg (CD4+ Foxp3+) e a producdo de IL-10, além de inibir simultaneamente a ativacdo de
células Th17 (CD4+ RoryT) e a produgao de citocinas pro-inflamatorias, IL-6, IL-17 e TNF-a.
Autores mostram que apés avaliarem o padrdo de expressdo genética em pacientes com
esofagite tratados com B. clausii, demostraram o papel desses probidtico em desencadear uma
resposta imune do tipo Th2, com aumento na expressdo de genes para IL-13, IL-1B e seu
receptor e reducdo na expressdo de genes para a citocina IL-6 e receptor de IL-15 (DI CARO
et al., 2005). Outro estudo avaliou o efeito de B. clausii em criangas com rinite alérgica, e foi
visto que o tratamento com esporos de B. clausii induziu uma diminuicéo significativa dos
niveis de IL-4 e a frequéncia de eosinofilos e aumento significativo de IFN-y, IL-12, TGF-f ¢
niveis de IL-10 (CIPRANDI et al., 2005).

Um estudo realizado por Lima (2018) avaliou os efeitos do probiotico B. clausii sobre
a inflamacdo e as alteragdes gastrintestinais no curso da mucosite intestinal em Camundongos
machos Swiss induzida por 5-Fluorouracil (5-FU). Observou que administracdo de B. clausii

atenuou a lesdo da mucosa, revertendo a diminuicdo da relacdo vilo/cripta e do peso corporal.
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Diminuiu a infiltracdo de neutrdfilos, os niveis de malondialdeido (MDA), o consumo de
glutationa reduzida (GSH), a retencéo gastrica, a hipercontratilidade intestinal e 0 aumento da

permeabilidade intestinal induzida por 5-FU.
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente o tratamento da esquistossomose é baseado unicamente no uso do praziquantel
(PZQ), antiparasitario que atua na remoc¢do dos vermes adultos, mas ndo tem acdo sobre as
lesGes granulomatosas, 0 mesmo nédo é capaz de diminuir os danos e a fibrose causada pelo
processo inflamatorio granulomatoso. Assim, faz-se necessaria 0 a busca e pesquisa de novas
alternativas terapéuticas que possam atuar como adjuvante a terapia convencional no tratamento

da esquistossomose a fim de reverter as lesdes instaladas (Aires et al., 2012).

O efeito imunomodulador do probiotico Enterogermina® Bacillus clausii foi observado
em estudos experimentais e clinicos de doencas inflamatdrias e alérgicas. Os estudos, mostram
que o B. clausii é capaz de diminuir citocinas e células com perfil pré-inflamatério e aumentar
a frequéncia de células e citocinas com perfil anti-inflamatorio e regulatério (DI CARO et al.
2005; DAR et al. 2018). No entanto ndo se tem estudos na regulacdo imune em infeccdes

parasitarias.

Nosso grupo demonstrou que B. clausii pode atuar atenuando a infeccdo pelo S. mansoni
e modular a resposta imune. O tratamento profilatico ou apds inicio de oviposi¢cdo com B.
clausii reduziu significativamente a liberacdo de ovos nas fezes de camundongos infectados
experimentalmente com S. mansoni, embora ndo tenhamos identificado agéo direta sobre o
parasito em estudo in vitro. Neste estudo tambem foi determinado citocinas e a frequéncia
CD4+FOXP3+ e TH17 em cultura de células esplénicas de camundongos infectados

experimentalmente e tratados com B. clausii. (CRUZ, C.S 2020).

Estes resultados nos levaram a investigar a modulacdo destes marcadores nos tecidos
dos animais submetidos a estes tratamentos. Desta forma o presente estudo investigou o efeito
imunomodulatério da Enterogermina® sobre expressao de citocina do perfil Th17 (IL17A) e
niveis do marcador de células T regulatorias (Foxp3*) em cortes de intestino e figado e
concentragdo de citocinas dos perfis Thl (IL-12p70, IFN-y), Th2 (IL-10) em camundongos

infectados com Schistosoma mansoni cepa BH.
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4 PERGUNTA CONDUTORA:

A administracdo oral do probidtico Enterogermina®, em esquemas profilatico e/ou curativo é
capaz de modular a expressdo de FOXP3 e IL17A em figado e intestino durante a
esquistossomose mansoni experimental e existe correlacdo com a producgdo esplénica de
citocinas 1L12p70, IFN y e IL10?
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5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito da Enterogermina® (B. clausii O/C, N/R, T e SIN) sob a expresséo
de FOXP3* e IL7A em tecido hepatico e intestinal e producdo de citocinas esplénicas quando
administrado em esquemas profilatico e curativo em camundongos submetidos a infeccao

experimental por S. mansoni.

5.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

Em camundongos fémeas ndo infectados ou infectados por S. mansoni cepa BH,
submetidos a intervencdo com Enterogermina® em esquemas curativo ou profilatico, objetiva-

S€:

e Analisar a concentracdo de citocinas IL-12p70, IFN-y e IL-10 em cultura de células
esplénicas;

e Analisar a presenca de FOXP3 e IL17A in situ em tecido hepatico e intestinal;

e Comparar a razdo de Foxp3+ e IL17A in situ em tecido figado e intestino dos animais
tratados com o B. clausii;

e Correlacionar a expressdo dos marcadores FOXP3 e IL17A nos tecidos a producado de
citocinas 1L-12p70, IFN-y e IL-10 nos grupos tratados com B. clausii em esquemas
profilatico e curativo
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6 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

6.1 ISOLAMENTO DE ESPOROS E OBTENCAO DO SOBRENADANTE DE BACILLUS
CLAUSII

Para a obtencdo dos esporos de B. claussi (cepas O/C, N/R, T e SIN), em um Erlenmeyer
com capacidade para 1000mL foi adicionado 450 mL de meio de cultura e adicionada uma
ampola do medicamento Enterogermina® (Sanofi-Aventis SpA, Mildo, Italia) e posteriormente
colocado em agitador automatico (IPM: 155, a 35°C durante 48h) (Figura 8A). Apoés este
periodo, a cultura foi entdo distribuida em tubos de ensaio e centrifugado para obtencédo de
pallets contendo esporos, que ao final foram concentrados apenas em um tubo (figura 8B). Em
seguida, 0,5mL desta cultura foram diluidas seriadamente e plaqueada em &gar nutritivo (figura
8C) para padronizacdo das Unidades Formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL).
Concomitante a esta enumeracéo, os esporos também foram contados em camara de Malassez,
assim como densidade Otica da solu¢do com os esporos foram medidas por espectrofotdmetro,
de forma a obter uma concentragdo de esporos em 10° esporos por mililitro. Em seguida a
padronizacdo, os esporos foram suspendidos em salina estéril e fracionados em frascos de
penicilina (0,5mL/frasco) (figura 8D) fechados hermeticamente e mantidos sob temperatura

ambiente até a sua administracao.

Figura 8 - CondicOes de cultivo e obtencéo dos esporos de B. clausii.

Fonte: CRUZ, C.S (2020).

6.2 ANIMAIS, INFECCAO PELO SCHISTOSOMA MANSONI E CONSIDERACOES
ETICAS

Camundongos fémeas, Swiss Webster, 30 dias de idade, pesando entre 28-30g foram
obtidas e mantidos no biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami em condicGes

padrdes de criagdo (25°C e fotoperiodo de 12h claro/12h escuro) com acesso a ragdo
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(Labina®/Purina, Sado Paulo) e &gua ad labitum. Camundongos foram infectados
percutaneamente com Schistosoma mansoni cepa BH (Belo Horizonte — MG, Brasil). Essa cepa
¢ mantida no setor de Imunoregulacdo das Doencas Infecto-parasitarias e dos Farmacos
Antiparasitarios do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami — LIKA/UFPE, através de
passagens sucessivas em Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss Webster. Para a analise
in vivo 30 camundongos foram infectados com 50 cercérias e outros 20 camundongos foram
mantidos livres da exposicdo cercariana. Os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE (CEEA/UFPE) sob processo de
n°23076.016405/2016-57.

