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Quando a vida coloca em nossa frente inUmeras pessoas e situagdes, escolher
as motivagdes que geraram este trabalho é uma tarefa dificil, entdo decidi dedicar este
trabalho primeiro a uma motivacao de vida primordial, aos que tem menos, a
sociedade para quem nossas instituicbes académicas servem, ao pedinte da rua, a
travesti que todo dia tem o risco de perder a vida, as maes da comunidade, a quem
trabalha na roca, a quem defende as florestas e a todos aqueles que nao tem espaco
em textos dessa natureza, provavelmente nunca saberao que dediquei esse trabalho
a todos eles, sinto-me realizado apenas sabendo que o dediquei.

Dedico esse trabalho também ao frequente motivo das minhas oracdes, aos
mais de 500 mortos de abril, presos politicos e quem ainda resiste na Nicaragua, em
maos da prepoténcia, o orgulho e a deméncia de alguns poucos; também quero
colocar neste espaco aos milhdes de pessoas que nos deixaram durante a pandemia,
esse momento obscuro, ou melhor obscurantismo, que como cientista tivemos que
confrontar com nosso compromisso com a verdade em quanto viamos ir embora

amigos e familiares por culpa da negligencia e a estupidez de uns poucos.

Nao podemos esquecer que fazer ciéncia é resisténcia, é altruismo, que nossos
resultados ndo sédo apenas valores de P, OR ou RR, também é dar esperanca, salvar
vidas, lutar por um mundo mais justo, trazer as verdades a tona por mais incObmodas
que sejam, é por isso que dedico este trabalho também a todos os pesquisadores que

fazemos o esforgo de ter um mundo melhor.
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As pulgas sonham em comprar um céo, e 0S ninguéns com deixar a
pobreza, que em algum dia magico de sorte chova a boa sorte a cantaros;
mas a boa sorte ndo chova ontem, nem hoje, nem amanh&, nem nunca,
nem uma chuvinha cai do céu da boa sorte, por mais que 0s ninguéns a
chamem e mesmo que a médo esquerda coce, ou se levantem com o pé

direito, ou comecem o ano mudando de vassoura.

Os ninguéns: os filhos de ninguém, os donos de nada.

Os ninguéns: os nenhuns, correndo soltos, morrendo a vida, fodidos e mal
pagos:

Que ndo sdo embora sejam.

Que néo falam idiomas, falam dialetos.

Que néo praticam religibes, praticam supersti¢cées.

Que néo fazem arte, fazem artesanato.

Que néo sdo seres humanos, sdo recursos humanos.

Que néo tem cultura, tém folclore.

Que néo tém cara, tém bracgos.

Que néo tém nome, tém numero.

Que ndo aparecem na histéria universal, aparecem nas paginas policiais
da imprensa local.

Os ninguéns, que custam menos do que a bala que os mata.
(GALEANO, 1995 Pg. 71)



RESUMO

A fibrose € um dos principais fatores relacionados a complicagdes decorrentes da
dinamica imunoldgica da esquistossomose, estudos recentes tém apontado que tanto
a microbiota como probiéticos tem a capacidade de influenciar na homeostasia tanto
a nivel sistémico quanto local. Este estudo teve como objetivo avaliar a interagao entre
probiético e hospedeiro no contexto da esquistossomose experimental e o seu
resultado na expressao de actina de musculo liso tipo a (a-SMA), as alarminas IL25 e
IL-33 e avaliar a potencial regulagao de citocinas inflamatérias IL-6, TNFa, MCP-1.
Neste estudo os camundongos foram distribuidos em quatro grupos experimentais,
separados de acordo com exposicao cercariana e esquema terapéutico adotado: G1
(tratado e nao infectado), G2 (infectado), G3 (infectado e tratado profilaticamente) e
G4 (infectado e tratado apds oviposigao). IL-6, TNFa, MCP-1 foram avaliadas em
sobrenadante de cultura esplénica com estimulo de B.clausii (Enterogermina) e sem
estimulo. Nos animais dos grupos experimentais foi realizada a avaliagao in situ em
figado e intestino foi realizado por imunohistoquimica utilizando como marcadores IL-
25, IL-33 e a-SMA com as seguintes dilui¢des: 1:50, 1ug/ml e 1:600, respecticamente.
A quantificacdo da area marcada foi mediante software de analise de imagem. Em
nosso modelo experimental conseguimos observar potenciais efeitos moduladores em

IL-25 e MCP-1 na coexisténcia da Esquistossomosse mansoénica e Bacillus clausii.

Palavras-chaves: imunomodulacao; probiético; fibrose; schistosoma; Bacillus clausii.



ABSTRACT

Fibrosis is one of the main factors related to complications resulting from the
immunological dynamics of schistosomiasis. Recent studies have shown that both the
microbiota and probiotics have the ability to influence homeostasis both systemically
and locally. This study aimed to evaluate the interaction between probiotics and the
host in the context of experimental schistosomiasis and its impact on the expression
of smooth muscle actin type a (a-SMA), the alarmins IL25 and IL-33, and the potential
regulation of inflammatory cytokines IL-6, TNFa, MCP-1. In this study, mice were
divided into four experimental groups, separated according to cercarial exposure and
therapeutic scheme adopted: G1 (treated and not infected), G2 (infected), G3 (infected
and treated prophylactically), and G4 (infected and treated after oviposition). IL-6,
TNFa, and MCP-1 were evaluated in splenic culture supernatant with and without B.
clausii (Enterogermina) stimulation. In the animals of the experimental groups, in situ
evaluation in the liver and intestine was performed by immunohistochemistry using IL-
25, IL-33, and ao-SMA as markers with dilutions of 1:50, 1ug/ml, and 1:600,
respectively. The quantification of the marked area was performed using image
analysis software. In our experimental model, we were able to observe potential
modulatory effects on IL-25 and MCP-1 in the coexistence of Schistosoma mansoni

and Bacillus clausii.

Keywords: immunomodulation; probiotic; fibrosis; schistosoma; Bacillus clausii.
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1 INTRODUGCAO

A esquistossomose mansbnica € uma infeccdo helmintica de elevada
prevaléncia no mundo atingindo cerca 200 milhdes de individuos. Os ovos de S.
Mansoni, representam a principal causa de morbidade por conta das complicacoes
em orgaos e uma série de sintomas clinicos devido ao tropismo especifico da espécie
(BURKE et al., 2009; ANTHONY et al., 2010). Os casais de vermes adultos residem
no sistema de vasos mesentéricos onde realizam sua postura de ovos. Estes ovos
sao translocados pela parede do intestino para serem eliminados nas fezes. Este
processo € modulado pelo sistema imunolégico do hospedeiro. Apos deposigao dos
ovos ocorre uma mudanga no padrao de resposta imune que antes da postura de ovos
€ Th1 e modifica para um padrao Th2. Este processo é caracterizado pela formagao
do granuloma e subsequente fibrose (SCHWARTZ C & FALLON, 2018).

A fibrose ¢é particularmente dependente da resposta Th2 e envolve
principalmente as citocinas L4, IL5 e IL13 (PEARCE et al 1991). Um estudo relatou
que baixas concentragdes de Interleucinas (IL-6, IL-10), Fator de Necrose Tumoral a
(TNF-a) e quimocinas se encontravam em formas mais severas de fibrose em
pacientes diagnosticados com esquistossomose, ao contrario o que é relatado para
IL-13, que é descrito como um fator pro fibrético importante e principal causa de
morbidade e mortalidade na doenga (KAMDEM et al., 2018; MUTENGO et al., 2018).
Tanto o ovo como o verme adulto compartilham um mesmo nicho com a microbiota
do hospedeiro e € um fator a tomar em conta quando falamos de mediadores
inflamatdrios e durante a esquistossomose tem sido relatado uma composicao da
microbiota colitogénica (JENKINS et al., 2018; FLOUDAS et al., 2019).

