Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Parasitologia

Programa de Pds-graduacdo em Parasitologia

Vivian Jordania da Silva

RELACAO ENTRE OBESIDADE E INFECCAO POR Ancylostoma ceylanicum EM
MODELO EXPERIMENTAL

Belo Horizonte

2017



Vivian Jordania da Silva

RELACAO ENTRE OBESIDADE E INFECCAO POR Ancylostoma ceylanicum EM
MODELO EXPERIMENTAL

Dissertacdo apresentada ao Departamento de
Pds-Graduacdo em Parasitologia, Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em Parasitologia.
Area de concentracio Imunoparasitologia.

Orientadora: Profa. Dra. Elida Mara Leite Rabelo

Coorientadora: Dra. Silvia Regina Costa Dias

Belo Horizonte

2017



043

Silva, Vivian Jordania da.

Relacéo entre obesidade e infecgdo por Ancylostoma ceylanicum em modelo
experimental [manuscrito] / Vivian Jordania da Silva. — 2017.

94f.:il.;29,5cm.

Orientadora: Profa. Dra. Elida Mara Leite Rabelo. Coorientadora: Dra. Silvia
Regina Costa Dias.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas.

1. Parasitologia. 2. Ancilostomiase. 3. Obesidade. 4. Ancilostomideos. 5.
Infecgdo. I. Rabelo, Elida Mara Leite. Il. Dias, Silvia Regina Costa. I1I.
Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Biologicas. 1V.
Titulo.

CDU: 576.88/.89




“A educagdo é a arma mais poderosa que
vocé pode usar para mudar o mundo.
Devemos promover a coragem onde ha
medo, promover o acordo onde existe
conflito, e inspirar esperanga onde ha

desespero”.

Nelson Mandela



AGRADECIMENTOQOS
Ao Programa de P6s-Graduacdo em Parasitologia do ICB/UFMG.

A professora Elida, pela orientacéo e oportunidade de ingressar no ramo da pesquisa cientifica,

pelas risadas e puxdes de orelha. Obrigada pelo auxilio e dedicagéo.

A Silvia, pela orientagio e mesmo a distancia foi extremamente importante para o

desenvolvimento do trabalho. Obrigada pelo auxilio e dedicag&o.

A Luciana Serafim, que mais do que orientar fez a diferenca para meu crescimento profissional

e pessoal.

A minha professora de graduagio, Glorinha pela oportunidade de conhecer e vivenciar a

ciéncia. Obrigada pela oportunidade e por fazer a diferenca na minha vida.
A professora Ana Caetano pelo auxilio durante a realizacdo do experimento.

As secretarias do Programa de Pds Graduagio em Parasitologia Sumara e Sibele por serem

sempre tdo prestativas.

Aos amigos de laboratorio Thayse, Fernando, Nayara, Bruna, Ceres, Luciana, William, Celi
que fizeram parte da minha trajetéria. Pessoas que contribuiram para meu crescimento

profissional e pessoal.
Ao William e Fernando pela ajuda na execugédo do projeto.
Ao Hudson pelo auxilio e esclarecimento de duvidas.

Aos meus pais, Angela e Orlando, pelo apoio nos momentos dificeis acreditando na minha

capacidade de concluir mais uma etapa de vida e suportando meus momentos de indecis&o.

Aos meus avoés, Nair, Antonio, Celi, que sempre estiveram ao meu lado. Principalmente ao meu
avo que faleceu antes da minha defesa deixando um vazio em nossas vidas. Obrigada por me

tornar uma pessoa melhor.
Ao Carlos pelo fornecimento dos animais e pelo auxilio no experimento.
A todos 0s meus amigos por continuarem ao meu lado mesmo com a falta de tempo e distancia.

A minha familia por acreditar nas minhas escolhas estando sempre ao meu lado.



Ao meu marido, Wemerson por suportar minha auséncia, minha loucura, minhas ddvidas e

certezas. Obrigada por estar sempre ao meu lado em todos 0s momentos importantes.



RESUMO

A obesidade e a ancilostomose sdo consideradas problemas de saude publica. Enquanto a
ancilostomose € prevalente em regibes tropicais e subtropicais, acometendo principalmente a
populacdo mais carente, a obesidade tem crescido de forma significativa, acometendo todas as
classes sociais, e independentemente do clima. Estudos recentes tém demonstrado que a
infeccdo por helmintos intestinais em individuos obesos € capaz de amenizar a desordem
metabolica, melhorando a toleréncia a glicose, diminuindo tanto a resisténcia a insulina quanto
a inflamacdo de baixa intensidade. Esta diminuicdo da morbidade estaria relacionada a
capacidade que alguns helmintos possuem em estimular a producéo de IL-10, a proliferagédo de
células T reguladoras e a polarizacdo da resposta para o Th2, uma vez que a obesidade é
caracterizada pelo predominio de uma resposta inflamatoria do Thl. No entanto, poucas
espécies de helmintos j& foram estudadas neste contexto, e alguns mecanismos de modulacéo
ainda requerem maiores conhecimentos. Portanto, o presente trabalho teve por objetivo
investigar o papel da infecgdo experimental por Ancylostoma ceylanicum na modulacdo da
resposta imunoldgica em modelo experimental obeso. No desenho experimental foram
utilizados grupos de 06 hamsters fémeas submetidos a uma dieta hiperlipidica e hipercal6rica
(HSB) capaz de induzir obesidade, infectados e ndo infectados, e que foram comparados aos
controles normonutridos, infectados e nédo infectados, com 50 larvas de A. ceylanicum. Os
parametros bioquimicos, hematoldgicos e imunologicos foram avaliados. Os animais infectados
foram submetidos a exames parasitoldgicos e os 6rgaos foram coletados para quantificacdo de
citocinas por gRT-PCR e testes imunoenzimaticos. Os resultados demonstraram que a infecgédo
por A. ceylanicum acentuou a perda de peso nos animais obesos com maior intensidade em
comparagdo aos normonutridos, agravando o quadro clinico do hospedeiro. Por outro lado a
obesidade diminuiu a recuperacao de vermes e a ovoposicao das fémeas, possivelmente devido
a maior inflamacdo nos intestinos destes animais. Além disso, ambos os grupos infectados
apresentaram diminuicdo dos niveis de hemoglobina, albumina, ferro e eritrocitos. A infeccéo
interferiu no metabolismo de lipideos, aumentando os niveis de colesterol total e de triglicérides
no grupo obeso e causando uma diminuicdo nos niveis de HDL em ambos os grupos. A
obesidade levou a um aumento nos niveis de glicose, e a infec¢do causou aumento, tanto nos
grupos normonutridos como nos obesos. A inflamag&o foi intensificada nos animais obesos
que apresentaram elevacdo da ativacdo de macrofagos e neutrofilos no tecido adiposo, aumento
do baco e acimulo de lipideos no figado e nas fezes. A infecgdo causou também diminuicéo
nos niveis de IL-10, FoxP3 e IL-2 e a obesidade causou elevacdo nos niveis de IFN-y. O
presente trabalho teve como premissa a hip6tese de que a infeccdo por A. ceylanicum poderia
interferir com o quadro de obesidade, melhorando os pardmetros bioquimicos associados a esta
patogenia. Entretanto, os resultados encontrados, demonstraram uma correlagéo negativa, para
o0 hospedeiro, frente as duas patogenia, ou seja, a associacdo da obesidade com a infec¢do por
A. ceylanicum agravou o quadro clinico do hospedeiro. Apesar da diminui¢cdo dos niveis de
IFN-vy, a infeccdo ndo potencializou a expresséo do fator de transcricdo Foxp3, 1L-10 e IL-2,
marcadores que poderiam mediar de forma positiva, para o hospedeiro, os danos causados pela
obesidade. Além disso, os parametros associados ao metabolismo de lipideos e glicose foram
agravados pela infeccdo, assim como a inflamacéo.