6.3 ANALISE IN VIVO
6.3.1 Formacéao dos grupos experimentais

O ensaio foi realizado durante 100° dias, sendo a exposicdo dos camundongos as cercarias de
S. mansoni realizada no 30°dia de experimentagdo. Camundongos foram distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos experimentais (G1-G5) com 10 animais cada, como se segue

abaixo (Figura 6):

Figura 9 — Formacéo dos grupos experimentais e esquema de tratamento.
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Fonte: CRUZ, C.S (2020).
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Grupos néo infectados:

e G1 - Camundongos que receberam solucéo salina (NaCl, 0,9% wi/v) do 1° ao 100° dia.

e (G2 - Camundongos tratados com esporos do B. clausii do 1° ao 100° dia.
Grupos infectados:

e (G3 — Camundongos que receberam solugdo salina (NaCl, 0,9% w/v) do 1° ao 100° dia.

e G4 — Camundongos tratados com esporos do B. clausii do 1° ao 100° dia.

e G5 — Camundongos que receberam solugdo salina do 1° até 67° dia, em seguida
passaram a serem tratados com esporos de B. clausii do 68° dia (38° dia de infeccéo,

inicio da ovoposicéo pelo S. mansoni) até o 100° dia.

B. clausii foi administrado diariamente por gavagem em dose unica de 10° UFC/mL em
300 pL. Esta dose foi determinada com base na concentracao da formulacdo Enterogermina®.

A intervencdo com solucdo salina foi por gavagem em volume de 300 pL.

6.4 CULTURA DE CELULAS ESPLENICAS PARA ENSAIOS DE CITOMETRIA DE
FLUXO

Apbs 100 dias, os bacos foram excisados em condicdes estéreis e macerados
individualmente com auxilio de um émbolo em placas de vidro contendo 2 mL de meio de
lavagem (meio RPMI 1640) para obtencdo da suspensdo de células esplénicas. As suspensdes
de células esplénicas, foram lavadas em meio RPMI 1640 e centrifugadas a 400 g por 10 min e
4°C. Hemaécias foram lisadas pela adi¢do de agua estéril ao precipitado, por 20 segundos. Em
seguida, as células foram ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SBF) acrescido de 1% de penicilina e estreptomicina, 0,5mM de L-glutamina (1%). A
contagem de células e o teste de viabilidade celular foram determinados com auxilio de camara

de Neubauer e Azul de Trypan a 10%.

Os esplendcitos, foram entéo cultivados em tubos de polipropileno na concentracao final
de 5x10° células/mL e incubados em estufa por 48h a 37°C com CO2 a 5%. As culturas foram

mantidas sob auséncia de estimulos mitogénicos, estimuladas com Concanavalina A (5 pg/mL)
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ou com Bacillus clausii (5x10° esporos/mL). Apés 48h os sobrenadantes foram coletados e
congelados a -20°C para dosagem dos niveis de citocinas.

6.5 DOSAGEM DE CITOCINAS

Para determinacdo da concentracdo das citocinas IL-10, IL-12p70, IFN-y, 0s
sobrenadantes das diferentes culturas foram submetidos a dosagem por Cytometric Bead Array
(CBA) utilizando o citbmetro de fluxo FACSCalibur. O procedimento para dosagem das
citocinas, foi realizado de acordo com as especificagdes do fabricante para o kit Cytometric
Bead Arrayn(CBA) Mouse Inflammation. O Software BD CellQuest™ foi utilizado para
aquisicdo das amostras e as analises foram realizadas através das andlises foram realizadas

através do Software FCAP Array versao 3.01 (Becton Dickson).

Apo6s 24 horas de cultivo foram adicionados a cada tubo, contendo as suspensdes de
células esplénicas, sob os diferentes estimulos acima descritos, 5 pL de Golgi Stop (para cada
5x10° células), agitados em vortex e devolvidas a estufa de CO2 a 37°C por um intervalo de
quatro horas. Passado este periodo de incubacdo, as células foram lavadas com 6,0 mL de PBS
0,01M + 5% de SBF estéril gelado, em seguida agitadas em voértex e centrifugadas a 400 g por
10 minutos sob a temperatura de 4°C. A marcagéo das células foi realizada de acordo com as
especificacOes do fabricante.
As amostras foram analisadas em um citbmetro de fluxo (Citbmetro BD FACSCalibur). A
aquisicdo e analise das amostras foram realizadas no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhées -CPgAM/FIOCRUZ. As andlises serdo realizadas atraves
do Software FCAP Array versdo 3.01 (Becton Dickson)

6.6 DETECCAO DE IL-17 e FOXP3 POR IMUNOHISTOQUIMICA

Para deteccdo imunohistoquimica (IHC) de antigenos nos tecidos, foi feita a IHC
indireta que abrange um anticorpo primario ndo-conjugado e um anticorpo secundario. Quanto
aos anticorpos primarios, para deteccdo de IL-17A, foi usado o anti-1L17A polyclonal antibody
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific), para deteccdo de FOXP3, foi usado o anti-FOXP3
recombinant rabbit monoclonal antibody (Invitrogen, ThermoFisher Scientific).
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O anticorpo secundario empregado foi o kit Histotain®-SP Broad Spectrum (HRP)
Invitrogen™ (Novex by Life Technologies, USA) e HRP — Streptavidin foi o kit Histostain®
- SP, Broad Spectrum — (HRP) Invitrogen™. Foi utilizado cromégeno DAB (3, 3-
diaminobenzidina tetracloridrato) e o0 substrato DAB novolink™ novocastro (Leica,
Biosystens). Foi utilizado fragmentos de tecidos hepaticos e intestinais de camundongos de
grupos néo infectados e infectados. Foram feitos cortes de 5 um de espessura das amostras

parafinizadas e colocados em laminas para posterior analise.

As amostras submetidas a IHC, inicialmente foram submetidas a desparafinizacbes com
Xilol, 5 minutos cada. Seguido da hidratacdo com alcool etilico decrescente absoluto a 70%,

cinco minutos cada. E por fim, submersos em &gua destilada, trés vezes;

Apds esse processo, para recuperacdo antigénica as amostras foram colocadas em
tampdo citrato a 10mp, pH 6, trés ciclos de trés minutos cada em microondas com poténcia
minima. Apoés esse tempo, as 1aminas foram silanizadas amostras foram lavadas trés vezes em
PBS 0,05 M +0,2% TWEEN 20, durante 5 minutos cada lavagem; ap6s isso, 100 ul de PBS
BSA a 1% (Solucdo Tampéo Fosfato/Albumina de Soro Bovino) foi colocado sobre as laminas
para o Bloqueio de sitios inespecificos; incubado durante 30 minutos em camara Umida.
Seguida de trés lavagens com PBS Tween; Foi colocado o anticorpo primario (anti-1L-17A)
diluicdo de 1ug/mL (anti-FOXP3) diluicdo de 1:20 em solucdo tamponada de PBS-BSA 1% e
dessa solucéo, foram adicionados 100 pl nas amostras teste e nas amostras controle, incubadas
em camara Umida na geladeira por 14 — 16 horas (overnight) a 4°C. Seguida de trés lavagens
com PBS Tween; Apoés a lavagem, o consumo de peroxidase enddgena foi realizado por meio
da incubacdo com 100 pl de Perdxido de hidrogénio (H202) 5% em metanol por 45 minutos.
Seguida de trés lavagens com PBS Tween; Em seguida adicionado o anticorpo secundario
(Anti-1gG), diluicdo de 1:100, durante 30 minutos seguido do HRP — Streptavidin por 30
minutos. Seguida de trés lavagens com PBS Tween. A reacdo foi revelada com cromogeno
DAB, 5 minutos e nesse tempo as laminas foram incubadas protegidas da luz. Apos esse

procedimento as laminas foram contracorados com hematoxilina de Harris (HE) 2 minutos.