A capacidade imunomoduladora de Th1/Th2/Th17/Treg tanto pela microbiota
como de probidticos ou seus derivados tem sido descrito em modelos recente de
Colitis (WADDELL et al., 2015; VEGA-MAGANA et al., 2018; SATO et al., 2020;
JEONG et al., 2021); os mecanismos locais que levam a polarizar a resposta inata
trazem a tona o papel de trés alarminas: IL-25, IL-33 e Linfoproteina estromal timica

(TSLP), a partir disso estudos tem descrito que elas poderiam mediar um resposta
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anti-inflamatéria e ativagao de células linfoides inatas tipo 2 (ILC2), fonte importante
de IL-13 (GERBE et al., 2016; VON MOLTKE et al., 2016b, 2016a; BANERJEE;
COFFEY; LAU, 2018; BANERJEE et al, 2018, HAYAKAWA; WANG, 2018;
NADJSOMBATI et al., 2018; SCHNEIDER et al., 2018a; ZHU et al., 2019; MCGINTY
et al., 2020a); em outro modelo experimental, durante a infecgdo por Schistosoma
mansoni a producao dessas alarminas demostraram ter funcbes redundantes com
aumentos de IL-25 e TSLP, dependente da ovipostura, mas nao de IL-33 (MUKENDI
et al., 2021).

B. Clausii demonstrou ter mecanismos de competicdo principalmente com
Gram-positivos e gerar mudangas na diversidade microbiana intestinal com o intuito
de estabelecer efeitos anti-inflamatorio (URDACI; BRESSOLLIER; PINCHUK, 2004
BOUHSS et al., 2009; PRADHAN et al., 2019), a expresséao de interleucinas como IL-
13 e IL-1 foram relatadas em conjunto a uma redugao de genes de IL-6 em pacientes
com esofagite. Em uma coorte com pacientes diagnosticados com Artrite reumatoide
e tratados com probidticos, mistura Lactobacillus e Bifidobacterium, observou-se uma
inibicdo da produgao de interleucinas tais como TNF-a, IL17 e também IL-6
(CANNARELLA et al., 2021).

Em um estudo prévio de nossa equipe de pesquisa foi avaliada a modulacao
sistémica dos perfis pro inflamatéria, Anti-inflamatéria e regulatéria, encontrando uma
regulacdo conjunta e importante dos perfis Th1 e Th2 assim como melhoras nos
parametros parasitologicos em camundongos que foram tratados com B. Clausii
(CRUZ, 2020), mostrando que o uso deste probidtico durante a oviposigdo consegue
ter um efeito imunomodulador, pelo descrito nas evidencias atuais a polarizagao da
resposta imune para Th1 ou Th2 parece ter efeitos antagdnicos em relagao a fibrose,
restando comprovar se esse fenomeno e influenciado com relacdo a resposta pro

inflamatoria.

Tomando em conta que as evidencias atuais ndo consideram os efeitos
imunomodulatério compartilhados entre Probibticos e esquistossomose neste trabalho

pretendemos correlacionar o efeito sistémico sobre IL-6, Proteina de quimioatracéo
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de mondcitos tipo 1 (MCP-1) e TNF-q, e a identificagao in situ de Actina do Musculo
liso a (a-SMA) e duas alarminas (IL-25 e IL-33) em modelo experimental de

esquistossomose com intervencgéo terapéutica de B. Clausii (O/C, N/R, T e SIN).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Na perspectiva global, 219,9 milhdes de pessoas e um total de 52 paises
requereram medicacao profilactica em 2017 (WHO, 2018) sendo a Africa a regido mais
atingida contendo 42 paises endémicos (Figura 1) (INOBAYA et al., 2014). No entanto
nas Ameéricas 25 milhdes de pessoas estdo em risco de contrair a doencga relatando-
se 10 paises atingidos. A lista de paises afetados também inclui: Brasil, Venezuela,
Suriname, Santa Lucia, Antigua e Barbuda, Guadalupe, Martinica, Montserrat e Porto
Rico, esses ultimos quatro com possivel reducado da doenca, e finalmente Republica
Dominicana que atualmente esta coletando as evidencias disponiveis para provar a

interrupgéo da esquistossomose (OMS/OPS, 2016).

Figura 1 - Distribuicao global da transmissao da esquistossomose

T T (i

A R = e/

~{ [ Achistosoma maonsoni

B Schistosema haematobium

B chistosomaintercalatum

Py | B3 Schistosema japonicim

,'f./g’ B8 Schistosoma mekongi

B Mixed § hagmatobium or § mansoni
1 Major rivers and lzkes

]

Fonte: COLLEY et al. (2014). Adaptado de Gryseels et al. (2006).

No Brasil a infecgdo pelo S. Mansoni € considerada um problema de saude
publica em 19 estados, como resultado Brasil é considerado o pais de América Latina

com maior transmissao (BRASIL, 2014). Em 2015 o Inquérito Nacional de Prevaléncia
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em Esquistossomose mansénica e Geo-helmintose (INPEG) Foram examinados
197.564 escolares residentes em 521 municipios, nas 27 Unidades de Federacao e
no Distrito Federal, nesse ano passaram de 19 estados categorizados como
endémicos para 14 e o Distrito Federal, os estados negativos neste INPEG foram
Ceard, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul caindo para cerca de 1% de
positividade (KATZ, 2018).

Inicialmente, a esquistossomose era endémica de areas rurais, contudo devido
a migragao humana, a transmissao esta acontecendo também em grandes centros
urbanos e concentrando as altas taxas de prevaléncia na regido Nordeste
(CALASANS et al., 2018) (Figura 2).

Dos dez estados, quatro acumularam 91,5% (n=6.029) dos 6bitos nessa regiéo
entre 1996 e 2015; foram eles: Pernambuco (n=3,295; taxa=1,94/100,000), Alagoas
(n=1,463; taxa=2,45/100,000), Sergipe (n=277; taxa=0,69/100,000) e Bahia (n=994;
taxa=0,35/100,000). Por serem 6bitos potencialmente evitaveis, a taxa de mortalidade
representa um dos indicadores mais sensiveis em termos de implementacdo de
medidas de saude publica para o controle e vigilancia da esquistossomose (FEITOSA
DA SILVA et al., 2018); nesses 19 anos, o estado de Pernambuco registrou uma série
de testes laboratoriais inferiores a 2 milhdes, mas apresentou as maiores taxas de
mortalidade (Figura 3). Ja Martins-Melo et al., (2015) identificaram esse padrao de
comportamento nos dados utilizando como série temporal dados de 2000-2011
identificando, por meio de analise espacial e espaciotemporal, cluster de alto risco
para obitos relacionados a esquistossomose, particularmente nos estados de

Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia (Figura 4).
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Figura 2 - Indicadores epidemiolégicos da esquistossomose
mansoénica na regiao Nordeste do Brasil
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Fonte: FEITOSA DA SILVA et al. (2018). Legenda: (A) Testes laboratoriais (B). Percentual de

positividade (C). Internagdo (D). Taxa de internagao (E).
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Figura 3 - Distribuigcao espacial das taxas médias anuais bruta e bayesiana de
mortes relacionadas a esquistossomose, por municipio de residéncia, Brasil,
2000-2011
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Fonte: Martins-Melo et al. (2015). Legenda: (A) Distribuicdo espacial da média anual bruta de mortes
relacionadas a esquistossomose. (B) Taxas bayesianas suavizadas de mortes relacionadas a

esquistossomose.

Figura 4 - Andlises dos clusters espacial e espag¢o temporal das taxas de
mortes relacionadas a esquistossomose, por municipio de residéncia, Brasil,
2000-2011

Fonte: Martins-Melo et al. (2015). Legenda: (A) Analise de cluster LISA (Mapa de Moran), com base no

indice | de Moran local. (B) Analise de clusters espaco-tempo, calculado usando estatistica de Kulldorff.
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Entre 2010 e 2014, a taxa de mortalidade de Pernambuco diminuiu de 2,23 para
1,51 (para cada 100 mil habitantes). No entanto, a prevaléncia neste estado esta
concentrada principalmente na mesorregido da Zona da mata e afetando as classes
econdbmicas C e D (FACCHINI et al., 2018), o que concorda com os dados
encontrados por Oliveira et al. (2018) no Hospital das Clinica do Recife, onde o0 50,4%
dos casos foram infectados na Zona da Mata, 33,6% na Regiao Metropolitana (RMR)
e 20,8% no Agreste (Figura 5) e apenas 20,8% dos obitos em Recife ndo tinham
antecedentes informados (pelos familiares) de viagem para areas endémicas. Os
dados mais recentes em quanto a incidéncia (2015-2016) apontam a importancia
epidemioldgica tanto da zona da mata como Regidao Metropolitana, nos quais se
reportaram nos Municipios de: Escada, Alianca, Jaboatdo dos Guararapes, Sao
Lourencgo da Mata e Recife notaveis frequéncias de casos positivos.
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Figura 5 - Andlises dos clusters espacial e espago temporal das taxas de
mortes relacionadas a esquistossomose, por municipio de residéncia,
Brasil, 2000-2011
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Fonte: Oliveira et al. (2018).