Palavras-chave: Obesidade; Ancilostomideos; Ancylostoma ceylanicum; Dieta HSB;
marcadores clinicos



ABSTRACT

Obesity and hookworm are considered public health problems. While ancylostomiasis is
prevalent in tropical and subtropical regions, affecting mainly the poorest population, obesity
has grown significantly, affecting all social classes, and regardless of the climate. Recent studies
have shown that infection by intestinal helminths in obese individuals is able to ameliorate
metabolic disorder by improving glucose tolerance, decreasing both, insulin resistance and low-
intensity inflammation. This decrease in morbidity would be related to the ability of some
helminths to stimulate IL-10 production, proliferation of regulatory T cells, and polarization of
the Th2-type response, since obesity is characterized by the predominance of an inflammatory
Th1 response. However, few helminth species have been studied in this context, and some
modulators mechanisms still require further studies. Therefore, the present work aimed to
investigate the role of the experimental infection by Ancylostoma ceylanicum in the modulation
of the immune response in an obese experimental model. In the experimental design, groups of
six female hamsters submitted to a hyperlipidic and hypercaloric diet (HSB), were used to
induce obesity, both infected and uninfected, and were compared to normonourished controls,
uninfected and infected with 50 larvae of A. ceylanicum. Biochemical, hematological and
immunological parameters were evaluated. The infected animals were submitted to
parasitological examinations and the organs were collected for quantification of cytokines by
gRT-PCR and immunoenzymatic tests. The results showed that A. ceylanicum infection
accentuated weight loss in obese animals with greater intensity compared to normonourished,
worsening the clinical condition of the host. On the other hand, obesity decreased the recovery
of worms and the ovoposition of females, possibly due to the greater inflammation in the
intestines of these animals. In addition, both infected groups, had decreased levels of
hemoglobin, albumin, iron and erythrocytes. The infection interfered in lipid metabolism,
increasing total cholesterol and triglyceride levels in the obese group and causing a decrease in
HDL levels in both groups. Obesity led to an increase in glucose levels, and the infection caused
glucose increase in both, the normonourished and obese groups. Inflammation was intensified
in obese animals that showed elevated macrophage and neutrophil activation in adipose tissue,
enlargement of the spleen and accumulation of lipids in the liver and faeces. The infection also
caused a decrease in the levels of 1L-10, FoxP3 and IL-2 and obesity caused elevation in IFN-
v levels. The present work has raised the hypothesis that A. ceylanicum infection could interfere
with the obesity situation, improving the biochemical parameters associated with this
pathogenesis. However, the results showed a negative correlation between the two diseases to
the host, that is, the association of obesity with A. ceylanicum infection worsened the clinical
condition of the host. Despite the decrease in IFN-y levels, the infection did not potentiate the
expression of the transcription factor Foxp3, IL-10 and IL-2; markers that could positively
mediate the damage caused by obesity to the host. In addition, parameters associated with lipid
and glucose metabolism were aggravated by infection as well as inflammation.

Key words: Obesity, Hookworm; Ancylostoma ceylanicum; HSB diet; Clinical marker
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1. INTRODUCAO
1.1. Os ancilostomideos

Os ancilostomideos pertencem ao Reino Metazoa, Filo Nematoda, Classe Chromadorea,
Ordem Rhabditida, Superfamilia Strongyloidea, Familia Ancylostomatidae (ZHANG, 2011). As
infeccbes em humanos ocorrem principalmente pelas espécies Necator americanus e
Ancylostoma duodenale. As infeccBes por Ancylostoma ceylanicum apresentam menor
abrangéncia, porém devido ao carater zoondtico da infeccdo, estes parasitos também,
apresentam relevancia epidemiolégica (HOTEZ et al., 2004). A infeccdo por A. ceylanicum em
humanos e animais tem sido relatada em vérias regides da Asia, Africa do sul, Australia e
América do Sul (ANTEN; ZUIDEMA, 1964; HEINEMANN, 1976; SCHRAMM et al., 2007;
SCHUSTER et al., 2009; PALMER et al., 2007; JIRAANANKUL et al., 2011; NGUI et al.,
2012; BRADBURY et al., 2017)

A diferenciacdo das espécies de ancilostomideos pode ocorrer pela morfologia ou
caracterizacdo molecular. O A. duodenale apresenta dois pares de dentes ventrais na regido
interna da boca e uma par de dentes triangulares no fundo da boca, enquanto no N. americanus
observa-se o aprofundamento da capsula bucal margeada por duas laminas cortantes
seminulares na regido subventral, duas laminas na regido dorsal e um dente longo situado no
fundo da cépsula bucal. O A. ceylanicum diferencia-se pelo par de dentes grande e um par de
denticulos, ambos na cépsula bucal (REY, 2001; NEVES, 2015).

Os ancilostomideos apresentam corpo cilindriforme e dimorfismo sexual. As fémeas
apresentam a extremidade posterior afilada, enquanto o macho apresenta uma bolsa copuladora
na extremidade posterior de facil identificacdo (NEVES, 2015). Os ovos de todas as espécies
de ancilostomideos apresentam a mesma morfologia podendo ser diferenciado pela
caracterizacdo molecular (TRAUB et al., 2004; DE GRUIJTER et al., 2005; TRAUB et al.,
2008; NGUI etal., 2012; GEORGE et al., 2015). Quanto a ingestdo sanguinea o N.
americanus possui a capacidade de ingerir de 0,05-0,30 mL de sangue por dia, enquanto o A.

ceylanicum e o A. duodenale ingerem uma quantidade inferior de sangue (BRISCOE, 1979).

A utilizagdo de A. ceylanicum como modelo de infecgdo para desenvolvimento da
ancilostomose deve-se a facilidade de manutencéo da cepa em laboratdrio devido ao ciclo bem
definido. Além disso, a infec¢do por A. ceylanicum em hamster mimetiza o quadro clinico

observado em humanos na ancilostomose, como, diarreia, desnutricdo, anemia, perda de peso
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e diminuicdo do crescimento (BUNGIRO, R D et al., 2001; BUNGIRO, RICHARD D.;
ANDERSON; CAPPELLO, 2003; GHOSH et al., 2006; MENON; BHOPALE, 1985). Deste
modo, hamsters (Mesocricetus auratus) infectados por A. ceylanicum sdo utilizados para
avaliacdo de diversos parametros relacionados a resposta imunoldgica, vacinacdo e patogenia
(BUNGIRO, R D et al., 2001; DONDJI et al., 2008; GARSIDE; BEHNKE, 1989; GHOSH et
al., 2006; MENON; BHOPALE, 1985).

1.2. A ancilostomose

As geohelmintoses acometem cerca de 1,5 bilh&o de individuos, sendo que cerca de 870
milhdes de criancas em idade pré-escolar e escolar vivem em area de risco e estdo expostas a
infeccdo (WHO, 2017). Apesar da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) preconizar o
tratamento em massa para erradicacdo das geohelmintoses, a infeccdo é ainda bastante
prevalente, principalmente entre a populacdo mais carente (WHO, 2016; WHO, 2017). Dentre
as parasitoses intestinais, a ancilostomose apresenta maior importancia epidemioldgica levando
os individuos infectados ao quadro clinico de anemia ferropriva e sindrome de méa absorcé&o,
cuja morbidade é mais elevada em criancas e mulheres gravidas de regides tropicais e
subtropicais (DARKE, 1959; SARAYA; TANDOM, 1975; PULLAN, et al., 2014). Em
criangas, a patogenia da infeccdo esté relacionada ao estado nutricional, podendo interferir no
crescimento, ganho de peso, aproveitamento e absorcao de nutrientes (OMITOLA et al., 2016).
Enquanto em mulheres, o quadro da infeccdo € agravado durante a gravidez com interferéncia
no desenvolvimento do feto (BROOKER; HOTEZ; BUNDY, 2008; MUHANGI et al., 2007).

A anemia ferropriva do tipo microcitica e hipocrdmica observada na infeccdo é
desencadeada pelo héabito hemat6fago do parasito, o qual fixa-se na mucosa intestinal,
provocando dilaceracBes e perda sanguinea, responsaveis pelas alteracdes de absorcdo de
nutrientes pelo intestino (STOTT, 1960; DE SILVA et al., 2003; MUKAYA et al., 2009;
RODRIGUEZ-GUARDADO et al., 2013). Em alguns casos observa-se uma diminuicdo de
acido folico e vitamina B12, mas a anemia megaloblastica ndo é observada (SARAYA,
TANDON; RAMACHANDRAN, 1971). Quando a perda sanguinea se inicia, a medula
aumenta a producdo de reticuldcitos, os quais diminuem com o decorrer da infeccdo devido a
reducdo da eritropoiese ocasionada pelo decréscimo dos depositos de ferro. No entanto, para
pacientes com ingestdo elevada de ferro, esta morbidade ndo é observada (STOTT, 1960;
GOTTSTEIN; ISING; STOYE, 1991). Outros sintomas observados durante a infeccdo sdo

devidos a fixacdo do parasito no intestino. O organismo pode apresentar aumento no transito e
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motilidade intestinal, contracdo do musculo liso, proliferagdo das células caliciformes,
producdo de muco e quadro clinico de diarreia, na tentativa de eliminar o parasito (CASTRO
et al., 1976; VERMILLION; COLLINS, 1988; CUNNINGHAM et al., 1991). Além disso, a
diminuicdo nos niveis de hemoglobina esta relacionada a carga parasitaria e decréscimo dos
depositos de ferro, enquanto a diminuicdo dos niveis de albumina esta relacionado a
desnutricdo, perda de plasma e diminuicéo da producao de albumina no figado.