Em seguida as laminas foram desidratadas com alcool etilico crescente 70% a absoluto
5 minutos cada. Seguida da diafanizagdo em xilol durante 5 minutos cada. E por fim a
montagem usando Entellan®, e todas as imagens foram capturadas através de cdmera (Moticam
2300) acoplada a microscépio optico (Nikon), utilizando-se a objetiva de 40x, as imagens foram
processadas em ImageJ (NIH) para quantificar a area marcada. O valor médio expressado em

pum da area marcada nos 10 campos, a calibragdo utilizada foi 15,38 pxl/um. Esses valores
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foram obtidos através da segmentacdo automatica (RenyiEntropy) como método de pré-
processamento e logo apo6s foram delimitadas as regides de interesse a partir da segmentacéo.

Toda metodologia foi realizada de acordo com as normas dos fabricantes e protocolo da
unicamp (Rocha et al., 2018). Os ensaios foram realizados no setor de Imunologia do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE) e no Laboratorio de
Parasitologia/Centro de Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Pernambuco (CCM-
UFPE).

6.7 ANALISE ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados atraves da comparagdo entre os diferentes grupos de animais
utilizando-se o teste para dados ndo paramétricos Kruskal-Wallis seguida pela Correlacdo de
Spearman e foram expressos como média + desvio padrdo (DP). O programa utilizado para a
obtencéo dos calculos estatisticos foi 0 SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 27.0.
Armonk, NY: IBM Corp) e foram considerados significativos valores de (*p< 0.05).
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7 RESULTADOS

7.1 ARTIGO QUE SERA SUBMETIDO PARA A REVISTA THE AMERICAN JOURNAL
OF GASTROENTEROLOGY

Avaliacdo in situ de FOXP3+ E IL17 em figado e intestino de camundongos infectados
experimentalmente com Schistosoma mansoni e tratados com Bacillus clausii (O/C, N/R,
T e SIN)

Resumo

Os probioticos tém sido usados no tratamento de doengas gastrointestinais entre outras
e seu mecanismo atribuido a possivel atividade imunomodulatéria. O Bacillus clausii tem sido
usado amplamente como probidtico mais existem poucos estudos que caracterizam seus
mecanismos imunomodulatorios. Desta forma este estudo vem avaliar o potencial
imunomodulatério do Bacillus clausii (O/C, N/R, T e SIN) e seu potencial como adjuvante no
tratamento da esquistossomose mansénica. Camundongos foram distribuidos em cinco grupos
experimentais, separados de acordo com exposicao cercariana e esquema terapéutico adotado:
G1(ndo infectado) e G2 (tratado), G3 (infectado), G4 (infectado e tratado profilaticamente) e
G5 (infectado e tratado ap0s oviposicao). Foram dosadas as citocinas 1L12p70, 1L10 e IFNy em
sobrenadante de cultura esplénica com estimulo de Enterogermina® (EG), ConA ou sem
estimulo por citometria de fluxo. Nos animais dos grupos experimentais foi realizada a
avaliacdo in situ de FOXP3+ E IL17 em figado e intestino por reacdo de imunohistoquimica
utilizado o sistema imunoperoxidase. Nossos resultados demonstraram que animais tratados
com B. clausii apresentaram producao significativamente mais elevada de IL12 p70 (p<0,05),
assim como as culturas de células de animais infectados estimulados com Enterogermina®
(EG). No estimulo com ConA, o grupo que recebeu o B. clausii curativamente (G5) apresentou
niveis significantemente maior de IFNy (p<0,05) que os animais infectados sem tratamento
(G3). O tratamento com B. clausii aumentou os niveis de citocina IL-10 nos animais do grupo
infectado tratado apds inicio da oviposi¢do (G5), quando comparado a todos 0s demais grupos.
Os animais infectados e ndo tratados (G3) apresentaram niveis mais elevados de FOXP3, no
tecido hepatico e intestinal em comparagdo aos grupos que receberam o tratamento com B.
clausii. Por outro lado, o tratamento com B. clausii, na auséncia de infeccdo, elevou
significativamente a marcagéo de IL17A no tecido intestinal. Os camundongos infectados e ndo
tratados com o B. clausii apresentaram razdo maior de FOXP3+/IL17A que todos 0s grupos

tratados. Em concluséo, nossos resultados demonstram que B. clausii tem grande potencial
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imunomodulatério, induziu a produgdo de citocinas de perfil Thl, embora também possa

induzir citocinas de perfil regulatorio.

Palavras chaves: Probidticos; Bacillus clausii; Schistosoma mansoni; Imunomodulacéo.

1.Introdugéo

Os probidticos podem ser definidos como alimentos suplementos com microrganismos
vivos e que, consumidos regularmente em quantidades suficientes, devem produzir efeitos
benéficos a salde e ao bem-estar; além dos efeitos nutricionais habituais que beneficiam o
hospedeiro por meio da melhoria no equilibrio da microbiota intestinal (HILL et al., 2015).

Os probidticos exercem efeitos sobre a saude por meios de diferentes mecanismos de
acao como: a) manutencdo e reparo na barreia intestinal e jun¢ées intracelulares (HSIEH et al.,
2015); b) modulagdo da microbiota via competicdo por sitios de adeséo, nutrientes e producdo
de compostos antimicrobianos (MUSIKASANG et al., 2012; FIJAN et al., 2016); c) aumento
da absorcdo e metabolizacdo de nutrientes como o célcio, proteinas e acidos graxos de cadeias
curtas; d) modulacdo do metabolismo microbiano por meio do aumento ou diminuicdo da
atividade enziméatica (ALMEIDA et al., 2012; LEBLANC et al., 2017; DUBEY et al., 2018);
e) estimulacgdo do sistema imune do hospedeiro a partir do aumento da frequéncia de linfdcitos
B e niveis aumentados de imunoglobulinas (principalmente IgA); f) aumento ou diminuicdo da
atividade de macréfagos e células dendritica, e estimulacéo de células Th e Treg (DRAKES et
al., 2004; FOLIGNE et al., 2007; O°’MAHONY et al., 2008; KONIECZNA et al., 2012; KIM
etal., 2014).

Bactérias probidticas do género Bacillus possuem diversos beneficios a saide humana
(CUTTING, 2011; ELSHAGHABEE et al. 2017). Dentro desse género destaca-se o Bacillus
clausii bastonete gram-positivo, aerébio, movel e formador de esporos comumente encontrado

associado a microbiota do solo.