2.1 RESPOSTA IMUNE E MANIFESTACOES CLINICAS NA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONICA

Para compreender a imunopatologia da esquistossomose mansébnica é
necessario entender a interacdo do verme e do hospedeiro e seus fatores. No caso
do S. Mansoni sdo importantes fatores como a cepa, a fase evolutiva, a intensidade e
o numero de infecgdes e do lado do hospedeiro participam a constituicdo gendémica,

orgao predominantemente lesado, padrdo alimentar, etnia, reativagdo da doenca,
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tratamento especifico, infeccdes associadas, sensibilizacdo in utero e o perfil
imunitario antes, durante e apds a infecgdo, talvez este ultimo seja o fator mais
importante na determinagéo e evolugdo das formas anatomo clinicas (SOUZA et al.,
2011).

A resposta imune contra a cercaria e possivelmente de outros estagios do ciclo
de vida da parasita sdo importantes para o desenvolvimento de resisténcia ante
reinfec¢des, enquanto as respostas aos antigenos do ovo sdo responsaveis pela
patologia na esquistossomose (MCMANUS et al., 2018). Antes que a producéo de
0OVOS possa comecgar, os esquistossomulos de S. Mansoni precisam amadurecer até
a idade adulta enquanto navegam da pele, através dos pulmdes para,
aproximadamente 4-6 semanas pos-infecgao, chegar até as veias mesentéricas do
intestino o qual é o sitio de oviposi¢do. Nesta fase de migragao a resposta imune é
caracterizada pelo aumento de Interferon gama (IFN y) e de IL12. Apds os vermes
alcancarem a maturidade e as femeas iniciarem a postura de ovos, a resposta imune
modifica para um perfil Th2, com aumento das citocinas IL4, 115 e IL13 (Schwartz et
al. 2018) Os ovos quando colocados em contato préximo com o endotélio,
provavelmente se ligam as moléculas de adesao da superficie endotelial, incluindo a
Molécula de adesao intercelular tipo 1 (ICAM-1), Proteina 1 de ades&o celular vascular
(VCAM-1) e E-selectina, Além disso, existem evidéncias que o ICAM-1 ndo apenas
medeia a ligagdo dos ovos, mas também participa da geragdo de inflamagao
granulomatosa ao redor dos ovos dos parasitas, regulando o trafego de leucdcitos, a
permeabilidade vascular e modulando a resposta das células T a antigenos de ovos
soluveis de S. Mansoni (SEA)(COSTAIN; MACDONALD; SMITS, 2018).

A formagdo do granuloma ao redor dos ovos presos no tecido hepatico e
intestinal € um distintivo da infecgcdo pelo esquistossomo e a principal causa de
patologia nos hospedeiros infectados. No entanto, o granuloma do ovo funciona tanto
para o hospedeiro quanto para o parasita: A inflamagédo granulomatosa intestinal
facilita o processo de translocagéo do ovo para o lumen gastrointestinal; melhora a
translocacdo bacteriana do intestino para a circulagdo do hospedeiro; protege os
tecidos do hospedeiro de respostas imunes exageradas contra os ovos antigénicos e
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finalmente beneficia os parasitas adultos para manter o hospedeiro intacto
(SCHWARTZ; FALLON, 2018).

A reacao granulomatosa desencadeada pelo ovo é orquestrado inicialmente
pelas células T CD4+ e possivelmente as células T CD8+, B e M2 também apresentam
um papel importante na formacéo desse, No entanto a geragdo da eosinofilia tecidual
€ mediada pelas citocinas tipo 2 (IL5 e IL13) (HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013).
SCHWARTZ et al., (2014) demostraram que as células T séo fontes criticas dessas
citocinas tanto para a formagao do granuloma como para a prevengao de infecgao
letal precoce, porém o0s niveis, no caso da IL-13, s&o potencializados mediante a
ativacdo das células linfoides inata tipo 2 (ILC2) (VON MOLTKE et al., 2016).

A lesao tecidual que induz a liberagao das alarminas IL-25, IL-33 e Lipoproteina
estromal timica (TSLP) & um potente mecanismo que conduz a imunidade do tipo 2.
O TSLP regula as células dendriticas (DC), Basdfilos, Células Mastoides, mondcitos,
Natural Killer e ILC2; enquanto IL-25 e IL-33 exibem similar atividade promotora de
Th2 principalmente estimulando ILC2s, basoéfilos, mastdcitos e eosindfilos (HE; PAN;
FEN DONG, 2018). No caso do intestino, nos ultimos anos foram descrito o possivel
mecanismo da ativacéo das ILC2 mediado por alarminas liberadas pelas Células Tufo
(GERBE et al., 2016; HOWITT et al., 2016; NADJSOMBATI et al., 2018; SCHNEIDER
et al., 2018). No figado, em resposta da lesao tecidual, as células estreladas hepaticas
(HSC) sofrem transdiferenciacdo em células ativadas do tipo miofibroblastos que
produzem componentes da Matriz Extracelular (MEC), além de citocinas fibrogénicas,
metaloproteinases de matriz (mmps) e inibidores teciduais de metaloproteinases
(timps) (BURKE et al., 2009).

2.2 MICROBIOTA INTESTINAL E ESQUISTOSSOMOSE

Os seres humanos nascem e se desenvolvem na coexisténcia com microbios
€ ao nascer somos completamente estéreis e sem a resposta imune adequada para
nossos comensais até que somos imediatamente colonizados por micrébios do

ambiente local durante o nascimento, mas, diante desse influxo de invasores nao
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préprio, nosso sistema imunoldgico rapidamente se adapta e se desenvolve.
(LAWLEY; WALKER, 2012).

Em geral, a ecologia da microbiota do intestino esta constituida tanto por
organismos anaerobios (Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides, Eubacterium)
como aerodbios (Escherichia, Enterococcus, Streptococcus, Klebsiella) (MISHRA;
MISHRA, 2018). No contexto da esquistossomose mansénica as infecgdes sao
acompanhadas de mudancgas profundas na composicdo da microbiota intestinal no
momento da produgdo dos ovos (COSTAIN; MACDONALD; SMITS, 2018), porém
SCHNEEBERGER et al.(2018) dentro de suas descobertas concluiram que a relagéo
entre os indicadores usuais da microbiota intestinal e a presenca de S. Mansoni sao
relativamente sutis e que possivelmente ocorre a interferéncia de outros fatores, como
nutricionais em combinagdo com fatores préprios do hospedeiro evidenciando a
complexidade de elucidar os fatores extrinsecos com capacidade de modificar a

qualidade da microbiota intestinal em humanos.

Em contrapartida, ZHAO et al., (2019) mediante o controle dos fatores
extrinsecos num modelo experimental conseguiram avaliar a composi¢do da
microbiota em relagdo ao desenvolvimento de granuloma intestinal por S. Japonicum
em camundongos C57BL/6 e BALB/c, dentro da pesquisa relataram, com base na
analise da diversidade alfa, que a riqueza e a diversidade da microbiota intestinal em
amostras fecais de ambas linhagens foram visivelmente alteradas apés a infecgao por
S. Japonicum e que o microbioma intestinal ao nivel do filo em n&o infectados e
infectados foi dominado por Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria
correspondendo com os filos dominantes em pesquisas realizadas previamente sob a
microbiota humana (KAY et al., 2015; SCHNEEBERGER et al., 2018).

2.3 POTENCIAL IMUNOMODULADOR DOS PROBIOTICOS

Alterar a composigdo da microbiota intestinal pode ser uma nova forma de
abordar tratar e prevenir determinadas enfermidades com impacto na saude do
individuo (KONIG et. Al, 2014; STERN et. Al, 2018). Uma das formas de alteracdo da
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microbiota consiste na utilizagdo de microrganismos probidticos. Probidticos sao
microrganismos que quando administrados em uma concentragdao recomendada sao

capazes de trazer beneficios a saude (HILL et al., 2015).