Outras alteragBes bioquimicas foram descritas na infec¢do por ancilostomideos em
modelo experimental e humanos. A interferéncia da infeccdo no metabolismo de lipideos foi
descrito em hamsters e humanos infectados por ancilostomideos que apresentaram aumento
nos niveis séricos de triglicérides e colesterol total, contribuindo para a diminui¢do dos niveis
séricos de colesterol HDL (FREITAS, 1977; MUKERJEE et al., 1990; WIEDERMANN et al.,
1991; RAI et al., 1998; HOTEZ et al., 1999). O mecanismo preciso de como essa lateracdo
ocorre ndo é bem descrito, entretanto, acredita-se que a diminuicdo nos niveis séricos de
colesterol HDL na infec¢do por ancilostomideos estd associada a uma maior morbidade,
aparentemente as lesGes provocadas pelo parasito no intestino delgado podem interferir na
producdo de HDL (FREITAS, 1977; WIEDERMANN et al., 1991; HOTEZ et al., 1999).

1.3. Epidemiologia dos ancilostomideos

Atualmente, a infeccdo por ancilostomideos acomete cerca de 439 milhdes de
individuos no mundo, resultando em uma perda econémica global de bilhdes de délares
(PULLAN et al., 2014; BARTSCH et al., 2016). No continente africano, a infecgdo por
helmintos é amplamente distribuida e esta relacionada a falta de condic¢des sanitarias adequadas.
Hailegebriel (2017) relata uma prevaléncia de 65,5%, de infeccdo por helmintos intestinais
entre estudantes do ensino fundamental na Etidpia, dos quais 22% estavam infectados por
ancilostomideos. Enquanto na Uganda, foi observada uma relagdo de maior susceptibilidade a
infeccdo por Necator americanus por individuos adultos HIV positivos (27,6%), causando uma
diminuicdo no nimero de células TCD4" nestes individuos (MORAWSKI et al., 2017).

Na Maléasia um estudo realizado com 380 individuos demonstrou uma prevaléncia de
13% para ancilostomose, das quais 9% das infec¢cdes foram ocasionadas por N. americanus,
2,1% por A. duodenale e o restante dos individuos apresentaram uma infec¢do mista por ambas
as espécies (SAHIMIN et al.,, 2017). Na Tailandia, a prevaléncia da infeccdo por
ancilostomideos em 324 individuos analisados foi menor que o estudo citado anteriormente,
acometendo 8% dos individuos (PUNSAWAD et al., 2017). Enquanto no Timor Leste de 2.194
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individuos moradores de aldeias analisados, 60,7% estavam infectados por N. americanus
(WARDELL et al., 2017). N&o existem dados recentes de nimero de casos positivos para a
ancilostomose no Brasil em escala nacional, porém, diferentemente dos estudos anteriores,
dados de estudos locais, demonstraram uma prevaléncia de 5,6% entre estudantes do ensino
fundamental e médio na cidade de Diamantina (PEREIRA et al., 2016). Apesar da prevaléncia
da infeccdo por N. americanus, em algumas regides, as infeccdes por A. ceylanicum também
apresentam relevancia epidemioldgica, nas llhas Saloméo a infeccdo por A. ceylanicum em
humanos foi considerada a segunda espécie mais prevalente de ancilostomideo (BRADBURY
et al., 2017), resultados similares foram descritos no Camboja por Inpankaew e colaboradores
(2012) demonstrando altas taxas de infecgdo. A infecgdo por A. ceylanicum também foi descrita
em cdes selvagens na Australia por Smout e colaboradores (2013) evidenciando o carater
zoonotico da infeccdo. Deste modo, a infeccdo persiste entre a populacdo mesmo com o
tratamento em massa preconizado pela OMS. Assim varios estudos tem procurado analisar a
eficacia do tratamento com anti-helminticos em &reas de risco (CASEY et al., 2017; KEPHA
etal., 2017; OSWALD et al., 2017).

No sul da india o tratamento com anti-helminticos seguida de suplementagéo de ferro e
acido folico, contribuiu para a diminuicdo da anemia, infeccdo grave e prevaléncia da infeccédo
por Ascaris, Trichuris e ancilostomideos em mulheres em idade fértil (CASEY et al., 2017).
Enquanto no Quénia, o tratamento de criancas em idade escolar a cada 4 meses, foi mais eficaz
que o tratamento anual, mas ndo conseguiu eliminar completamente a infecgdo por
ancilostomideos e Ascaris sp. (KEPHA et al., 2017). A erradicacdo destas infec¢bes poderia
ocorrer através da associacdo do tratamento com as melhorias nas condi¢cdes sanitérias,
principalmente a inclusdao de saneamento basico (KEPHA et al., 2017). No entanto, na Etiopia
ndo houve associacdo entre 0 uso de saneamento basico comunitario e diminuicdo da infeccdo
(OSWALD et al., 2017).

1.4. Ciclo bioldgico e infeccéo por ancilostomideos

A infeccgdo ocorre através da penetracdo de larvas no terceiro estadio (L3) na epiderme
do individuo, as quais sdo carreadas para 0s vasos sanguineos ou linfaticos alcancando a
circulacdo. A penetracdo da L3 na epiderme do hospedeiro é capaz de desencadear uma
dermatite urticariforme (SOULSBY, 1965; FREITAS, 1977).
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Apos alcancar a circulagdo a larva é carreada para o coragdo, dirigindo-se para as artérias
pulmonares, chegando aos pulmdes, onde sofrem muda para larvas de quarto estadio (L4)
(HOTEZ et al., 1999; 2004). A migracdo das larvas pelos pulmdes é capaz de desencadear um
processo inflamatdrio, dispneia, febre e tosse. Apds a mudanca para L4, as larvas dirigem-se
para a traqueia com a ajuda dos cilios presentes na arvore brénquica, laringe, onde séo
deglutidas e instalam-se no intestino delgado, onde passam a vermes jovens e posteriormente a
adultos, fixando-se na mucosa intestinal através da sua capsula bucal caracteristica, que facilita
seu habito alimentar hemat6fago (SOULSBY, 1965; HOTEZ et al., 1999).

Os ancilostomideos apresentam dimorfismo sexual e a liberacdo de ovos pelas fémeas
ocorre algum tempo apos a copula. Os ovos séo liberados no ambiente atraves das fezes, onde
em condic¢des adequadas de temperatura e umidade ocorre a eclosdo das larvas L1 (rabditoide),
gue mudam para L2 (rabditoide) e, finalmente para L3 (filaridide), a qual possui a capacidade
de penetrar na pele, com o auxilio de enzimas proteoliticas liberadas pela larva (forma
infectante) (SOULSBY, 1965; BROOKER et al., 2004).

A infeccdo oral também pode ocorrer através da ingestdo das L3, a qual perde a cuticula
externa no estdbmago. Neste caso as larvas sdo capazes de penetrar na mucosa transformando-
se em L4, emergindo para a luz intestinal, onde se transformam em adulto. Neste caso, ndo
ocorre o ciclo pulmonar e a muda de L3 para L4 acontece na mucosa intestinal (HOTEZ et al.,
1999; LOUKAS; PROCIV, 2001). O ciclo de vida dos ancilostomideos esta esquematicamente
representado na Figura 1. A infeccdo por A. ceylanicum em hamsters € realizada por gavage
oral com larvas infectantes (L3), as quais sdo carreadas para o intestino delgado, onde se fixam
na mucosa intestinal, transformando-se em adultos, ocasionando o quadro clinico normalmente
observado na infec¢do (BUNGIRO, RICHARD D.; ANDERSON; CAPPELLO, 2003).