Os beneficios de uso de B. clausii séo atribuidos a sua atividade antimicrobiana (Urdaci
et al. 2004), prevencdo da diarreia associada ao uso de antibidticos (Nista et al. 2004) e na
melhora da disbiose intestinal (Pradhan et al. 2018). Os beneficios de uso de B. clausii também
séo atribuidos ao seu potencial imunomodulatorio. Pacientes com esofagite tratados com B.

clausii, demostraram o aumento na expressdo de genes para IL-13, IL-1B e seu receptor e
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reducdo na expressao de genes para a citocina IL-6 e receptor de IL-15 (DI CARO et al., 2005).
Outro estudo demostrou em criangas com rinite alérgica, que o tratamento com B. clausii
diminui os niveis de IL-4 e a frequéncia de eosinofilos e aumentou a producdo de IFN-y, IL-12,
TGF-B e IL-10 (CIPRANDI et al., 2005). Também foi visto em Camundongos BALB/c com
osteoporose pds menopausa, queo tratamento com B. clausii aumentou frequéncia de células
Treg (CD4+ Foxp3+) e a producdo de IL-10, além de inibir simultaneamente a ativacdo de
células Th17 (CD4+ RoryT) e a producao de citocinas IL-6, IL-17 e TNF-a (DAR et al., 2018).

Na esquistossomose existem estudos demonstrando o potencial terapéutico de outras
espécies probidticas. Durante a infeccdo experimental por S. mansoni, Kirte et al., (1996)
demonstraram que Corynebacterium parvum diminui o dano hepético, carga parasitéaria e
didametro dos granulomas hepaticos, assim como aumenta a quimiotaxia de leucdcitos. Estes
resultados foram semelhantes com outros estudos, Mohamed et al. (2016), demonstrou-se
Lactobacillus sporogenes reduziu modificacdo do padrao de ovoposicdo, além da reducéo dos
didmetros de granuloma no figado e intestino e reduziu o dano no DNA provocado pela

infeccdo.

Em camundongos esquistossomaticos, que receberam iogurte contendo quatro espécies
de probioticos (L. casei B-444, L. plantarum B-531, L. reuteri B-14141 e L. acidophilus),
observou-se um aumento nos niveis de IgM apds a estimulacdo com SWAP in vivo (GHANEM
et al.,, 2005). No entanto, nenhum desses estudos analisam o0s aspectos imunoldgicos,
fundamental para a compreensdo do mecanismo de protecdo dos probidticos estudados, sobre

a eSC]UiStOSSOﬂ’]OSG.

Em trabalho de nosso grupo foi demonstrado que B. clausii reduziu significativamente
a liberacdo de ovos nas fezes de camundongos infectados experimentalmente com S. mansoni
e tratados profilaticamente ou apds inicio de oviposicdo. A reducdo de deposicdo de ovos na
parede do intestino foi de 50,4% nos animais tratados profilaticamente. Neste estudo foi
identificado maiores niveis de IL17 em cultura de células esplénicas de camundongos
infectados experimentalmente e tratados com B. clausii e maior frequéncia de células
CD4+FOXP3+ em animais que receberam apenas o B. clausii e em animais tratados

profilaticamente e infectados com S. mansoni. (CRUZ, C.S 2020).

Estes resultados nos levaram a investigar a modulagdo destes marcadores nos tecidos
dos animais submetidos a estes tratamentos. Desta forma o presente estudo investigou o efeito
imunomodulatério da Enterogermina® sobre expressao de citocina do perfil Th17 (IL17A) e

niveis do marcador de células T regulatorias (Foxp3*) em cortes de intestino e figado e
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concentracdo de citocinas dos perfis Thl (IL-12p70, IFN-y), Th2 (IL-10) em camundongos
infectados com Schistosoma mansoni cepa BH.

2. Matérias e Métodos
2.1 Isolamento de esporos e obtengéo do sobrenadante de Bacillus clausii

Esporos de B. clausii (cepas O/C, N/R, T e SIN), foram obtidos do Enterogermina®
(Sanofi-Aventis SpA, Mildo, Italia). Resumidamente, a solucdo de uma ampola de
Enterogermina® (5mL/10° esporos) foi adicionada & 450 mL de meio Tryptic Soy Broth (TSB
— Hemocult I) e incubada em agitador automético (150 IPM) a 35°C por 72h. Em seguida a
cultura foi centrifugada (4000g por 30 min) e os esporos ressuspendidos em solugédo salina
estéril e plaqueados em &gar nutritivo para padronizacdo das Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC/mL), de forma a obter concentracdo final de 10° esporos/mL. A solucbes de esporos
foram mantidas em frascos individuais de 5 mL hermeticamente fechados, em temperatura

ambiente até administracéo.
2 .2 Animais, infeccdo pelo Schistosoma mansoni e consideracdes éticas

Camundongos fémeas, Swiss Webster, 30 dias de idade, pesando entre 28-30g foram
obtidas e mantidos no biotério do Laborat6rio de Imunopatologia Keizo Asami em condicGes
padroes de criagdo (25°C e fotoperiodo de 12h claro/12h escuro) com acesso a ragao
(Labina®/Purina, Sado Paulo) e &gua ad labitum. Camundongos foram infectados
percutaneamente com Schistosoma mansoni cepa BH (Belo Horizonte — MG, Brasil). Essa cepa
¢ mantida no setor de Imunoregulacdo das Doencas Infecto-parasitarias e dos Farmacos
Antiparasitarios do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami — LIKA/UFPE, através de
passagens sucessivas em Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss Webster. Para a analise,
30 camundongos foram infectados com 50 cercérias e outros 20 camundongos foram mantidos
livres da exposicéo cercariana. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comisséo
de FEtica em Experimentacio Animal da UFPE (CEEA/UFPE) sob processo de
n°23076.016405/2016-57.

2.3 Formacao dos grupos experimentais

O ensaio foi realizado durante 100° dias, sendo a exposi¢do dos camundongos as cercarias de

S. mansoni realizada no 30°dia de experimentagdo. Camundongos foram distribuidos
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aleatoriamente em cinco grupos experimentais (G1-G5) com 10 animais cada, como se segue

abaixo:

Figura 1-formacdo dos grupos experimentais e esquema de tratamento
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Fonte: CRUZ, C.S (2020).

Grupos ndo infectados:

e G1 - Camundongos que receberam solucéo salina (NaCl, 0,9% w/v) do 1° ao 100° dia.

e (G2 - Camundongos tratados com esporos do B. clausii do 1° ao 100° dia.
Grupos infectados:

e (G3 - Camundongos que receberam solugdo salina (NaCl, 0,9% w/v) do 1° ao 100° dia.

e (G4 — Camundongos tratados com esporos do B. clausii do 1° ao 100° dia.

e G5 — Camundongos que receberam solugdo salina do 1° até 67° dia, em seguida
passaram a serem tratados com esporos de B. clausii do 68° dia (38" dia de infecgao,

inicio da ovoposicdo pelo S. mansoni) até o 100° dia.

B. clausii foi administrado diariamente por gavagem em dose unica de 10° UFC/mL em
300 pL. Esta dose foi determinada com base na concentragdo da formulacdo Enterogermina®.

A intervencdo com solucéo salina foi por gavagem em volume de 300 pL.

2.4 Cultura de células esplénicas para ensaios de citometria de fluxo
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Apods 100 dias, os bacos foram excisados em condicGes estéreis e macerados
individualmente com auxilio de um émbolo em placas de vidro contendo 2 mL de meio de
lavagem (meio RPMI 1640) para obtencdo da suspensdo de células esplénicas. As suspensdes
de células esplénicas, foram lavadas em meio RPMI 1640 e centrifugadas a 400 g por 10 min e
4°C. Hemaécias foram lisadas pela adi¢do de agua estéril ao precipitado, por 20 segundos. Em
seguida, as células foram ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SBF) acrescido de 1% de penicilina e estreptomicina, 0,5mM de L-glutamina (1%). A
contagem de células e o teste de viabilidade celular foram determinados com auxilio de cAmara

de Neubauer e Azul de Trypan a 10%.