Para um determinado microrganismo ser considerado como probiético, alguns
critérios devem ser levados em consideragdo: 1) ndo ser patogénico, 2) possuir
evidéncias quanto ao seu beneficio biologico e 3) possuir resisténcia ao ph estomacal
e aos sais biliares (HARZALLAH et. Al, 2013). Varias espécies de Lactobacillus e
Bifidobacterium sao comumente utilizadas como probiéticos, porém leveduras como
a Saccharomyces boulardii e certas cepas de Escherichia coli e espécies de Bacillus
spp., também sao utilizadas na clinica e em estudos experimentais como
microrganismos probiodticos. Os microrganismos probioticos exercem seus beneficios
por diversos mecanismos de agao, dos quais podemos citar: 1) manutencéao e reparo
na barreira intestinal e jungdes intracelulares (HSIEH et al., 2015; RESTA-LENERT
et. Al, 2003); 2) modulagdo da microbiota via competicdo por sitios de adesé&o,
nutrientes e produgdo de compostos antimicrobianos (FIJAN et al., 2016;
MUSIKASANG et al., 2012); 3) aumento da absor¢gdo e metabolizagdo de nutrientes
como o calcio, proteinas e acidos graxos de cadeias curtas; 4) modulagdo do
metabolismo microbiano por meio do aumento ou diminuigdo da atividade enzimatica
(ALMEIDA et al., 2012; DUBEY et al., 2018; IRVINE et. Al 2011; LEBLANC et al.,
2017); 5) estimulagdo do sistema imune do hospedeiro a partir do aumento da
frequéncia de linfécitos B e niveis aumentados de imunoglobulinas (principalmente
iga); 6) aumento ou diminuicdo da atividade de macrofagos e células dendritica, e
estimulacéo de células T auxiliares e regulatorias (DRAKES et al. 2004; FOLIGNE et
al., 2007; KIM et al., 2014; KONIECZNA et al., 2012; O'MAHONY et al., 2008).

Kirte et al. (1996) demostraram que o Corynebacterium parvum, administrado
via intraperitoneal em camundongos C57BI/10 infectados com S. Mansoni, reduziu em
44% a carga parasitaria do grupo sob intervencgao terapéutica em esquema profilatico.
Ainda ao avaliar a reagao tecidual e quimiotaxia in vivo, foi visto maior influxo de
polimorfonucleares nos grupos profilatico e curativo em comparagdo com infectado

nao tratado. A analise histopatologica ndo demostrou diferenga significativa quanto ao
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didmetro e quantidade dos granulomas hepaticos e intestinais. Os autores concluiram
que o aumento da quimiotaxia leucocitaria pode ser uma das justificativas para o

aumento da resposta de protecéo contra S. Mansoni observada no grupo profilatico.

Santos et al. (2004) demostraram que camundongos machos C57BI/10,
infectados com S. Mansoni, obtiveram reducédo de 61% da carga parasitaria com o
tratamento oral com 10° CFU/ml cultura da Zymomonas mobilis em esquema
terapéutico curativo (inicio do tratamento apds 7 dias de infec¢do). Nesse estudo,
nenhuma diferenga estatistica significativa foi observada nos pesos do baco e figado
dos camundongos dos grupos infectados com S. Mansoni. Entretanto esses
resultados ndo estdo de acordo com os resultados obtidos por Ghanem et al. (2005)
que demostraram em camundongos Swiss Webster infectados com 100 cercarias de
S. Mansoni, que a suplementagado 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 aspartato transferase (AST),
desidrogenase lactea (LDH) e gama glutamil-transferase (GGT) (marcadores de dano
hepatico) proximo aos niveis encontrados no grupo nao infectado. Além disso,
verificaram que a suplementacdo com esse alimento exercia efeitos
imunomoduladores  significativos, ao estimular aumento da resposta de
imunoglobulina tipo M (igm) contra a preparagéo de antigenos soluveis de vermes

adultos (SWAP), antes e apds a infecgao por S. Mansoni.

Mohamed et al. (2016), estudaram o efeito protetivo do Lactobacillus
sporogenes 415722 e/ou PZQ em camundongos CD-1 machos albinos infectados com
S. Mansoni. Demostrou-se que a combinagao entre PZQ e L. Sporogenes 415722
reduziu a contagem de vermes e modificou o padréo de ovoposigdo com aumento da
quantidade de ovos mortos na parede do intestino. Além disso, observacoes
histologicas mostraram reducao significativa dos valores médios dos diametros de
granuloma no figado e intestino em camundongos infectados tratados com PZQ e/ou
L. Sporogenes 415722. Quando analisado os danos moleculares foi visto que a
administracao de L. Sporogenes 415722 em camundongos infectados, reduziu o dano
no DNA provocado pela infeccdo (quebra de fitas simples e apoptose durante o ciclo
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celular) em comparagdo com aqueles infectados, nao tratados e infectados tratados
com PZQ. Zowail et al. (2012), utilizaram o mesmo probidtico e modelo experimental,
demostrou que a administracdo de L. Sporogenes reduziu significativamente as
aberragbes cromossOmicas (delegdo da cromatide, fragmentacdo do anel

cromossomico, fusdo concéntrica) induzidas pela infecgédo ou tratamento com PZQ.

Poucos estudos avaliaram os potenciais efeitos dos probidticos sobre a
esquistossomose, aqueles que os fizeram, ficaram restritos a analise de alguns
aspectos moleculares e parasitolégicos da doenca. Porém, para compreensado dos
possiveis mecanismo de agao dos mesmos no processo patolégico da doenga, faz-se
necessario além do estudo parasitologico, a analise do sistema imune relacionado ao

processo de imunopatogénese e gravidade da doencga.
2.4 BACILLUS CLAUSII

Atualmente os probidticos mais utilizados e estudados sao bactérias acido-
laticas ndo formadoras de esporos como Lactobacillus spp. E Bifidobacterium spp
(HARZALLAH et al., 2013; LUIUNGH et al., 2006). Porém, probidticos do género
Bacillus, apresentam vantagens documentadas sobre essas bactérias, principalmente
por serem administrados na forma de esporos. Os esporos sao extremamente
resistentes e estaveis, o que garante a sobrevivéncia do probiético ao baixo ph da
barreira gastrica, e assegura que o mesmo chegue na dose ingerida e intacto ao
intestino. Além disso, podem ser armazenados em temperatura ambiente sem ocorrer

efeitos deletérios na sua viabilidade até a administracdo (CUTTING, 2011).

Enterogermina® Sanofi-Aventis spa, € uma suspensdo probidtica aquosa
constituida por esporos de quatro cepas de Bacillus clausii: O/C, N/R, T e SIN. As
cepas sao assim designadas devido a seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos:
O/C resistente ao cloranfenicol, N/R resistente a novobiocina e rifampicina, T
resistente a tetraciclina e SIN resistente a neomicina e estreptomicina (SENESI et al.,
2001). Nenhum dos genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia atribuidos as

cepas do B. Clausii, esta associado a um elemento plasmidial mével conhecido, nao
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havendo assim transferéncia horizontal desse material genético para bactérias
patogénicas e/ou comensais (BOZDOGAN et al., 2003). Ao analisar o secretoma,
demostrou-se que proteinas sao diferencialmente expressas por cada cepa apesar da
similaridade genotipica, o que poderia conferir fungdes probidticas especificas; porém
os efeitos clinicos globais da administracdo do Enterogermina®, sao atribuidos a
soma dos componentes metabodlicos produzidos por cada cepa presente na
formulacéo (LIPPOLIS et al., 2013).