A infeccdo por ancilostomideos ndo confere resisténcia a reinfeccdes (GANDHI et al.,
2001; BETHONY et al., 2002). A alta carga parasitaria esta associada a maior morbidade da
ancilostomose (BETHONY et al., 2002, HOTEZ et al., 2004). Nas reinfeccGes, a dermatite
urticariforme € mais intensa (SOULSBY, 1965; FREITAS, 1977). Deste modo, estudos tem
demonstrado que apds o tratamento com antihelminticos o hospedeiro consegue reestabelecer
os niveis de ferro no organismo devido a eliminacéo da infecgdo, no entanto, 0 uso excessivo
deste tratamento pode selecionar cepas resistente (QUINNELL etal., 1993; ALBONICO et al.,
1995).
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Figura 1: Ciclo evolutivo dos ancilostomideos. Adaptado de Loukas et al., 2016.
1.5. Resposta imunoldgica da infec¢do por helmintos

Na ancilostomose, apds a penetracao das L3 na epiderme do hospedeiro é desencadeada
uma reposta imune inata, com participacdo do sistema do complemento e receptores do tipo
TLRs (Toll like receptors). No entanto, algumas larvas conseguem evadir desta resposta e
continuam a migracdo até o intestino delgado, transformando-se em adultos. A migracao resulta
em um aumento de eosindfilos, os quais podem estar envolvidos na eliminacdo das larvas
(MEESEN; BALIC, 2000; LOUKAS; PROCIV, 2001). Na infeccdo ha predominéncia da
resposta Th2, resultando no aumento das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (ABU-GHAZALEH et
al., 1989; UNDERDOWN; SCHIFF, 1986; LOUKAS; PROCIV, 2001). Individuos infectados
apresentam também uma alta producéo de anticorpos do tipo IgE, 1gG e IgM (GANGULY et
al., 1988; BUNGIRO et al., 2008). No entanto, estes anticorpos também, ndo sdo capazes de
gerar resisténcia a reinfeccdo, enquanto, a elevacgéo dos niveis de IgE é resultado do aumento
de IL-4 e da presenca de produtos antigénicos do parasito (LOUKAS; PROCIV, 2001).
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Na infeccdo por helmintos, h4 predominéncia da resposta Th2, conforme esquematizado
na Figura 2, resultando no aumento das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-9 (UNDERDOWN,;
SCHIFF, 1986; ABU-GHAZALEH et al., 1989; LOUKAS, A; PROCIV, 2001; LICONA-
LIMON et al., 2013). Individuos infectados apresentam também uma alta producio de
anticorpos do tipo IgE, 1gG e IgM (GANGULY et al., 1988; BUNGIRO et al., 2008). No
entanto, estes anticorpos, ndo séo capazes de gerar resisténcia a reinfeccdo (LOUKAS, ALEX
etal., 2016).
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Figura 2: Resposta imunolégica da infeccdo por helmintos. A infeccdo por helmintos estimula
uma resposta do tipo Th2 aumentando a produgdo de citocinas IL-4, IL-13 e IL-5. A IL-4
estimula as células B a produzirem anticorpos IgE e IgG provocando a desgranulacdo dos
mastocitos. A ativacdo dos macréfagos M2, o aumento do peristaltismo intestinal e a producédo
de muco sao intensificados pela IL-13 e IL-4. A elevacdo de IL-5 ativa eosinofilos que sdo
efetivos na destruicdo das larvas. Fonte: ABBAS, 2015.
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A IL-4 possui a capacidade de ativar os fatores de transcricdo GATA-3 e STAT-6,
inibindo as respostas Th1/Th17 e estimulando a diferenciacdo das células TCD4" imaturas em
Th2, elevando a producéo de anticorpos do tipo 1gG e IgE por células B (CHAKIR et al., 2003;
FISH et al., 2005). O aumento no peristaltismo do intestino, producdo de muco e macréfagos
(M2) sdo estimulados pela IL-4 (HAO et al., 2017; WANG, Yl et al., 2017). No entanto, a IL-
4 ndo atua sozinha, juntamente com a IL-13, essas citocinas ativam diversos mecanismos
protetores, enquanto, a IL-5 é capaz de estimular a ativacdo, diferenciacdo e proliferacdo dos
eosinofilos (CHOI et al., 2003; WILSON, SHONA et al., 2013). Outras citocinas importantes
na modulagdo da resposta imunoldgica apresentam elevacao nos casos de infec¢do, como a IL-
10 e TGF-B, as quais sdo produzidas por macroéfagos M2 e células T reguladoras (Treg)
(WILSON, MARK S; MAIZELS, 2006; ZACCONE et al., 2009; NAVARRO et al., 2016) . O
aumento de IL-9 na infeccdo intensifica a resposta Th2, elevando os niveis de citocinas,
contribuindo para proliferacdo de eosinofilos, basoéfilos e mastocitos e diminuindo a carga
parasitaria (CHANG, HUA-CHEN et al., 2010; LICONA-LIMON et al., 2013).

Na infeccdo, eosinofilos liberam granulos citotoxicos na tentativa de eliminar o parasito
(BUTTERWORTH, 1984; RAINBIRD; MACMILLAN; MEEUSEN, 1998) desempenhando
um papel importante na resposta Th2 (DARLAN etal., 2017; YANG, BO-GIE; SEOH; JANG,
2017). Os eosinofilos sdo capazes de inibir a resposta Thl e Th17 no intestino (SUGAWARA
etal., 2016) e de produzir IL-4, contribuindo para a proliferacdo de macr6fagos M2, importantes
no reparo tecidual e na producdo de citocinas (VAN DEN BERG et al., 2016).

Os basofilos sdo importantes na resposta protetora contra a infecgdo por helmintos. O
aumento destas células deve-se tanto a infeccdo por helmintos quanto ao processo de alergias,
guando migram para os tecidos, liberando proteases, histamina, quimiocinas, citocinas e
mediadores lipidicos, colaborando para reacfes de hipersensibilidade ( SOBOTKA et al.,
1978; MIROLI; SPITZ, 1987; MUKAI et al., 2017).

1.6. A obesidade

A obesidade é considerada um problema de satde publica, cosmopolita e independe de
clima ou classe social (DA LUZ etal., 2017; RACHMI; LI; ALISON BAUR, 2017). De acordo
com a organizagdo mundial de satde (2017), a obesidade acomete cerca de 600 milhdes de
adultos, 48 milhdes de criancas e cerca de 1,9 milhdes de individuos apresentam sobrepeso,

cujo crescimento deve-se & mudancga nos habitos alimentares e sedentarismo da populagdo
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(VILCHIS-GIL et al.,, 2015; KEANE et al., 2017; MENTZEL et al., 2017; PENG;
GOLDSMITH; BERRY, 2017).

O consumo de dietas ricas em carboidratos simples e gordura proporcionam o ganho de
peso, expansdo do tecido adiposo e hipertrofia dos adipdcitos, 0s quais entram em estado de
hipdxia desencadeando um quadro clinico de inflamacao de baixa intensidade e desequilibrio
metabolico (HOTAMISLIGIL, 2006; KROTKIEWSKI; BILLING-MARCZAK, 2014,
PETRANGELI et al., 2016; JORDANIA DA SILVA et al., 2017). Neste quadro clinico séo
observadas diversas alteracdes fisioldgicas, responsaveis pela perda da homeostase do
organismo, promovendo o desequilibrio metabolico capaz de desencadear dislipidemias,
cancer, diabetes do tipo 2, doencas renais, pulmonares, cardiovasculares, gastrointestinais,
neuroldgicas, psicossociais e disfungdes enddcrinas ( NAMMI et al., 2004; BESSESEN, 2008;
KAILA; RAMAN, 2008; OSBORN; OLEFSKY, 2012; TATEYA; KIM; TAMORI, 2013;
GAROUFI et al., 2017). O quadro clinico observado em individuos obesos ocorre de forma
lenta e prolongada e esta relacionado ao desequilibrio energético e alteracdo na producéo de
horménios e citocinas no tecido adiposo como omentina, resistina, visfatina, adiponectina,
leptina, apelina e TNF-o. capazes de provocar alteracdes sistémicas ( OSBORN; OLEFSKY,
2012; AL-SUHAIMI; SHEHZAD, 2013).

Diversos trabalhos relatam alteracBes de pardmetros bioquimicos ocasionado pelo
consumo de dietas hiperlipidicas e hipercaloricas, a qual ocasiona o ganho de peso, interferindo
na homeostase do organismo (BHATHENA et al., 2011; CHANG et al., 2014; LEE et al., 2014;
GAO; MA; LIU, 2015). Sabe-se que individuos obesos apresentam alteracdes nos niveis
plasmaticos de triglicérides, colesterol total e glicose, diminuindo os niveis de colesterol HDL
(KIM et al., 2014a). Além disso, a diminuicdo dos niveis plasmaticos de albumina em obesos

morbidos esta associada ao aumento da mortalidade (NELSON et al., 2015).

A obesidade é capaz de provocar alteragdes em diversos érgdos e tecidos, no figado
induz a esteatose hepatica, promovendo o acimulo de gordura ectépica no masculo, alterando
0 metabolismo de glicose e promovendo a resisténcia a insulina. No pancreas ocorre a elevacéo
de citocinas inflamatorias contribuindo para a resisténcia a insulina, enquanto no intestino, a
modificagdo da microbiota é capaz de aumentar a permeabilidade intestinal, facilitando a
passagem de endotoxinas para o plasma, contribuindo com o quadro clinico de inflamacao.
Além disso, a mudanca na alimentacdo associada a obesidade é capaz de contribuir para o

aumento de tamanho do intestino delgado, causando pouca ou nenhuma absorcdo de nutrientes
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na regido distal deste 6rgdo, impedindo a atuacdo de fatores enddcrinos que atuam na liberagdo
de insulina e saciedade (WEAVER; AUSTIN; COLE, 1991).