Os esplendcitos, foram entdo cultivados em tubos de polipropileno na concentracéo final
de 5x10° células/mL e incubados em estufa por 48h a 37°C com CO2 a 5%. As culturas foram
mantidas sob auséncia de estimulos, estimuladas com Concanavalina A (5 pg/mL) ou com
Bacillus clausii (EG) (5x10° esporos/mL). Apds 48h os sobrenadantes foram coletados e

congelados a -20°C para dosagem dos niveis de citocinas.
2.5 Dosagem de citocinas

Para determinacdo da concentracdo das citocinas IL-10, IL-12p70, IFN-y, os
sobrenadantes das diferentes culturas foram submetidos a dosagem por Cytometric Bead Array
(CBA) utilizando o citbmetro de fluxo FACSCalibur. O procedimento para dosagem das
citocinas, foi realizado de acordo com as especificacdes do fabricante para o kit Cytometric
Bead Arrayn (CBA) Mouse Inflammation. O Software BD CellQuest™ foi utilizado para
aquisicdo das amostras e as analises foram realizadas através do As analises foram realizadas

através do Software FCAP Array versao 3.01 (Becton Dickson)
2.6 Deteccdo de IL17 e Foxp3 por imunohistoquimica

Para deteccdo imunohistoquimica (IHC) foi utilizado fragmentos de tecidos hepaticos e
intestinais de camundongos de grupos nao infectados e infectados. Foram feitos cortes de 5 um
de espessura das amostras parafinizadas e colocados em laminas para posterior analise. As
amostras foram submetidas a desparafinizacbes com Xilol, 5 minutos cada. Seguido da
hidratacdo com alcool etilico decrescente absoluto a 70%, cinco minutos cada. E por fim,
submersos em &gua destilada, trés vezes; para recuperagdo antigénica foram colocadas em
tampdo citrato a 10my, pH 6, trés ciclos de trés minutos cada em microondas com poténcia

minima. Apods esse tempo, as laminas foram sinalizadas e amostras foram lavadas trés vezes
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em PBS 0,05 M +0,2% TWEEN 20, durante 5 minutos cada lavagem; para o Bloqueio de sitios
inespecificos foi colocado 100 pul de PBS BSA a 1% (Solu¢do Tampéo Fosfato/Soro Bovino)
sobre as laminas; incubado durante 30 minutos em camara Umida. Seguida de trés lavagens com
PBS Tween; foi colocado o anticorpo primario (anti-1L-17A) diluigdo de 1pg/mL (anti-FOXP3)
diluicdo de 1:20 em solugdo tamponada de PBS-BSA 1% e incubadas em cdmara umida na
geladeira por 14 — 16 horas (overnight) a 4°C. Seguida de trés lavagens com PBS Tween; Apos
a lavagem, o consumo de peroxidase endogena foi realizado por meio da incubacdo com 100
pl de H202 5% em metanol por 45 minutos. Seguida de trés lavagens com PBS Tween; Em
seguida adicionado o anticorpo secundario (Anti-IgG), diluicdo de 1:100, durante 30 minutos
seguido do HRP — Streptavidin por 30 minutos. Seguida de trés lavagens com PBS Tween. A
reacdo foi revelada com cromoégeno DAB (diaminobenzidina), 5 minutos e nesse tempo as
laminas foram incubadas protegidas da luz. Apds esse procedimento as laminas foram

contracorados com hematoxilina de Harris (HE) 2 minutos.

Em seguida as laminas foram desidratadas com alcool etilico crescente 70% a absoluto
5 minutos cada. Seguida da diafanizacdo em xilol durante 5 minutos cada. E por fim a
montagem usando Entellan®, e todas as imagens foram capturadas através de camera (Moticam
2300) acoplada a microscépio dptico (Nikon), utilizando-se a objetiva de 40x, as imagens foram

processadas em ImageJ (NIH) para quantificar a &rea marcada ( um).

Toda metodologia foi realizada de acordo com as normas dos fabricantes e protocolo da
Unicamp (Rocha et al., 2018). Os ensaios foram realizados no setor de Imunologia do Instituto
de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE) e no Laboratorio de Parasitologia/Centro de
Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Pernambuco (CCM-UFPE).

2.7 Andlise estatisticas

Os resultados foram analisados através da comparacdo entre os diferentes grupos de
animais utilizando-se o teste para dados ndo paramétricos Kruskal-Wallis seguida pela
Correlagdo de Spearman e foram expressos como media * desvio padréo (DP). O programa
utilizado para a obtencdo dos calculos estatisticos foi o SPSS (IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 27.0. Armonk, NY: IBM Corp) e foram considerados significativos valores
de (*p< 0.05).
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3. Resultados

3.1 Quantificacéo de citocinas no sobrenadante de cultura de células esplénicas

Nas culturas ndo estimulada a producéo de IL12p70 foi significativamente maior nos
animais infectados que receberam o tratamento com B. clausii no esquema curativo (G5) em
comparacdo todos os demais grupos. Nas culturas estimuladas com EG a IL12p70 estava
significativamente aumentada nos grupos infectados (G3) e tratados profilaticamente (G4) em
comparagdo com os animais sem infeccdo (*p<0.05) (Figura2 A). N&o houve diferencas

significativas entre 0s grupos nas culturas estimuladas com o mitégeno ConA.

Nas culturas estimuladas com EG, foi visto que os animais dos grupos infectados
tratados com B. clausii (G4 e G5) e animais infectados e ndo tratados produziram niveis
significativamente maior de IFN-y em comparag@o aos animais ndo infectados que receberam

apenas 0 B. clausii (G2).

Os animais sem infec¢do ou tratamento (G1) apresentaram niveis inferiores de IFN-y, porém ¢
apenas estatisticamente significante quando comparado ao grupo G4 (*p<0.05). Nas culturas
estimuladas com ConA, foi visto que os animais dos grupos (G2, G4 e G5), apresentaram niveis
elevados de IFN-y, porém ¢ estatisticamente significativo nos animais do grupo G5 quando
comparado com os grupos Gle G3 (*p<0.05). Nas culturas sem estimulos o IFN vy foi
significativamente maior nos animais infectados e tratados (G4, G5) ou no grupo infectado e
sem tratamento (G3) (*p<0.05). (Figura 2B).

Com relagédo a producéo de IL10 observou-se nas culturas estimuladas com EG, o
tratamento com B. clausii aumentou os niveis de citocina IL-10 nos animais do grupo infectado
tratado apos inicio da oviposi¢do (G5), quando comparado a todos os demais grupos (*p<0.05).
Os animais do grupo controle infectado (G3) tiveram niveis mais elevados de IL-10, quando
comparado com grupo controle ndo infectado G1 (*p<0.05). Nas culturas estimuladas com
ConA, o grupo G5 também apresentou niveis significativamente maior. O grupo G3 apresentou
niveis de 1L10 superior ao grupo ndo infectado (G1) (*p<0.05). Nas culturas sem estimulos o
grupo G5 produziu niveis de IL10 significativamente maior que os grupos G1, G2, G4 e
superior ao grupo G3. (*p<0.05) (Figura 2C).