Ghelardi et al., (2015), demostraram em estudo com voluntarios saudaveis, que
apos administracdo em dose unica de Enterogermina®, B. Clausii foi capaz de chegar
viavel ao intestino onde sofreu germinagéo e multiplicagcado e pdde ser encontrado nas
fezes por até 12 dias. A quantidade de células e/ou esporos recuperados nas fezes,
variou de acordo com a cepa. De fato, a quantidade de B. Clausii cepas O/C, N/R e
SIN recuperado, foi igual ou até maior que a dose administrada, enquanto que a cepa
T desapareceu rapidamente ou ndo foi detectada. Além disso, a cepa NR foi isolada
de todos os voluntarios por mais tempo. Os autores concluem que o comportamento
diferenciado entre as cepas OC, NR, SIN e T no intestino de voluntarios saudaveis
nao implica, necessariamente, que elas mantenham o mesmo comportamento em
pacientes que sofram de doengas gastrointestinais ou que foram submetidos a
tratamento com antibiéticos. Os beneficios clinicos obtidos com probidticos sao
principalmente atribuidos a produgcdao de substincias antimicrobianas, como
bacteriocinas, e ao seu potencial imunomodulatério. Em um estudo in vitro realizados
em células isoladas de camundongos Swiss e C57B1/6j, Urdaci et al. (2004),
demostraram que o B. Clausii, produziu uma substancia similar a bacteriocina (n&o
caracterizada no estudo) durante a fase estacionaria de crescimento e esporulagao,
que possui atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecium e Clostridium difficile. Outro estudo realizado por
Bouhss et al. (2009), demostrou-se que o B. Clausii é capaz de produzir e secretar a
Clausina um antibidtico tipo A (bacteriocina classe 1), que interage com intermediarios
lipidicos essenciais para a biossintese de acidos lipotecdicos e outros polimeros

presentes na parede celular de bactérias Gram-positivas.
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Di Caro et al. (2005), apds avaliarem o padrdo de expressao genética em
pacientes com esofagite tratados com B. Clausii, demostraram o papel desse
probiético em desencadear uma resposta imune do tipo Th2, com aumento na
expressao de genes para IL-13, IL-1[3 e seu receptor e redugao na expressao de genes
para a citocina IL-6 e receptor de IL-15. Outro estudo realizado por Ciprandi et al.
(2005), utilizando criangas com rinite alérgica, na qual o B. Clausii foi capaz de reduzir
os niveis de IL-4 e eosindfilos e aumentar a producéo de IFN-y e IL-12. Além disso,
foi visto aumento de IL-10, Fator de transformagéo do crescimento beta (TGF-B), que
poderiam levar a modulagao e ativagao de células Treg. Em um estudo recente Dar
et al. (2018), utilizando camundongos BALB/c com osteoporose pdés menopausa, e
demostraram que o B. Clausii Enterogermina® aumentou a produgao de IL-10 e de
células Treg (CD4+Foxp3+), ao passo que inibiu simultaneamente a ativagao de
células Th17 (CD4+roryt) e a produgao de citocinas pré-inflamatérias, IL-6, IL-17 e
TNF-a.

2.5 PERGUNTA CONDUTORA

O Bacillus clausii € capaz de modular a producdo de IL25, IL33 e a-SMA na
infeccdo experimental com Schistosoma mansoni ou estimula citocinas de perfil pro-

inflamatorio?

2.6 JUSTIFICATIVA

A esquistossomose mansénica € uma doenca parasitaria que afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo, causando graves consequéncias para a saude. O uso de
probidticos, como o Bacillus clausii, tem sido estudado como uma abordagem
terapéutica para ajudar a modular a resposta imunoldgica e reduzir os danos
causados pela doenca. No entanto, ha poucos estudos que avaliam os efeitos
especificos do Bacillus clausii sobre marcadores imunolégicos e inflamatérios no
figado e intestino de camundongos infectados com Schistosoma mansoni. Portanto,
esta dissertagcao tem como objetivo avaliar o efeito imunomodulador do Bacillus clausii

em camundongos infectados com esquistossomose mansénica, investigando a
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expressao dos marcadores IL25, IL33 e a-SMA nos tecidos hepatico e intestinal, bem
como a producdo de marcadores pro-inflamatérios. Os resultados obtidos podem
fornecer informag¢des importantes sobre a eficacia do Bacillus clausii como uma

terapia adjuvante no tratamento da esquistossomose mansoénica.
2.7 HIPOTESES

HO: Bacillus clausii (O/C, N/R, T e SIN) ndo apresenta efeito imunomodulador
sobre os marcadores IL25, IL33 e a-SMA, no figado e intestino de camundongos com
esquistossomose mansoénica tratados e nao tratados com Enterogermina® e sobre a

producgao sistémica de marcadores pré-inflamatérias.

H1: Bacillus clausii (O/C, N/R, T e SIN) apresenta efeito imunomodulador sobre
os marcadores IL25, IL33 e a-SMA, no figado e intestino de camundongos com
esquistossomose mansoénica tratados e nao tratados com Enterogermina® e sobre a

producao sistémica de marcadores pro-inflamatérias.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliagdo do efeito imunomodulador do Bacillus clausii (O/C, N/R, T e SIN)
sobre os marcadores IL25, IL33 e a-SMA, no figado e intestino de camundongos com
esquistossomose mansoénica tratados e nao tratados com Enterogermina® e sobre a

producao sistémica de marcadores pro-inflamatérias.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em camundongos fémeas nao infectados ou infectados por Schistosoma
mansoni cepa BH, submetidos a interveng¢ao com Bacillus clausii (O/C, N/R, T e SIN)

em esquemas curativo e profilatico, objetiva-se:

. Determinar se o tratamento modula os marcadores IL25, IL33 e asma no figado

e intestino de camundongos infectados experimentalmente.

. Avaliar o efeito do tratamento sobre os marcadores inflamatérios TNF-a, MCP-
1 e IL6.
. Identificar a correlagdo ndo causais entre IL25, IL33 e a-SMA em figado e

intestino, com TNF-a, MCP-1 e IL6 em SLC de cultura de células esplénicas.
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4 METODOLOGIA:
4.1 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

4.1.1 Condigoes de cultivo e obtencao do Bacillus clausii

Em um Erlenmeyer com capacidade para 1000ml e contendo 450ml de meio
de cultura BHI (Brain Heart Infusion), sera inoculado uma ampola de 5 ml do
medicamento Enterogermina®, que posteriormente serd colocado em agitador
automatico (IPM: 155), a 35°c durante 48h. Apds este periodo, a cultura sera entéao
distribuida em tubos de ensaio e centrifugado para obtencao de precipitado contendo
esporos do B. Clausii, que ao final serdo concentrados apenas em um tubo do tipo
Falcon de 40 ml e ressuspendido em 10ml de solugéo fisiologica estéril. Em seguida,
0,5ml desta suspensao sera diluida seriadamente e plaqueada em agar nutritivo para
enumeragdo das unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/ml).
Concomitante a esta enumeracéo, a densidade 6tica da suspensdo com 0s esporos,
sera medida no espectrofotdmetro de forma a obter uma concentragcéo de 109 esporos
por mililitro. Apds a padronizag¢ao da suspensao, a cultura sera fracionada em frascos
de penicilina (0,5ml/frasco) fechados hermeticamente e mantidos sob temperatura

ambiente até a sua administracio.
4.1.2 Administragao do Bacillus clausii

A concentracao dos esporos de B. Clausii utilizada no tratamento sera de 109
esporos por ml. Esta concentracao foi escolhida com base na literatura, a qual afirma
que a dose diaria recomendada de probidticos € de 109 a 1011 UFC/ml (Gratz et al.
2010). A administragdo sera de 0,3 ml por dia em dose unica por gavagem com 0O

camundongo em jejum a 1 h.
4.1.3 Infeccao e parasitolégico de fezes

A infecgao foi realizada por via percutanea, com 50 cercarias de S. Mansoni,
cepa BH. A cepa de Schistosoma mansoni BH (Belo Horizonte) € mantida no

moluscario da disciplina de Parasitologia do Departamento de Medicina Tropical
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(CCS-UFPE), através da passagem sucessivas em caramujos da espécie

Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss Webster.

4.1.4 Animais e formagao dos grupos experimentais

Serao utilizados 50 camundongos (Swiss Webster), fémeas, 28-30g, 30 dias de
idade, fornecidos e mantidos no biotério do LIKA/UFPE de acordo com condi¢des
padronizadas de criagdo. Os camundongos serao igualmente distribuidos em quatro
grupos experimentais (G1-G4) de acordo com a exposi¢cao cercariana e esquema
terapéutico adotado. Vinte animais serao infectados (G2, G3 e G4), via percutanea
com 40 cercarias de S. Mansoni (cepa BH), enquanto seis camundongos seréo

mantidos nas mesmas condi¢des de criagdo, mas livres de exposi¢ao cercariana (G1).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Grupos nao infectados

G1 (Controle B. Clausii) — Animais que receberdo apenas solugédo salina ou
bacilo do 1° ao 100° (tempo de experimento), dia de experimento, respectivamente.

4.2.2 Grupos infectados

G2 (Controle Profilatico) - recebera bacilo durante 30 dias antes da infecgao e
continuara sob intervencao terapéutica, com o B. Clausii, do 31° ao 100° dia de

experimento (totalizando 100 dias intervencéao terapéutica e 70 dias de infecgéo).