Individuos obesos apresentam quadro clinico de anemia devido ao aumento nas
concentracdes de IL-6, que leva ao aumento da expressdo de hepicidina pelo figado,
ocasionando a inibigcdo na absor¢éo de ferro da dieta (HINTZE et al., 2011). A secrecdo deste
peptideo ocorre pelos hepatocitos, tecido adiposo, macrdfagos e células das ilhotas pancreéticas
em resposta a hipoxia, inflamacao e anemia, exercendo um papel fundamental na homeostase
de ferro (NICOLAS et al., 2002).

1.7. Resposta imunoldgica em individuos obesos

Em individuos ndo obesos o tecido adiposo encontra-se em estado de homeostase
favorecendo a sensibilidade a insulina e o equilibrio metabolico. Neste caso, varias células
contribuem para a manutencdo da homeostase, como, eosinofilos, células linfoides inatas 2
(ILC2), macrofagos M2 e células T reguladoras. O ambiente observado no tecido adiposo destes
individuos possui uma resposta do tipo Th2 com participacédo de citocinas IL-10, IL-4 e IL-13
(FEUERER et al., 2009; LYNCH etal., 2009; WU et al., 2011; LYNCH etal., 2012; OSBORN;
OLEFSKY, 2012; BRESTOFF et al., 2015; BOULENOUAR et al., 2017).

Em humanos as células T invariantes “natural killer” (iNKT) estdo envolvidas na
homeostase do tecido adiposo e sdo inversamente proporcionais ao numero de macréfagos
classicamente ativados (M1), comuns na obesidade (RAKHSHANDEHROO; KALKHOVEN;
BOES, 2013; LYNCH et al., 2012; LYNCH, 2014; MAGALHAES; KIAF; LEHUEN, 2015;
LYNCH, 2016). A medida que este ambiente vai se modificando pela expansio do tecido
adiposo, hipertrofia e hipdxia dos adipécitos; ocorre a transcricdo de mediadores inflamatdrios
e a alteracdo da resposta para o tipo Thl (TILG; MOSCHEN, 2006; ITO et al., 2007).

Durante a expansdo do tecido adiposo, os adipécitos se afastam dos vasos, e
consequentemente ha uma diminuicdo de oxigénio disponivel para estas células, levando a
ativacdo do fator de transcricdo induzivel por hipdxia 1 (HIF-1), capaz de estimular varios genes
relacionados & inflamacéo, resisténcia a insulina e angiogénese (LOLMEDE et al., 2003;
NEELS; OLEFSKY, 2006; WOOD et al., 2009; PAZ-FILHO et al., 2012; FOTI; BRUNETTI,
2017; MURPHY et al., 2017). Deste modo, a quimiocina MCP-1 (Proteina quimiotatica de
monocitos-1) estimulada por citocinas inflamatorias e ILC’s do grupo 1 (TILG; MOSCHEN,
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2006; ITO et al., 2007; O’SULLIVAN et al., 2016), juntamente com o mediador inflamatério
leucotrieno B4 (LTB4), participa do processo de inflamagdo através da quimiotaxia de
monacitos para o tecido adiposo, 0s quais passam a apresentar fenotipo M1 (SPITE et al., 2011,
HIRATA etal., 2013; LI, PINGPING et al., 2015; YING et al., 2017).

Em individuos obesos, 0 aumento de acidos graxos livres (AGL) no plasma é capaz de
induzir a expressdo de genes pro-inflamatorios, devido a capacidade dos AGL de se ligarem
aos Toll Like Receptor 4 (TLR-4) (SHI et al., 2006). A ativacdo de TLR-4 aumenta a expressdo
do fator de transcricdo kB (NF-kB), o qual se liga ao DNA presente no nucleo da célula,
ativando a transcricdo génica de mediadores inflamatorios, como fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) (BARMA et al., 2009). A elevacdo de TNFa no tecido adiposo
interfere na expressdo e regulacdo de diversos mecanismos, diminuindo a atividade da lipase
lipoproteica (LLP), elevando os niveis da lipase hormonio sensivel (LHS) e ocasionado o
aumento dos niveis de acidos graxos livres (PATTON et al., 1986; ASSMANN et al., 1991;
KERN et al., 2001). Deste modo, ocorre a diminuicdo da lipogénese devido a inibicdo das vias
de expressdo de LLP; do transportador de glicose 4 (GLUT-4) e da acetil Coa sintetase
(ARNER, 1995; WARNE, 2003). A IL-6 inibe a expresséo de LLP e GLUT-4, elevando os
niveis de acidos graxos livres e estimulando a producéo de Proteina C Reativa (PCR) (LYON;
LAW; HSUEH, 2003; REXRODE et al., 2003), no entanto, o papel desta citocina, na
obesidade, ainda € contraditdrio. Estudos atuais tém demonstrado que a IL-6 influencia na
polarizagdo de macrd6fagos M2, contribuindo para a sensibilidade a insulina e homeostase do
tecido adiposo (WUNDERLICH et al., 2010; SADAGURSKI et al., 2010; MAUER et al., 2014;
MA et al., 2015; BRAUNE et al., 2017).

A diferenciacdo das células T helper 1 (Th1) no tecido adiposo é estimulada pela IL-12,
desencadeando o processo inflamatério e diminuindo a sensibilidade a insulina (TRINCHIERI,
2003; SUAREZ-ALVAREZ et al., 2013). Aparentemente esta citocina é estimulada pela
resistina (SILSWAL et al., 2005) por mecanismos ndo elucidados. O interferon gamma (IFN-
v) participa do processo de inflamagdo, através da inibicdo das ILCs do grupo 2 e da resposta
do tipo Th2, causando diminui¢do das células T reguladoras (MOLOFSKY et al., 2015),
enquanto a IL-1 ¢é capaz de inibir as células 3 pancreaticas, contribuindo para a resisténcia a
insulina e desenvolvimento de diabetes do tipo 2 (MANDRUP-POULSEN, 1996; DONATH et
al., 2008; DINARELLO; DONATH; MANDRUP-POULSEN, 2010; DONATH et al., 2013).
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O processo inflamatorio também € influenciado pela alteragdo nos niveis das adipocinas
(proteinas sintetizadas e secretadas pelo tecido adiposo) como, omentina, resistina, visfatina,
adiponectina, leptina e apelina. Destas, a mais conhecida é a leptina que atua na reducéo do
apetite, ocasionando a saciedade e ocasionando o aumento da taxa metabolica (ROBBINS,
2001). No entanto, na obesidade os niveis de leptina encontram-se elevados, mas esta adipocina
ndo e capaz de induzir a saciedade devido ao desenvolvimento da resisténcia ocasionado pela
possivel alteracdo no transporte até o cérebro ou pela diminuicdo da resposta dos receptores
(MUNZBERG,; FLIER; BJZRBAEK, 2004; BANKS; DIPALMA; FARRELL, 1999;
ENRIORI etal., 2011; PAZ-FILHO et al., 2012). A leptina é capaz de interferir em mecanismos
imunolégicos influenciando na atividade e funcdo dos mastocitos, neutrofilos e macréfagos,
estimulando a producdo de citocinas e quimiocinas inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y
e MCP-1 (MATTIOLI et al., 2005; SUN et al., 2013; ZHOU et al., 2015).

1.8. Infec¢do e modulagao da resposta imunoldgica na obesidade e diabetes

A infeccdo por helmintos tem proporcionado a melhoria de alguns parametros
relacionados a obesidade. O aumento de eosinofilos na infeccdo € capaz de ativar macréfagos
M2 no tecido adiposo e de induzir a termogénese proporcionando atenuag¢do da morbidade em
individuos obesos (WU et al., 2011; LEE, STEPHEN D.; TONTONOZ, 2014; ROSEN;
SPIEGELMAN, 2014), contribuindo assim para a homeostase do tecido adiposo.