Figura 2 - Niveis de citocinas IL-12P70 (A), IFN-y (B) e IL-10 (C) de cultura de células

esplénicas estimulados com esporos de Bacillus clausii ou (EG, ConA e MEIO), de

camundongos nao infectados (G1), camundongos néo infectados tratados com esporos de

Bacillus clausii (G2), camundongos infectados com S. mansoni néo tratados (G3),
camundongos infectados e tratados antes da exposi¢do cercariana com esporos de B. clausii

(G4) ou infectados e tratados com esporos de B. clausii de apo6s inicio da oviposicao (G5).
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3.2 Deteccao de IL17 e Foxp3 por Imunohistoquimica

Valores representam média e desvio padrdo. (*p<0.05).
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Na analise marcagdo por IHC em tecido hepatico, foi visto aumento da frequéncia de

células Foxp3+ nos animais infectados e ndo tratados (G3) quando comparados com 0s grupos

G2, G4 e G5, respectivamente, porém os valores sé foram significantes para grupo G3, quando

comparado com animais do grupo G4 (*p<0.05). No intestino, também foi visto aumento da

frequéncia de células Foxp3+ nos animais do grupo G3, quando comparados com 0s animais

dos grupos infectados tratados com B. clausii G4 e G5, os valores foram significativos
(*p<0.05) (Figura 3A e B).
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Por outro lado, a intervencdo terapéutica com o B. clausii aumentou a presenca de
citocina IL-17A no tecido hepético em animais dos grupos G4 quando comparado com 0S
animais dos grupos G3 e G5, porém ndo significativo (Figura 3C). No tecido intestinal, os
animais que receberam apenas o tratamento com B. clausii (G2) apresentaram niveis
significativamente mais elevados que os animais tratados e infectados (G4) (*p<0.05). Por
outro lado, o tratamento com B. clausii aumentou a frequéncia de IL-17A nos animais do grupo
G4, quando comparado com o grupo G3 e G5, mas néo significativo. (Figura 3D). Nos grupos
de animais infectados com ou sem tratamento determinamos a razéo entre as células foxp3+ e
células IL17A+. Os camundongos infectados e nao tratados com o B. clausii apresentaram razdo
maior de FOXP3+/IL17A que todos os grupos tratados no intestino, sendo esta diferenca
significativa entre o grupo G3 e G5 (Figura 4).

Figura 3- Efeito de probidtico B. clausii sobre niveis dos marcadores de Foxp3+ no figado
(A) e no intestino (B) em analise de marcacao de IHC, de camundongos nao infectados (G1),
camundongos néo infectados com S. mansoni e tratados com esporos de Bacillus clausii (G2),

camundongos infectados com S. mansoni nao tratados (G3), camundongos infectados e
tratados antes da exposicao cercariana com esporos de B. clausii (G4) ou infectados e tratados

com esporos de B. clausii de ap6s inicio da oviposicao (G5). Valores representam média e

desvio padrdo. Amostra de 10 campos aleatdrios expressos como areas (pxI/um). Valores
considerados significativos quando (*p<0.05).
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Figura 3: Efeito de probiotico B. clausii sobre niveis dos marcadores IL17A no figado (C) e
IL17A no intestino (D) em analise de marcacdo de IHC, de camundongos néo infectados
(G1), camundongos néo infectados com S. mansoni e tratados com esporos de Bacillus clausii
(G2), camundongos infectados com S. mansoni ndo tratados (G3), camundongos infectados e
tratados antes da exposicao cercariana com esporos de B. clausii (G4) ou infectados e tratados
com esporos de B. clausii de apos inicio da oviposicao (G5). Valores representam média e
desvio padrdo. Amostra de 10 campos aleatorios (pxI/um). Valores considerados
significativos quando (*p<0.05).
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Imagem representa corte de tecido do figado e intestino analisados pela marcacdo de
IHC (Figura 4).

Figura 4: Grades de fotos demonstrativas, da expressdo IL17 (A) na analise de marcagédo por
IHC, do Controle (C) e Teste (T) de camundongos néo infectados (G1), camundongos ndo
infectados tratados com esporos de Bacillus clausii (G2), camundongos infectados com S.

mansoni ndo tratados (G3), camundongos infectados e tratados antes da exposicéo cercariana
com esporos de B. clausii (G4) ou infectados e tratados com esporos de B. clausii de apds

inicio da oviposicéo (G5). As seccOes de objetiva (10x) e (40 x), cor castanho na marcacao,
demostra a positividade da reacéo.
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Figura 4: Grades de fotos demonstrativas, da expressdo Foxp3 (B) na analise de marcacéo
por IHC, do Controle (C) e Teste (T) de camundongos nédo infectados (G1), camundongos ndo
infectados tratados com esporos de Bacillus clausii (G2), camundongos infectados com S.
mansoni ndo tratados (G3), camundongos infectados e tratados antes da exposicéo cercariana
com esporos de B. clausii (G4) ou infectados e tratados com esporos de B. clausii de ap6s
inicio da oviposicao (G5). As secc¢des de objetiva (10x) e (40 x), cor castanho na marcacao,
demostra a positividade da reacéo.

Gn
T Gn= Grupo Experimental;C= Controle; T= Teste



Figura 5 - Razdo entre a marcacao de células FoxP3+ e IL17+ de camundongos néo
infectados tratados com esporos de Bacillus clausii (G2), camundongos infectados com S.
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mansoni ndo tratados (G3), camundongos infectados e tratados antes da exposi¢do cercariana
com esporos de B. clausii (G4) ou infectados e tratados com esporos de B. clausii ap6s inicio

da oviposicdo (G5). Valores representam média e desvio padrdo da area (um.). Valores
considerados significativos quando (*p<0.05).
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a IL10 nos animais tratados e infectados profilaticamente (G4). Por outro lado, 0s animais

infectados e ndo tratados (G3) apresentaram correlagdo negativa com IFNy e positiva com IL10.
A marcacdo de Foxp3 no intestino mostrou correlagao positiva com I1L10 no grupo de animais

infectados e ndo tratados (G3), no entanto a correlagdo com IL10 foi negativa nos animais que

receberam o tratamento profilatico (G4) (Tabela 1).



Tabela 1- Correlagdes citocinas esplénicas versus Foxp3 e IL-17 de tecidos hepaticos e
intestinais de camundongos néo infectados e infectados pelo S. mansoni submetidos ao