G3 (Controle Curativo) - recebera solugdo salina durante 30 dias antes da
infecgao e por mais 37 dias apds a infecgdo. Esses animais iniciardo a intervencao
terapéutica com o bacilo do 38° apds a infecgao (inicio da ovoposi¢ao) ao 70° dia (fase

aguda da infecgdo), completando 100 dias de experimento.

G4 (Controle Positivo) — recebera solugao salina durante 30 dias antes da

infecgao e continuara recebendo solugao salina do 1° ao 70° dia apds a infeccgao.
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Figura 6 - Grupos de camundongos Swiss western utilizados no experimento
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Os individuos foram destinados nos seguintes grupos: Grupo 1 (G1)
— N&o infectados e tratados com B. clausii desde o 1° dia; Grupo 2 (G2) — Infectados com cercérias de
S. mansoni no 30° dia e nao tratados; Grupo 3 (G3) — Infectados com cercarias de S. mansoni no 30°
dia e tratados com B. clausii desde o 1° dia; Grupo 4 (G4) — Infectados com cercarias de S. mansoni

no 30° dia e tratados com B. clausii apds oviposi¢do no 68° dia.
4.2.3 Imunohistoquimica (IHQ) e analise de imagem

A fixagao dos tecidos do figado e intestino foram feitos com tampao de formol
a 10% por 18 até 24hrs em temperatura ambiente e antes da imersdo em parafina o
corte em frio foi em acetona fria por 1 min., além foram obtidos cortes de 3 um os
cortes e desparafinizados em trés banhos de xilol (um de 10 minutos e dois de 05
minutos cada) e reidratados por passagem em cadeia decrescente de etanol (100% -

70%) de 05 minutos cada e agua destilada (03 banhos de 05 minutos).
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Para a recuperagao antigénica, foi utilizada a solugdo de citrato, ph 6.0, em
micro-ondas, em 3 ciclos na poténcia minima por 3 minutos em cada ciclo. Logo apés,
do resfriamento natural das laminas por 20 minutos, e em seguida, bloqueio e sitios
inespecificos com Tampao Fosfato salino com albumina sérica bovina ao 1% (PBS-
BSA 1%), para o consumo de peroxidase endodgena o material foi incubado em

tween20 0,2% por 45 minutos.

As laminas foram incubadas com anticorpos primarios em camera umida e
deixados em overnight a temperatura ambiente, as dilui¢des utilizadas foram: 1:50,
1ug/ml e 1:600 para IL-25, IL-33 e a-SMA respectivamente e seguidamente incubagéao
do anticorpo secundario Rabbit anti igG por uma hora com diluicdo de 1:500, para
revelacdo da reacgdo foi adicionado 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) por 5 minutos
evitando contato com a luz. Os espécimes seguiram para contra coloragcdo com
hematoxilina de Harris, imersao por 02 minuto e trés lavagem em agua destilada,
desidratacéo através de passagem em bateria crescente de alcool (03 banhos de 05
minutos cada a 70%, 80% e 95% e 01 banho em alcool absoluto de 15 minutos), 02
banhos de xilol (05 minutos cada), e montagem com Entellan® e laminula de vidro.

Todas as lavagens rapidas foram em solugao tampao de Tween20 0,2% e PBS 0,05M.

As imagens foram obtidas usando um microscopio invertido (Leica®) conectado
a uma camera digital MC170-HD e a um computador contendo o software LASX e
armazenadas em formato TIFF. Para a interpretagdo da reacdo IHQ, foram
deconvoluidas fotos de 10 campos aleatorios em figado e intestino, em image;j
(https://imagej.nih.gov/ij/index.html), utilizando o canal DAB foi separado a area
marcada do fundo aplicando método de segmentacao automatica (Renyi Entropy) e
foi calculada a média da area marcada com um valor de calibragdao de 9,3538

pixels/pm.
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4.3 CULTURA DE CELULAS ESPLENICAS PARA ENSAIOS DE CITOMETRIA DE
FLUXO

Os camundongos de todos os grupos serdao submetidos a eutanasia para
remocao de seus bacos em condi¢des estéreis. Para obteng¢ao dos esplendcitos, sera
utilizado o bago dos camundongos dos diferentes grupos. Os esplendcitos serdo
preparados em meio RPMI 1640 acrescido de solucéo de Penicilina e Estreptomicina
(10ml a 1%), L-glutamina (1%) e soro bovino fetal 10%, sendo a viabilidade celular
observada apés coloracao pelo Trypan Blue (10%). Os esplendcitos serao cultivados
em tubos na concentracdo final de 5x106 células/ml, em estufa de CO2 a 5% 37°C.
As culturas serdo estimuladas com 5 ug/ml de Concanavalina A ou antigenos do B.
Clausii com 20pug/ml de SEA (Antigeno soluvel dos vermes).

4.4 ENSAIO PARA DOSAGEM DE CITOCINAS POR CITOMETRIA DE FLUXO -
IL-6, MCP-1, TNFA.

AplOs 24 horas de cultivo foram adicionados a cada tubo, contendo as
suspensdes de células esplénicas, sob os diferentes estimulos acima descritos, 5 ul
de Golgi Stop (para cada 5x106 células), agitados em vortex e devolvidas a estufa de
CO2 a 37°c por um intervalo de quatro horas. Passado este periodo de incubacgao, as
células foram lavadas com 6,0 ml de PBS 0,01M + 5% de SBF estéril gelado, em
seguida agitadas em vortex e centrifugadas a 400 g por 10 minutos sob a temperatura
de 4°c. A marcagao das células foi realizada de acordo com as especificacbes do

fabricante.

As amostras foram analisadas em um citdbmetro de fluxo (Citbmetro BD
facscalibur). A aquisicdo e analise das amostras ser&o realizadas no Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas Instituto Aggeu Magalhdes - IAM/FIOCRUZ. As analises

serao realizadas através do Software FCAP Array versao 3.01 (Becton Dickson).
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4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados através da comparacado entre os diferentes
grupos de animais utilizando-se o teste para dados ndo paramétricos Kruskal-Wallis.
Para os dados nao parameétricos foi utilizado o método de Kruskal-Wallis. A obtencéao
dos calculos estatisticos foi processada em linguagem R (versao 4.1.2) utilizando o
ambiente de desenvolvimento integrado RStudio (versdo 2023.03.0+386) e foram

considerados significativos valores de p< 0.05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DE IL-25, IL33 E ASMA EM FIGADO E INTESTINO POR
IMUNOHISTOQUIMICA

Por meio dos cortes de figado marcados por Imunohistoquimica, foi possivel
observar marcagdes intensas de IL-25 no parénquima, principalmente no grupo G1.
No entanto, ndo foram encontradas diferengas significativas nas marcagoes, tanto no
parénquima quanto nos granulomas, entre os grupos estudados. Ja no caso do
intestino, foram identificadas marcacdes de IL-25 no citoplasma das células epiteliais
e em granulomas da maioria dos grupos (Figura 7).

Este é o primeiro estudo que avalia o efeito do B. Clausii sobre IL33, IL25 e o-
SMA e utilizando modelo de infecgado experimental pelo S. Mansoni. As atividades das
alarminas no nivel local tém sido descritas como mediadores da resposta imune em
diversos tecidos tanto em contextos de lesao tecidual quanto na homeostasia através
da imunomodulagédo exercida pela microbiota e patégenos (MCGINTY et al., 2020;
SALTER et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2018; VON MOLTKE et al., 2016b).

A comparagao da area de abrangéncia de marcagao de nossas analises por
IHQ (Grafico 1) mostrou que os animais que receberam tratamento apds oviposigao
(G4) apresentaram uma tendéncia a menor marcagao para IL-25 em comparagao aos
demais grupos, resultando em diferengas estatisticamente significativas quando
comparados com aqueles infectados e que receberam tratamento com B. Clausii (G3)
(p<0,05). Nao houve significancia estatistica na comparagao entre os diferentes

tecidos.