Em camundongos RIP2-OpalKO, modelo que apresenta ganho de peso, intolerancia a
glicose e hiperglicemia, a infecg@o por Nippostrongylus brasiliensis atenuou o ganho de peso e
melhorou a homeostase de glicose (YANG, ZHONGHAN et al., 2013). Resultados similares
foram demonstrados em camundongos C57BL/6 alimentados com dieta rica em gordura (HFD)
(YANG, ZHONGHAN et al., 2013). Neste mesmo estudo, a infeccdo levou a diminuicdo da
lipogénese, melhoria na esteatose hepéatica dependente de IL-13/STATS, ativacao e proliferacdo
de macrofagos M2 (YANG, ZHONGHAN et al., 2013). Enquanto a via de sinalizacdo IL-
4/STAT6 potencializou a ac¢do da insulina, diminuindo a intolerdncia a glicose e atenuando
danos hepéaticos (RICARDO-GONZALEZ et al., 2010). A melhoria dos parametros
relacionados a acéo da insulina e tolerancia a glicose também foi demonstrada na infeccéo
crénica por Schistosoma mansoni em camundongos C57BL/6 (HUSSAARTS et al., 2015), e
resultados semelhantes reproduzido em humanos obesos infectados com Schistosoma
japonicum (SHEN et al., 2015).
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Como citado anteriormente, a obesidade aumenta os fatores de risco para o
desenvolvimento de diversas doengas cronicas, dentre elas, a aterosclerose caracterizada pelo
acumulo de lipideos nas artérias, perda da resisténcia, elasticidade das artérias e inflamacéo.
Camundongos C57BL/6 deficientes para a Apoliproteina E (ApoE™") apresentaram diminuic&o
do colesterol total, do tipo LDL (lipoproteina de baixa densidade) e aumento da reposta Th2
quando infectados por S. mansoni, ndo havendo, entretanto, interferéncia na lesé&o
arterosclerotica (LA FLAMME et al., 2007). No entanto, o trabalho realizado por Doenhoff et
al. (2002) demonstrou que a infeccdo por S. mansoni preveniu o desenvolvimento da
aterosclerose e interferiu no metabolismo de lipideos. Resultados similares foram apresentados
por Stanley et al. (2009). Estudos em humanos demosntraram que a infecg¢éo por S. japonicum

influenciou no metabolismo de lipideos (SHEN et al., 2015).

A infeccdo cronica por Strongyloides stercoralis em humanos, diminuiu o risco de
desenvolvimento de diabetes do tipo 2 (HAYS et al., 2015, 2016). Enquanto em camundongos
C57BL/6 com diabetes do tipo 1, induzida por streptavidina (STZ), o tratamento prévio com
antigenos sollveis e a infeccdo por S. venezuelensis causaram a elevagdo da producéo de
insulina pelo pancreas, melhorando a tolerdncia a glicose e proporcionando o aumento de
citocinas IL-10 e IL-5 (PERES et al., 2013).

Existem indicios de que a infeccdo por ancilostomideos contribuiria para diminuicéo
dos sintomas de individuos com doenca celiaca e com doenca de Crohn. Aparentemente a
infeccdo diminui a intolerancia ao gluten, caracteristica que pode estar associada a modificacdo
da microbiota intestinal (DAVESON et al., 2011; CROESE et al., 2015). Outros estudos
demonstraram que pacientes com doenca de Crohn apresentaram menor ativacdo das células T,
guando tratados com antigenos de ancilostomideos (KABEERDOSS et al., 2011). No entanto,
ndo existem, até o momento, estudos associando a obesidade com a infeccdo por

ancilostomideos, descritos na literatura.
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2. JUSTIFICATIVA

Compreender os mecanismos envolvidos na relagcdo parasito-hospedeiro na condicao
clinica de obesidade torna-se necessario, uma vez que a obesidade se tornou epidémica no
mundo atual e independe do clima de um pais ou condicdo social de uma populagao. Por outro
lado, apesar das tentativas da Organizacdo Mundial da Salde para erradicar as helmintoses
através do tratamento em massa, essas infeccdes persistem, especialmente, na populacdo mais
carente de paises em desenvolvimento. Dessa forma, o comprometimento do fator nutricional
do hospedeiro em infeccBes parasitarias pode influenciar na patogenia causada pelo parasito e
de forma inversa, as modulacbes da resposta imunoldgica causadas pelo parasito, podem
interferir no quadro de obesidade. Embora existam relatos na literatura associando infeccdes
por helmintos e obesidade, poucas espécies de parasitos foram estudadas e ainda faltam dados
associados aos efeitos ocasionados pela infeccdo em individuos obesos. No que diz respeito as
infeccdes por ancilostomideos, um bom modelo para a avaliacdo de pardmetros associados ao
parasitismo é a infeccdo por A. ceylanicum em hamsters, um modelo experimental ja
estabelecido, que reproduz bem o quadro de infeccdo em humanos, como perda de peso,

diminuig&o no ritmo de crescimento e anemia.

Partindo da hipdtese que a resposta Th2 e a producdo de citocinas regulatorias
proveniente da infecg¢do por helmintos intestinais contribuiriam para a diminui¢do da morbidade
em individuos obesos, atenuando o quadro clinico de inflamacdo, melhorando a intolerancia a
glicose e aumentando a sensibilidade a insulina, o presente trabalho visa investigar se ocorre
uma atenua¢do na patogenia e modulacdo da resposta imunoldgica, em modelo experimental

obeso, decorrente da infeccdo por A. ceylanicum.
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3. OBJETIVO GERAL

Verificar se a infecgdo por A. ceylanicum em animais experimentais obesos, poderia

atenuar a resposta inflamatoria no hospedeiro, causada pelo quadro de obesidade.

3.1. Objetivos especificos:

- Estabelecer o modelo de obesidade em hamster;

- Avaliar parametros parasitologicos de hamsters obesos infectados em comparacgéo a animais

normonutridos controles e infectados com A. ceylanicum;

- Avaliar parametros bioquimicos de hamsters obesos infectados em comparacdo a animais

normonutridos controles e infectados com A. ceylanicum;

- Avaliar parametros hematoldgicos de hamsters obesos infectados em comparagdo a animais

normonutridos controles e infectados com A. ceylanicum;

- Comparar a resposta imunolégica de hamsters obesos infectados a animais normonutridos

controles e infectados com A. ceylanicum.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Manutencgao do parasito e obtencao de L3

A cepa de A. ceylanicum é mantida em hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com
100 L3 por gavage oral, conforme projeto aprovado sob o nimero 385/2016. A eliminagédo de
ovos nas fezes dos animais infectados inicia-se com 16 dias e a coprocultura das fezes dos
animais para realizacdo da infeccdo no presente experimento foi realizada ap6s 20 dias. As
larvas L3 utilizadas para infecgdo foram obtidas através da coprocultura das fezes de hamsters
infectados por A. ceylanicum. Os animais foram mantidos em gaiolas préprias para coleta de
fezes no periodo noturno por 12 horas. No dia seguinte as fezes foram transferidas para copos
de plasticos de 300 mL contendo agua para que essas se tornassem menos densas, Quando a
mistura de fezes e agua tornou-se homogénea houve a adicao de vermicutlita para manter a
umidade da mistura, a qual foi coberta com papel aluminio contendo alguns orificios para
oxigenacdo. Os copos contendo a mistura foram mantidos em estufa a 27°C por sete dias para
desenvolvimento das larvas, apos este periodo foi realizado a técnica de Baermann & Moraes
com a coprocultura exposta por 24 horas para obtencao das L3. As larvas obtidas neste processo
foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e adicionado agua destilada. Apés esta etapa
100 uL da mistura foi transferida para placa de Petri e levada a lupa para avaliar a motilidade

e viabilidade das larvas obtidas e ap0s esta analise as larvas foram quantificadas para infeccéo.

4.2. Dietas especificas

A obesidade é proporcionada pelo aumento da ingestdo caldrica, fornecida,
especialmente, pelo consumo de gordura e agucar. Por este motivo, a utilizacdo de dietas com
este perfil em modelos experimentais mimetiza a morbidade observada em humanos. Assim, a
dieta AIN-93 M desenvolvida para suprir as necessidades diarias de roedores permite a
modificacdo dos ingredientes e possibilita avaliar o estado nutricional em modelos
experimentais. O acréscimo de manteiga e aclcar (HSB) na dieta AIN-93 M altera a
composicdo lipidica e calérica, promovendo o desenvolvimento da obesidade em hamsters.
Sendo assim, a dieta com alto teor de aclcar e manteiga (HSB), desenvolvida por Maioli e
colaboradores para camundongos (2016) e usada para a obtencdo de obesidade em hamsters
pelo nosso grupo (JORDANIA DA SILVA etal., 2017) foi utilizada para inducdo de obesidade,
enquanto a dieta AIN-93 padronizada para roedores foi consumida pelos animais
normonutridos. A Tabela 1 mostra a composi¢do das duas dietas e a Tabela 2 mostra a

porcentagem dos componentes, carboidrato, proteinas e lipideos nas dietas AIN93-M e HSB e
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as calorias de cada dieta.