tratamento com B. clausii
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IL17 IL12P7 | IL12P7 | IL12P7 | IFNy IFNy IFNy 1L10 IL10 1L10 FOXP3 | IL17 FOXP3
FIGADO | 0 0 0 EG CONA | MEIO EG CONA | MEIO FIGAD | INTES | INTES
EG CONA | MEIO 0 TINO TINO
G2 ND ND 0,354 0,500 0,000 0,700 0,900 | 0,100 0,500 0,100 0,000 -0,100
G3 -0,667 | 0,707 0,335 | -0,100 | 0,000 0,200 0,564 0,300 0,700 0,300 -0,100 | 0616
G4 0,671 0,354 -0,447 | -0,200 | 0,527 -0,100 | -0,300 | -0,600 | -0,200 | -0,200 | 0,400 0,100
G5 0,544 0,000 0,763 | -0,359 | -0564 | -0,103 | 0,051 0,667 | -0,616 | -0,103 | 0,368 0,564
IL17 IFNy IFNy IFNy IL10 IL10 IL10 FOXP
INTESTI | IL12P7 | IL12P7 | IL12P7 | EG CONA | MEIO EG CONA | MEIO FOXP3 | FIGAD | FOXP3
NO 0EG 0 0 FIGAD | O INTES
CONA | MEIO 0 TINO
G2 0,707 0,500 0,500 -0,300 | 0,400 0,600 -0,500 | 0,000 -,900* | -0,600
G3 0,103 0354 | -0,112 | -0,700 | -0,300 | -,900* | 0,205 0,900* | -0,600 | -0,100 | -0,500 | -0,667
G4 0,112 | 0,707 -0,112 | 0,000 -0,158 | 0,000 -900* | -0,300 | -0,500 | 0,400 -0,100 | 0,700
G5 0,181 0,363 | -0,132 | 0,462 0,359 0,308 0,667 0,051 |-0821 | 0,368 0,308 0,359
FOXP3 IL12P7 | IL12P7 | IL12P7 | IFNy IFNy TFNy 1L10 IL10 1L10 IL17 IL17 FOXP3
FIGADO | 0 0 0 EG CONA | MEIO EG CONA | MEIO FIGAD | INTES | INTES
EG CONA | MEIO 0 TINO TINO
G2 0,354 | -0,200 | -0,300 | 0,400 -0,200 | -0,700 | 0,300 0,100 -,900* | 0,800
G3 0,205 0,707 0,335 0,600 ,900* 0,700 -0,359 | -0,200 | 0,300 0,300 -0,500 | 0,462
G4 0,224 0,707 | 0,112 ,900* 0,632 ,900* -0,200 | 0,100 0,400 -0,200 | -0,100 | 0,600
G5 0,707 0,354 | -0,051 | -0,300 | 0,600 -0,600 | -0,100 | 0,100 -0,600 | -0,103 | 0,308 0,500
FOXP3 IL12P7 | IL12P7 | IL12P7 [ IFNy IFNy IFNy IL10 IL10 IL10 IL17 FOXP3 [ IL17I
INTESTI | 0 0 0 EG CONA | MEIO EG CONA | MEIO FIGAD | IHCFI INTES
NO EG CONA | MEIO 0 GADO | TINO
G2 0,000 -0,300 | 0,300 -0,100 | -0,200 | -0,300 | 0,200 -0,100 | 0,800 -0,600
G3 -0,711 | 0,363 0,287 0,667 0,308 0,821 0,500 -0,359 ,975** | 0,616 0,462 -0,667
G4 0,112 0,000 0,224 0,700 0,264 0,700 -900* | -0,300 | -0,300 | 0,100 0,600 0,700
G5 0,707 0,354 0,872 | -0600 | -0,300 [ -0,700 | 0,300 0,800 | -0,700 | 0,564 0,500 0,359

Os valores mostrados séo coeficientes de correlagdo de Spearman. Os resultados estatisticamente significativos
sdo indicados com um ( P <0,01 a 0,05) ou dois asteriscos sobrescritos (P <0,001 a 0,01).
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Discussao

Os resultados deste estudo demonstraram que animais tratados com B. clausii
apresentaram producéo significativamente mais elevada de IL12 p70. No estimulo com ConA,
0 grupo que recebeu o B. clausii curativamente (G5) apresentou niveis significantemente maior
de IFNy que os animais infectados sem tratamento (G3). O tratamento com B. clausii aumentou
0s niveis de citocina IL-10 nos animais do grupo infectado tratado apds inicio da oviposicédo
(G5), quando comparado a todos os demais grupos. Os animais infectados e nédo tratados (G3)
apresentaram niveis mais elevados de FOXP3, no tecido hepético e intestinal em comparacao
aos grupos que receberam o tratamento com B. clausii. O nosso estudo evidenciou que B. clausii
tem grande potencial imunomodulatério, é capaz de induzir uma producéo de citocinas de perfil
Th1, embora também possa induzir citocinas de perfil regulatério. A utilizacdo de probioticos
para melhorar a salde é uma estratégia que vem sendo utilizada a véarios anos. Os probi6ticos
tém sido usados no tratamento de doencas gastrointestinais entre outras. Os beneficios clinicos
tém sido atribuidos a substancias antimicrobiais produzidas pelas linhagens de probio6ticos bem
como suas propriedades imunomodulatérias (URDACI et. al. 2004). Apesar deste
conhecimento, existem poucos estudos que caracterizam os mecanismos imunomodulatdrios
dos Bacillus. Desta forma este estudo vem avaliar o potencial imunomodulatério do Bacillus
clausii e seu potencial como adjuvante no tratamento da esquistossomose mansénica. A
esquistossomose € uma doenca parasitaria negligenciada caracterizada por uma resposta
granulomatosa inflamatéria contra o ovo depositado no tecido do hospedeiro, especialmente
nos tecidos hepaticos e intestinal. Estudos demonstraram a capacidade de probidticos do género
Bacillus de induzir resposta imune celular (CUTTING, 2011).

IL12p70 é um heterodimero composto de duas subunidades funcionais p35 e p40, atua
como citocina pré-inflamatdria que estimula o perfil Thl, aumenta atividade de células NK,
aumenta a producdo de IFNy e aumenta expressdo de CD25 em células CD4+Th1. Por esta
propriedade, foi importante avaliar se esta citocina poderia ser modulada pelo B. clausii.
(VERMA ND et. al. 2014). Nossos resultados demonstraram que nas culturas nao estimuladas
de células esplénicas de animais infectados e tratados curativamente (G5) houve producdo
significativamente maior de IL12p70. Por outro lado, as culturas de células de animais
infectados e sem tratamento com o B. clausii (G3) mas que foram estimuladas com o a
enterogermina (EG) induziram maior producdo de 1L12p70 em comparagdo com os demais
grupos sendo significativo em relagdo ao grupo tratado profilaticamente (G4). Este resultado

sugere que o B. clausii tem potencial imunomodulatério de estimular a 1L12p70 quando
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utilizado no tratamento da esquistossomose experimental. Nenhum outro trabalho demonstrou

o efeito deste probiotico sobre esta citocina.

Ciprandi e colaboradores (2005) em um estudo com criancas alérgicas e com infeccao
respiratoria, apos tratamento com Bacillus clausii (Enterogermina®), mostrou um aumento de

IFNy, IL12, TGF-B ¢ IL10 na secrecédo nasal. Estes resultados corroboram nossos achados.

Nas culturas estimuladas com Enterogermina® (EG), foi visto que os animais dos
grupos infectados tratados com B. clausii (G4 e G5) e animais infectados e néo tratados (G3)
produziram niveis significativamente maior de IFN-y em compara¢do aos animais ndo
infectados que receberam apenas o B. clausii (G2). No estimulo com o mitégeno ConA, apenas
0 grupo que recebeu o B. clausii curativamente (G5) apresentou niveis significantemente maior
que os animais infectados sem tratamento (G3). Estes resultados sugerem que o tratamento com

0 B. clausii potencializa a estimulacdo de IFNy .

Nossos resultados sdo semelhantes ao estudo Ciprandi et al. (2005), que observou que
0 B. clausii aumentou os niveis da producdo de IFN-y nas criangas com alergia e infecgdo
respiratoria. No estudo realizado por Urdaci et al. (2004), também demonstraram em ensaio in
vitro utilizando células T CD4+ isoladas de baco de camundongos C57BI/6 que as cepas de B.
clausii isoladas do Enterogermina® induziram resposta T proliferativa e aumento da producio

de IFN-y e expressdo de NOS II com consequente aumento de produgdo de nitritos.

Em contrapartida, Dar et al., 2018 demonstraram, que administracdo de B. clausii
reduziu os niveis de citocina pré-inflamatéria (IFN-y) em camundongos BALB/c com

osteoporose po6s-menopausa. Neste estudo os autores utilizaram fémeas ovariectomizadas.