Complementando a observacao direta de IL-25 nas células epiteliais do
intestino e no parénquima hepatico, ao serem avaliadas em questdao da magnitude,
obtivemos diminui¢cdo significativa da area marcada no grupo tratado durante a
ovipostura (G4) e diminuicdo de a-SMA no intestino. Este resultado sugere que o
tratamento com o B. Clausii foi capaz de modular esta citocina. Nosso grupo, em

trabalho anterior, demonstrou que o tratamento com B. Clausii reduziu o numero de
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ovos liberados juntos com as fezes e a carga de ovos depositados nos tecidos
hepatico e intestinal nos dois grupos infectado e tratados com fins profilacticos e
curativos, respectivamente (CRUZ, 2020). Desta forma é possivel que esta redugao
nos niveis desta citocina tenha ocorrido devido a menor excrecdo dos ovos nos

animais tratados com B. Clausii.

Figura 7 - Fotos representativas de cortes marcados com anti-IL-25 por
Imunohistoquimica, espécimenes de Figado e Intestino em 10x e 40x

Intestino—————

-~ .

Legenda: Fonte: O autor.(2022) Le

e organizados por grupos experimentais, as fotos sdo acompanhadas por campos sem anticorpo

primario (controle) dos mesmos individuos no quadrante inferior esquerdo, capturas tomadas com

objetivas de 10x (coluna esquerda) e 40x (coluna direita).
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Grafico 1 - Quantificagdo de area marcada por IHQ de IL-33, IL-25 e a-SMA
entre os grupos experimentais
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Legenda: Fonte: O autor (2022). Legenda: Quantificagdo da area marcada por imuno-
histoquimica de A) IL-25, B) IL-33, e C) a-SMA nos cortes de figado e intestino dos quatro grupos
experimentais. Obs.: Apenas as comparagdes (Kruskal Wallis) de grupos com significancia estatistica

(p< 0,05) estao representados (**)

MUKENDI et al., 2021 demonstraram que os niveis de IL25 e TSLP tendem a
aumentar com a oviposigao, sugerindo que os ovos de S. Mansoni estimulam a
liberacdo desta citocina, porém sem afetar a IL33 que se mantém constante. A IL33,
IL25 e TSLP embora tenham funcbes redundantes, a atividade de IL33 pode ser
potencializada pelas outras citocinas na inducao das células ILC2 e Th2, estimulando
a producédo de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 que tem papel fundamental na
patologia da doenga. Em modelo com murinos triplamente deficientes para IL-25, IL-

33 e TSLP, registraram diminui¢ado na formagao de granulomas.

N&o foram observadas marcacdes significativas com IL-33 (Figura 8). Em
relacdo a a-SMA, foram encontradas marcagcdes mais intensas nas paredes das
estruturas do sistema porta e sinusoides hepaticos, principalmente nos grupos G2, G3
e G4. Além disso, foi possivel identificar marcacbes de a-SMA nas bordas dos
granulomas (Figura 9). Ao avaliar a area de marcagéo de a-SMA, observou-se uma
tendéncia de diminuicdo nos intestinos de animais infectados e tratados com B.

Clausii, porém essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (Grafico 1C).
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Figura 8 - Fotos representativas de cortes marcados com anti-IL-33 por
Imunohistoquimica, espécimenes de Figado e Intestino em 10x e 40x
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e organizados por grupos experimentais, as fotos sdo acompanhadas por campos sem anticorpo
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unohistoquimica

primario (controle) dos mesmos individuos no quadrante inferior esquerdo, capturas tomadas com

objetivo 10x encontra-se a esquerda e as capturas em 40x a direita.



43

Figura 9 - Fotos representativas de cortes marcados com anti-a-SMA por
Imunohistoquimica, espécimenes de Figado e Intestino em 10x e 40x
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Legenda: Fonte: O autor (2022) Legen
e organizados por grupos experimentais, as fotos sdo acompanhadas por campos sem anticorpo
primario (controle) dos mesmos individuos no quadrante inferior esquerdo, capturas tomadas com

objetivo 10x encontra-se a esquerda e as capturas em 40x a direita.

5.2 NIVEIS DE TNF-A, IL-6 E MCP-1 EM CULTURAS ESPLENCIAS

Optamos por comparar o quociente de quantificagdo (indice) entre
sobrenadantes de culturas estimuladas com antigenos do B. Clausii e sobrenadantes
de culturas em estado basal para avaliar possiveis alteragdes na resposta imune.
Valores acima de 1 indicam um aumento de mais de 100% em relagdo ao estado
basal, enquanto valores abaixo de 1 representam uma redug¢ao na quantificagdo em

relagao as culturas com auséncia de estimulo.
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Os indices registrados para as quantificacbes de IL-6 e TNF-a nao
apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre os grupos avaliados
(Grafico 2A e 2B). Entretanto, o grupo tratado profilaticamente (G3) apresentou
quocientes proximos a 100% em comparagao aos demais grupos, que registraram
diminuicdo em relagcdo ao estado basal. Em relacdo a MCP-1, houve diferencas
estatisticamente significativas entre o controle positivo (G2) e o G3 (p<0,05), com
aumento observado no ultimo grupo em relag&o as condigdes basais (Grafico 2C). Ja
em relagdo ao controle para B. Clausii (G1), embora n&o tenham sido observadas
diferencgas significativas, o quociente entre o G3 e o Controle apresentou valores de p
préximos ao limiar de significancia (p=0,08). Esses resultados sédo divergentes dos
resultados apresentados em um modelo de Influenza A, que mostraram que a
administracdo de E. Faecalis reduziu significativamente as concentragdes de IL-6 e
MCP-1 em camundongos infectados, a divergéncia com nossos resultados pode estar

relacionado com as diferencias de modelo experimental (Chen M et al., 2017).

Grafico 2 - Quantificagao TNF-qa, IL-6, MCP1 entre os grupos experimentais
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Quantificagdo por CBA de sobrenadantes livres de células de tecido

esplénico de: A) TNF-a, B) IL-6 e C) MCP1 nos cinco grupos experimentais com fatores de estimulagao
B. clausii, e em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI). Obs.: Apenas as comparagdes

(Kruskal Wallis) de grupos com significancia estatistica (p < 0,05) estédo representadas

Em outro estudo utilizando o modelo experimental de colitis induzido por Sulfato
de sodio dextrano versus Lactobacillus jensenii TL2937, as culturas de células
mostraram diminui¢cao das citocinas pro inflamatérias TNF-qa, IL-6 e MCP-1 quando

desafiadas com o imunobidtico (Sato N et al, 2020), em nosso estudo quimiocina
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MCP-1 foi significativamente maior nos grupos de animais infectados e tratados com
B. Clausii em comparagao aos animais nao infectados. Desta forma, o tratamento nao
aumentou essa quimiocina na infecgdo pelo S. Mansoni. Este fator € importante
porque quimiocinas como CCL2 e seu receptor tem sido implicado com a exacerbacao
da doencga. (Chuah, et al 2014)

Essas mesmas citocinas foram avaliadas em um estudo de cohorte
comparando pacientes com status parasitarios diferentes (infecgdo com expulsao de
ovos, Positivos para S. Mansoni sem expulsao de ovos) em relagéo a individuos néao
infectado, dentre as observacdes a MCP-1 foi a Unica quimiocina que nao foi alterada
entre 0s grupos analisados, mas reportaram diminuigdo de TNF-a quando
comparados com os individuos infectados e com PCR positivo para S. Mansoni
versus aqueles com expulsdo de ovos(K. Arndts et al,2019) isso levanta a
possibilidade que a diminuicdo das citocinas pro-inflamatérias em relacdo ao estado
basal encontrado em nosso contexto (camundongos com infecgdo crbénica ) seja
explicado pela alternancia do perfil Th1 para Th2 que acontece durante a ovipostura
onde TNF-a se relaciona com o perfil TH1 e a ovipostura marca o desbalango hacia
perfil TH2 (Schwartz et al. 2018,Zhang et al. 2018).