Toda a metodologia e resultados sobre a padronizagdo para a obtencdo de hamsters
obesos, utilizando a dieta HSB, foi publicada (JORDANIA DA SILVA et al., 2017) e se
encontra no Anexo | deste trabalho.

Tabela 1: Composicdo das dietas AIN-93 (controle) e HSB.

Dieta g/kg
Ingredientes
Dieta AIN-93 M* Dieta HSB

Amido de milho 466 266
Caseina (>85% proteina) 140 140
Amido dextrinizado 155 -
Acucar 100 265
Oleo de soja 40 40
Fibra (celulose) 50 50
Mix Mineral (AIN-93 M-MX) 35 35
Mix vitamina (AIN-93-VX) 10 10
L-cisteina 1.8 1.8
Bitartarato de colina 2.5 2.5
BHT 0,008 0,008
Manteiga sem sal - 190
Total 996 996

Tabela 2: Porcentagem dos componentes carboidrato, proteinas e lipideos nas dietas AIN93-
M e HSB e calorias de cada dieta

AIN93-M HSB
Carboidrato (%) 76 45
Proteina (%) 15 12
Lipideos (%) 9 44

Calorias por grama de dieta (kcal/ g) 3,80 4,80
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4.3. Delineamento experimental

Considerando a obra de Sampaio (1998), que trata sobre o célculo amostral de
experimentos bioldgicos, foram utilizados vinte e quatro hamsters (Mesocricetus auratus),
fémeas, com quatro a seis semanas de idade, nascidos no Biotério de Reproducdo do
Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (ICB/UFMG). Os animais foram divididos em quatro grupos com 6 animais
cada: grupo normonutrido (NN), grupo normonutrido infectado (NI), grupo recebendo dieta
com alto teor de aclcar e manteiga (HSB) e grupo recebendo dieta com alto teor de agucar e
manteiga infectado (HSBI), os quais consumiram respectivamente a dieta AIN-93 M e HSB
(dieta com alto teor de aglcar e manteiga) (Tabela 1). A constatagdo da obesidade foi dada pela
alteracdo de peso e perfil bioquimico, sendo considerados obesos 0s animais que atingiram o
peso 50% maior que o grupo normonutrido e apresentavam elevacdo de algum dos seguintes
parametros bioquimicos: triglicérides e/ou colesterol total e/ou glicose. Todos os grupos foram
alimentados ad libitum e permaneceram com suas respectivas dietas até o término do

experimento.

Os hamsters (Mesocricetus auratus) foram mantidos em gaiolas plasticas contendo seis
animais cada, em ambiente climatizado. A temperatura do ambiente foi monitorada e mantida
entre 29°C a 31°C, umidade acima de 50% e fotoperiodo de 12 horas. Para eliminar outras
possiveis infeccBes parasitarias, apdés a ambientacdo dos animais no biotério, ocorreu o
tratamento com albendazol (Nova Quimica, Brasil), 40mg/Kg/animal, por via oral. Apo6s o
tratamento com antihelmintico de largo espectro, o peso da racao a ser fornecida aos animais e
0 peso dos animais foram aferidos, e esse procedimento foi realizado semanalmente. No dia O
foi realizada a coleta de sangue via sublingual. Posteriormente, a dieta foi oferecida a ambos os
grupos: controle normonutrido (NN) — dieta AIN-93 — ou dieta com alto teor de acglcar e
manteiga (HSB) e o peso foi aferido semanalmente. A coleta de sangue foi realizada a cada 30
dias e, no caso de constatacdo da diferenca de peso de 50 % do grupo HSB em relacdo ao NN,
a coleta também foi realizada.

Os animais foram observados diariamente para verificar o comportamento, envolvendo
hierarquia de dominancia, brigas e canibalismo dos animais mortos, situagdes comuns em grupo
de hamsters e para a necessidade de complementacdo de alimento e agua, o que tem como
objetivo diminuir problemas de estresse. Tais procedimentos sdo uma pratica rotineira no
biotério do Laboratorio de Parasitologia Molecular da UFMG e tem sido realizado em todos 0s

experimentos do grupo.
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Assim que a inducdo da obesidade foi detectada (apds 10 semanas do inicio da dieta) os
animais foram infectados com 50 L3 de A. ceylanicum obtidas na fase aguda da infecgéo (20
dias apos a infeccéo) da coprocultura das fezes de hamsters utilizados para a manutencao da
cepa. As larvas foram inoculadas via oral, com auxilio de gavage, no tubo digestivo superior
dos hamsters. A paténcia da infeccdo foi realizada pela contagem de ovos eliminados nas fezes
dos grupos infectados por exames de fezes realizados 10 dias ap0s a infecgdo e realizados a
cada 2 dias. Aos 20 dias de infeccdo foi realizada a coleta de sangue e os animais foram
eutanasiados para recuperacdo dos vermes adultos e retirada de 6rgdos que foram utilizados

para avaliar a resposta do animal a infeccdo e/ou obesidade, conforme descrito a seguir.

Todos os procedimentos relativos a manipulacdo, infeccdo e eutanasia dos hamsters
seguiram as recomendagdes da Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Minas Gerais (CEUA/UFMG), e em acordo com a normativa CONCEA n° 12 de setembro

de 2013, conforme projeto aprovado sob o niumero de protocolo 239/2014.

4.4. Eliminagao de ovos nas fezes

Dez dias apo0s a infeccdo foi iniciada a coleta de fezes para realizacdo da contagem de
ovos por grama de fezes (OPG), em camara de McMaster. Resumidamente, quatro gramas de
fezes foram coletadas da gaiola e solubilizadas em 30 mL de agua. Apés homogeneizacéo,
foram acrescentados 30 mL de solucdo saturada de sal, sequida de agitacdo constante. Em
seguida, uma aliquota foi retirada e depositada na camara de McMaster até seu completo
preenchimento. A cadmara permaneceu em repouso por 5 minutos e a leitura foi realizada em
microscopio dptico (aumento = 100X). O numero total de ovos foi multiplicado pelo fator de

correcdo da camara.

4.5. Ovoposicdo em 24 horas

O método foi adaptado de Barth et al.(1996) e consiste em avaliar, in vitro, durante 24
horas, 0 nimero de ovos eliminados por fémeas adultas recuperadas diretamente do intestino
dos animais ap0s a eutanasia. Para isso, foram utilizadas placas de 12 pocos contendo solucéo
de PBS 1x e, em cada poco, foram colocados os vermes, os quais foram incubados por 24 horas,
a 37°C. ApoOs este periodo, os vermes foram retirados, machos e fémeas separados e

contabilizados para calculo posterior. O liquido da placa foi retirado, centrifugado a 10.000 g,
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por 5 minutos e o sedimento foi conservado em 1 mL de formol, para posterior contagem dos

0VO0s em microscopio optico.

4.6. Indice de atividade da infeccéo

O indice de atividade da doenca sugerido por McHenga et al. (2008) para colite foi
adaptado inicialmente pelo grupo da Professora Ana Maria Caetano de Faria do Departamento
de Bioquimica-Imunologia da UFMG, para patogenias em camundongos e nos foi gentilmente
cedido para ser usado na infecgcdo por A, ceylanicum em hamster. Nesse indice € avaliado o
peso do animal, consisténcia e a presenca de sangue nas fezes, conforme estabelecido na Tabela
3.

Tabela 3: Valores de referéncia para mensuracao do indice de atividade da infeccdo (1Al)

Score  Perdade peso Consisténcia das fezes  Sangue nas fezes Avaliacédo

0 Nenhum Normal Ausente Normal
1 10-20% Pouco perdida Pouco Leve

2 20-30% Perdida Presente Moderada
3 >30% Diarreica Presente Grave

*Consisténcia das fezes: Normal: fezes com aparéncia de bem formada; Pouco perdida: ligeira
perda do formato; Perdida: pastosa, Semi-formada, amolecida, mas ndo adere ao anus;
Diarreicas: fezes liquidas que aderem ao anus. Sangue nas fezes: Visivelmente presente: sangue
visivel aderindo na regido anal.

4.7. Coleta de sangue e hemograma

Para realizacdo da coleta de sangue via sublingual, cada animal foi anestesiado (15
mg/kg de solucdo de cloridrato de xilazina e 80 mg/kg de ketamina), via intraperitoneal. O
hamster foi contido pela pele do pescoco, no intuito de possibilitar o acesso parcial da jugular
e veias linguais. Os animais foram colocados na posicao supina e a lingua foi estendida por
outra pessoa, com o auxilio do polegar e de um cotonete. A parte caudal esquerda da lingua
ficou evidente e as veias sublinguais foram puncionadas com agulha hipodérmica 25 x 0,55,
alterando a posicao do animal para ventral. O volume total de sangue obtido por coleta foi de

aproximadamente 500 pL/ hamter.