Estudos sobre o mecanismo de modulacdo da IL-10 durante esquistossomose,
demostraram que essa citocina pode regular a patologia por controlar a producédo de citocinas
Th1l e prevenir o desenvolvimento de Th2 excessiva durante a formacdo do granuloma
(HOFFMANN et al., 2000; HESSE et al., 2004; TAYLOR et al.,2006). Em nosso estudo, com
relacdo a produgdo de IL10 observou-se que nas culturas estimuladas com EG, o tratamento
com B. clausii aumentou os niveis de citocina IL-10 nos animais do grupo infectado tratado
apos inicio da oviposicao (G5), quando comparado a todos os demais grupos. O mesmo foi
observado nas culturas sem estimulo ou estimuladas com ConA. Importante ressaltar que o
tratamento dos animais com B. clausii sem infec¢do ndo induziu significativamente a producgéo

desta citocina, porém potencializou a producéo induzida pela propria infec¢do do S. mansoni.
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As células Thl7 e as células T regulatoria sdo frequentemente encontradas em
superficies de barreira, particularmente na mucosa intestinal, onde elas funcionam para proteger
0 hospedeiro de microrganismos patogénicos e para restringir as respostas excessivas de células
T efetoras, respectivamente, sendo reguladas na maior parte pelos microrganismos entéricos
(OMENETTI et al., 2015). Durante a esquistosssome as células Th17 e Treg possuem papéis
fundamentais no desenvolvimento da doenga. A Thl7 tem sido associada a indugdo de
patologias severas (RUTITZKY & STADECKER 2011; SHAINHEIT et al., 2011; LARKIN et
al., 2012) enquanto as T regulatérias estao relacionadas no controle da formacéo do granuloma
(SINGH et al., 2004; BAUMGART et al., 2006; TAYLOR et al., 2006). Além disso foi visto
que a infeccdo por Schistosoma pode comprometer o balango Treg/Th17 (CHEN et al., 2017).

Nosso grupo € o primeiro a demonstrar o potencial efeito imunomodulatério do Bacillus
clausii na infeccdo experimental pelo S. mansoni (Cruz, 2020). No primeiro estudo foi
demonstrado que culturas estimuladas com ConA os grupos de animais tratados com a
Enterogermina® induziram menor producéo de IL2, e maior producdo de IL4 e IL10. O grupo
G4 também induziu maior producdo de IL17 em comparacdo com o0s animais infectados e ndo
tratados. Os resultados demonstraram que existe diferenca nos mecanismos envolvidos na
regulacdo da imunidade pelo B. clausii quando utilizado profilaticamente ou quando a infec¢éo
ja esta estabelecida. Embora a IL17 esteja criticamente envolvida na imunopatologia da
esquistossomose, é possivel que tenha um balango na resposta imune TH1/TH2/TH17 que ndo

leva a uma polarizacdo de resposta e nem a exacerbacdo da patologia (Cruz, 2020).

No presente estudo avaliamos in situ no tecido hepatico e intestinal quanto a presenca dos
marcadores FOXP3+ e IL17A nos grupos dos animais com os diferentes esquemas de
tratamentos. Observamos gque 0s animais infectados e ndo tratados (G3) apresentaram niveis
mais elevados de FOXP3, no tecido hepatico e intestinal em comparacdo aos grupos que
receberam o tratamento com B. clausii. Surpreendentemente, o tratamento com B. clausii, na
auséncia de infeccdo, elevou significativamente a marcacdo de IL17A no tecido intestinal .
Embora os animais infectados com S. mansoni e tratados com B. clausii, tenha menor macagao
de FoxP3 no intestino, ndo refletiu em maior presenca significativa de IL17A no intestino em
comparagdo com o infectado sem tratamento. Porém quando avaliamos a razéo entre FOXP3 e
IL17A no intestino , os camundongos infectados e ndo tratados com o B. clausii apresentaram
razao maior de FOXP3+/IL17A que todos os grupos tratados sendo significativa esta diferenca

em comparagdo com o0s animais infectados tratados apos oviposicéo (G5).
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Dar et al. (2018) observaram em Camundongos BALB/c com osteoporose pos-
menopausa, que o tratamento com B. clausii (Enterogermina®) aumentou significativamente
as células Treg (CD4+ Foxp3+) além de inibir simultaneamente a ativacdo de células Th17
(CD4+ RoryT) e a producao de citocinas IL-6, IL-17 e TNF-a.

Avaliamos também se havia alguma correlacdo entre a marcacdo da FOXP3 e IL17A nos
tecidos e a producdo das citocinas esplénicas. A marcagdo de IL17A+ no intestino mostrou
uma correlacdo negativa com a IL10 nos animais tratados e infectados profilaticamente (G4) .
Nos animais infectados e ndo tratados (G3) a IL17A no intestino apresentou correlacdo
negativa com IFNy e positiva com IL10. Por outro lado, na marcacdo de Foxp3 no intestino
observamos correlacao positiva com IL10 no grupo de animais infectados e nédo tratados (G3).
A correlagdo com IL10 foi negativa nos animais que receberam o tratamento profilatico (G4).
Estes resultados podem indicar como esperado, mecanismos distintos envolvidos na modulagao

da resposta entre estes diferentes 6rgaos.

Na infeccdo experimental por S. mansoni a resposta imune no inicio da infeccéo é
predominantemente Th1, marcada pela elevada producdo TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6 (Dunne &
Cooke, 2005). Com o progresso da infeccdo, os vermes amadurecem sexualmente e iniciam a
postura de ovos, que estimulam uma mudanca no perfil de resposta imune, sendo observado
aumento de producédo de citocinas do tipo Th2. Apds deposicdo dos ovos nos tecidos outras
populacdes de células também tem grande importancia na evolucéo da infec¢do como as células
T regulatdrias, que estdo associadas ao melhor controle da patologia, enquanto as células Th17

que estdo associadas a exacerbacao desta patologia.

No presente estudo, embora o tratamento com B. clausii tenha induzido um perfil mais
pré-inflamatorio, esta resposta no inicio da infec¢do pode contribuir para uma maior resisténcia
a infeccdo. Bourke e cols (2015) demonstraram que o tratamento com praziquantel induz um
fendtipo mais pro-inflamatério pos tratamento com aumento dos niveis de TNF-a, IL-6, 1L-8,
IFN-y, IL-12p70, e IL-23.

O B. clausii pode induzir respostas pro e anti-inflamatdrias, na dependéncia do modelo.
Alguns autores tém proposto que este probidtico estimula uma resposta Th2 (Di Caro et al,
2005), outros demonstraram um direcionamento para uma resposta Th1(Ciprandi et al. 2005,
Udarci, 2004) e outros uma indugéo de resposta Treg e diminui¢cdo de Th17 (Dar, et. al, 2018).
Desta forma, reforga a importancia de melhor caracterizar os efeitos imunomodulatorios dos

probidticos.
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5. Conclustes

Em concluséo, nossos resultados demonstram que B. clausii tem grande potencial
imunomodulatorio, induziu a producdo de citocinas de perfil Thl, embora também possa
induzir citocinas de perfil regulatério. Em perspectiva futura o probiotico pode ser testado com

adjuvante no tratamento da esquistossomose.
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8 CONCLUSOES

Em conclusdo, nossos resultados demonstram que B. clausii é capaz de modular a

producdo de citocinas dos perfis Thl e Th2 durante a infec¢do pelo Schistosoma mansoni.

Os animais tratados com B. clausii apresentaram producdo significativamente mais
elevada de IL12 p70 e potencializaram a producdo de IFNy nos animais infectados. O
tratamento com B. clausii aumentou os niveis de citocina IL-10 nos animais do grupo infectado

tratado ap0s inicio da oviposicao.

Os animais infectados e ndo tratados apresentaram niveis mais elevados de FOXP3, no
tecido hepatico e intestinal em comparagdo aos grupos que receberam o tratamento com B.

clausii.

O tratamento com B. clausii, na auséncia de infeccdo, elevou significativamente a

marcacgéo de IL17A no tecido intestinal.

Os camundongos infectados e ndo tratados com o B. clausii apresentaram raz&o maior
de FOXP3+/IL17A que todos os grupos tratados.
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