5.3 CORRELACAO ENTRE OS MARCADORES TNF-A, IL-6 E MCP-1, IL-33, IL-25
E A-SMA

De forma geral, os dados apresentados obtiveram um coeficiente de correlagao
moderado (p=0,68) (Figura 10). Ao comparar os marcadores sistémicos (tanto basais
quanto estimulados com B. Clausii) na matriz de correlagao, observa-se coeficientes
de fortes a moderado (p=1). Em outros modelos tem sido observado mudangas nos
niveis de citocinas in situ na presencga de probioticos (Waddell et al.,2015; Jeong et al.
,2021; Vega-Magana et al.,2018; Toejing et al,2021), estimulos por Lactobacillus
jensenii TL2937, onde a diminuigdo conjunta de TNF-a, IL-6 e MCP-1, o que sugere
alguma relagédo assim como a observada na nossa matriz de correlagéo (Sato N et al,
2020). Em analises anteriores de nossa equipe tinha-se relatado a auséncia de

diferengas significativas nos niveis de IFN-y, TNF-a, IL-17A e IL-6 em culturas
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estimulada com B. Clausii quando contrastados com os aumentos significativos em
culturas com estimulos mitogénicos (CRUZ, 2020), o que complementa a correlagéao
de Spearman entre as quantificagdes de SLC sem estimulo e aqueles desafiados pelo
probiotico de nosso estudo, sugerindo que em nosso modelo aumentos acima das
condig¢des basais, como no caso de MCP-1, seja atrelado a outros fatores mas néo

pelo estimulo direto de antigenos do B. Clausii .

Contrario a quase uniformidade dos coeficientes produto da quantificagao por
citometria, no segmento de IHQ a existe uma diversidade de graus de correlagbes que
pode ser explicado pelas diferencas histologicas entre o intestino e o figado. Nos
coeficientes dos marcadores in situ, a variagao é maior, destacando-se especialmente
as correlagdes entre IL-25 quantificado no figado e a-SMA quantificado no intestino
(p=-1). Embora haja uma forte relagdo negativa a amostra pode nao ser grande o
suficiente para mostrar uma relagao estatisticamente significativa (p=0,13). No caso

de a-SMA, a correlagao foi moderadamente positiva em ambos tecidos (p<0,05).

A IL25 foi amplamente descrita como um fator relacionado com a modulacao
da fibrose e de facilitar o estabelecimento do perfil TH2 (HAMS; AVIELLO; FALLON,
2013; HE; PAN; FEN DONG, 2018,GERBE et al., 2016; HOWITT et al.,2016;
NADJSOMBATI et al., 2018; SCHNEIDER et al., 2018), Mutengo e colaboradores
(2018) em estudo com humanos identificou niveis significativamente maior de TNF-a
em pacientes sem fibrose hepatica em comparagcdo com individuos com fibrose
severa, o ue poderia se comparar com nossos achados em termos de magnitude e
diregao do coeficiente onde TNF-a, tanto basal (p=-0,76) quanto estimulado (p=-0,75),

versus IL-25 hepatico apresentaram as correlagdes negativas mais fortes ( p<0,05 ).

Além disso, uma correlagdo negativamente moderada foi observada entre a-
SMA no intestino e TNF-a nas culturas estimuladas com B. Clausii (p=-0,51), embora
nao ter atingido o limiar para considera-lo estatisticamente significativo, a correlagao

observada atingiu um valor de p muito proximo (p=0,06).
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Figura 10 - Correlagado de Spearman entre as diferentes
variaveis quantificadas por citometria de fluxo e analise
de imagens de imuno-histoquimica
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Valores de p (rd) de Spearman entre as variaveis medidas. (Inferior

esquerdo) e valores de p para cada uma das correlagdes (Superior direito). As células com vermelhos
€ azuis mais escuras denotam correlagdo negativa e positiva respectivamente, entre as variaveis
correspondentes. As variaveis estao agrupadas em B.Clausii e RPMI para as quantificacdes feitas por

citometria de fluxo e em Figado e Intestino para as variaveis quantificadas por Imunohistoquimica.

Também conseguimos observar correlagdo positiva moderada e
estatisticamente significativa (p= 0,37; p=0,05) entre as duas alarminas (IL-25 e IL-33)
de nosso estudo em tecidos diferentes, a relagdo dessas alarminas pode estar
explicada pelos fatores relacionados com o eixo intestino-figado, em um modelo
experimental de hepatotoxicidade, foram relatadas alteragcbes na composi¢do da
microbiota com o aumento de producéo de LPS (Lipopolisacaridos) e SCFA (Acidos

graxos de cadeia curta) ao administrar nanoparticulas de didéxido de titanio (tio2 nps)
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oralmente e seguidamente no analise metabolémica do tecido hepatico foi observada
perturbacao de metabdlitos relacionadas ao metabolismo energético (Chen Z,2019),
nesse sentido a IL33 tem se mostrado capaz influenciar indiretamente a composicao
da microbiota intestinal promovendo a expressao de REG3y, mecanismo mediado por
mtor, STAT3 e ERK1/2(Xiao Y, 2019). Outrossim, em um modelo murino que avaliou
a relacao de IL-25 com esteatose hepatica os achados indicaram que a ativagao do
IL-25 estimulou os macréfagos M2a e causou a expressao de STAT6 nos hepatocitos,
resultando na expresséo de IL-25. A investigacdo também identificou que o STAT6 se
ligou diretamente ao promotor do IL-25, o que esclareceu os mecanismos moleculares
que estdo envolvidos na melhoria da esteatose hepatica através do IL-25.Existem
diversos mecanismos em que o IL33 e IL25 estdo envolvidos ante lesdes teciduais em
figado e intestino. No entanto, a relagdo entre essas duas alarminas pode estar
explicada pelos fatores relacionados com o eixo intestino-figado o que sugerem que
a comunicagcao entre os dois tecidos pode desempenhar um papel crucial na

regulagéo da inflamag&o e da homeostase metabdlica nesses érgéos.

Finalmente, a estimulagao direta In Vitro com o probidtico ndo demonstrou ter
influéncia direta nas citocinas proé-inflamatérias sistémicas. No entanto, na presenca
da doenga, o B. Clausii pode interagir com a dindmica imunomoduladora de S.
Mansoni, favorecendo o aumento de MCP-1. Isso difere de outros modelos com
probidticos e/ou outras doencgas inflamatérias. Embora esse probiético possua a
capacidade de modular a resposta imunolégica, é necessario avalia-lo melhor para

compreender os mecanismos envolvidos nos diferentes modelos de doengas.
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6 CONCLUSOES

Finalmente, a estimulagao direta /In Vitro com o probidtico ndo demonstrou ter
influéncia direta nas citocinas proé-inflamatérias sistémicas. No entanto, na presenca
da doenga, o B. Clausii pode interagir com a dinamica imunomoduladora de S.
Mansoni, favorecendo o aumento de MCP-1. Isso difere de outros modelos com
probidticos e/ou outras doencgas inflamatérias. Embora esse probiético possua a
capacidade de modular a resposta imunolégica, é necessario avalia-lo melhor para

compreender os mecanismos envolvidos nos diferentes modelos de doengas.

Alem disso, 0 nosso estudo examinou a relagao entre marcadores sistémicos e
in situ em amostras de tecido hepatico e intestinal estimuladas com a bactéria
probiotica B. Clausii. Embora tenha sido encontrada uma correlagdo moderada entre
os dados obtidos, com coeficientes de forte a moderado para os marcadores
sistémicos, os coeficientes dos marcadores in situ apresentaram uma maior
diversidade de graus de correlagdo. Apesar disso, o estudo identificou correlagdes
significativas entre alguns marcadores, como a correlagéo negativa entre a IL-25 e o
TNF-a hepatico, bem como a correlacao positiva entre as alarminas IL-25 e IL-33 em
tecidos diferentes. Essas correlacdes podem fornecer informagdes importantes para
a compreensao da modulagao da fibrose e do perfil TH2 e a relagao entre o intestino
e o figado. No entanto, é importante observar que algumas das correlagdes
observadas nao atingiram o limiar de significancia estatistica, destacando a

necessidade de mais estudos para entender completamente essas associagdes.
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ANEXO A — PARECER DO COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

1\ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 07 de julho de 2016.
Oficio n® 69/16

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.? Ménica Camelo Pessoa de Azevedo Albuquerque

Departamento de Medicina Tropical

Centro de Ciéncias da Saude

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.016405/2016-57

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos do Bacillus claussi sobre a
esquistossomose mansoni: estudo da resposta imunoldgica, alteragées
intestinais e translocagao bacteriana”, registrada com o n°® 23076.016405/2016-57,
sob a responsabilidade de Prof.? Ménica Camelo Pessoa de Azevedo Albuquerque
- que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USQ DE ANIMAIS (CEUA)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de
28/06/2016.

Finalidade ( ) Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao 28/12/2018

Espécie/linhagem/raca Camundongo Swiss Mus musculus
N° de animais 50

Peso/ldade 28-30g / 30 dias

Sexo Fémeas

QOrigem Biotério do LIKA

Atenciosamente,
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