Uma aliquota foi utilizada para realizagdo da contagem de eritrocitos e leucocitos totais
em camara de Neubauer. Para a contagem diferencial, cerca de 3 puL de sangue foram
preparados para realizagdo do esfregaco que foi corado utilizando o kit Panoético rapido e a
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contagem das células foi realizada em microscopio Optico (Olympus BH2 - Japan). Os valores
utilizados como parametros fisiolégicos para hamsters no hemograma e leucograma foram
obtidos de Mitruka e Rawnsley (1981). O restante da amostra de sangue foi submetido a
centrifugacdo a 10.000 g por 5 minutos a temperatura ambiente, para a recuperacdo do plasma,
que foi armazenado, em aliquotas, a -20 °C, para a realizagdo posterior dos ensaios bioquimicos

e imunoldgicos.

4.8. Eutanasia e avaliacdo macroscopica dos 6rgaos

Apos vinte dias de infecgdo e em jejum de 12h (noturno), os animais foram pesados em
balanca semi-analitica para aferir o peso corporal final e sacrificados com sobredose de
anestésico (45 mg/kg de solucdo de cloridrato de xilazina e 300 mg/kg de ketamina), via
intraperitoneal. Confirmada a morte, os animais foram colocados de decubito dorsal e a
cavidade abdominal foi aberta, o intestino delgado foi retirado e aberto em placa de Petri
contendo PBS para recuperacdo dos vermes adultos diretamente da mucosa intestinal. Os

vermes foram separados por sexo, e contados.

Apés a abertura da cavidade abdominal, todo o tecido adiposo visceral foi retirado e
separado para calculo do indice de adiposidade (descrito a seguir). O figado, baco, ganglio
central da cadeia de linfonodos mesentéricos, pancreas e intestino delgado foram observados e
removidos cuidadosamente, para evitar lesdes. Estes 6rgaos foram utilizados em outras analises
(descritas posteriormente) mas, antes, foram pesados em balanca analitica de alta precisédo e o

intestino delgado foi medido com régua milimetrada.

4.9. Adiposidade

No dia anterior a eutanasia os animais foram pesados em balanca semi-analitica para
aferir o peso corporal final. A variacdo ponderal foi calculada através do peso da semana atual
subtraido da semana anterior. O tecido adiposo visceral (mesentérico) foi retirado e pesado ap6s
a eutanasia. Para o célculo da adiposidade foi utilizada a formula, conforme descrito por

Pacanaro e colaboradores (2014):

Adiposidade= Peso do tecido adiposo x 100
Peso corporal final
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4.10. Testes bioquimicos séricos e curva glicémica

A partir do plasma sanguineo obtido no dia da eutanasia, foram determinadas as
concentracdes dos seguintes componentes/parametros: triglicérides, colesterol total, glicose,
proteinas totais, albumina, ferro sérico. Para isso, foram utilizados kits comerciais Doles

Liquiform (Labtest Diagnostica, Brasil), de acordo com as instrucdes do fabricante.

Para realizagéo da curva glicémica, foi administrado a solugdo de Dextrose (1,75g/Kg
NEWPROV, Brasil) por gavage oral. O teste foi realizado nos intervalos de 0, 15, 30, 60 e 120
minutos ap6s a administracdo da glicose no aparelho Accu-Chek Performa.

4.11. Avaliacdo lipidica e proteica do tecido hepatico e contetdo cecal

Para obtencdo de lipidios hepaticos e fecais foi empregado o método de Folch e
colaboradores (1957). Para realizagdo do procedimento foi utilizado 100 mg de tecido hepético
ou fezes obtidas do intestino grosso, os quais foram inseridos em tubos de vidro. As amostras
foram homogeneizadas por trés minutos em 1.900 pL de solugdo de clorofémio:metanol na
proporc¢ao de 2:1. Apds este procedimento, foi adicionado 400 puL de metanol, seguido de
centrifugagéo por 10 minutos, a 3000 g. O sobrenadante foi transferido para um tubo de vidro
previamente pesado e 800 pL de cloroférmio foi acrescentado. Posteriormente, foi adicionado
640 pL de solucdo de cloreto de sodio (NaCl 0,73%), seguido de centrifugagdo, por 10 minutos
a 3000 g. O sobrenadante foi desprezado e o material lipidico preso na parede do tubo foi lavado
com 600 pL de solu¢do de Folch (3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47% de dgua destilada
e 2% de NaCl 0,2%) e o tubo colocado na estufa a 37°C para secagem. Este procedimento foi
repetido mais duas vezes. Apos a secagem os lipidios presentes no tubo foram ressuspendidos
em 500 pL de isopropanol utilizando aparelho vortex. A dosagem de triglicérides, colesterol e
proteinas totais foram realizados pelo kit comercial Doles Liquiform (Labtest Diagndstica,

Brasil), conforme orientacdo do fabricante.

4.12. Analise da expressao de genes associados a resposta celular

A resposta celular foi avaliada pela técnica de PCR em tempo real através da
quantificacdo relativa. Para realizagdo da técnica foi realizada a extracdo de RNA das amostras

a serem analisadas e a sintese dos cDNA a partir dos RNA, para a amplificacdo dos genes alvos.
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4.12.1. Extracdo de RNA total

Amostras de linfonodo mesentérico, retirado apds a eutandsia dos animais e
imediatamente conservadas em RNA later (Thermo Fisher Scientific) foram homogeneizadas
para obtencdo do RNA total utilizando a solugdo TRIzol (Invitrogen) de acordo com o protocolo
do fabricante. Resumidamente: ap6s o descongelamento da amostra, foi adicionado 1mL de
TRIzol e o tecido (aproximadamente 100mg) foi homogeneizado utilizando homogeneizador
tecidual Omni TM125. Ap0s este procedimento as amostras foram centrifugadas a 12.000 g, 10
minutos, 4°C. Nesta etapa, 0 RNA (sobrenadante) foi transferido para outro tubo e incubado em
temperatura ambiente por 5 minutos. Para cada 1mL de TRIzol foi adicionado 200 pL de
cloroférmio, e a fase superior foi transferida para outro tubo. 500 pL de isopropanol foram
adicionados ao novo tubo, e a amostra foi incubada por 10 minutos, seguido de centrifugacéo a
12.000 g, 10 minutos, 4°C. O RNA formou um pellet, que foi lavado com 1 mL de etanol 75%,
o tubo foi centrifugado por 5 minutos nas mesmas condi¢fes anteriores e o sobrenadante foi
descartado. O RNA foi ressuspendido em 50 puL de HoOperc. A quantificacdo e qualidade do
RNA foram avaliadas pela relacdo 260/280 por leitura no espectrofotdmetro Epoch e em gel de

agarose 1%. O RNA produzido foi estocado a -80°C até o momento de sua utilizacao.

4.12.2. Sintese cDNA

As amostras de RNA foram submetidas a tratamento com DNAse usando o kit TURBO
DNA-free™ (Ambion®), segundo instru¢des do fabricante. Apos o tratamento com DNAse,
2u1g de RNA total foram utilizados como molde para a sintese de cDNA, usando um volume
final de 20 ul contendo 25 ng/ul de oligohexameros, 500 uM de cada dNTP, 50 mM Tris-HCI
(pH 8,3), 75 mMKCI, 3 mM MgClz, 10 mM de DTT e 200 unidades da transcriptase reversa
usando o Kit High Capacity cDNA Reverse Trascription™ (Applied Biosystems), com
incubacgdo a 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos, seguidos de 85°C por 5 minutos.
Simultaneamente, foram preparados controles de transcricdo sem adi¢cdo da enzima
transcriptase reversa para atuarem como controle negativo (RT-), demonstrando a auséncia de

DNA gendmico.

4.12.3. Alvos moleculares

Foi determinado o perfil de expresséo dos genes de 1L-10, IL-4, IL-6, IL-2, TNFa,

IFN-y, FoxP3 através do método de quantificacdo relativa por Ct comparativo, ou 2-24¢t
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(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) utilizando o gene da hipoxantina fosforibosiltransferase
(HPRT) e Gamma-actina (ACT-G1) como genes de referéncia. A amostra de referéncia

(calibrador) foi o grupo controle. As reacGes foram realizadas com 10 ng de cDNA por reacao.

Os experimentos foram analisados com o auxilio do software Expression Suitev 1.0.

As sequéncias obtidas apo6s as andlises in silico foram utilizadas nos desenhos dos

iniciadores no programa Primer Express 3.0.1 (Applied Biosystem). A tabela 4 resume os dados

de cada iniciador, assim como o numero de acesso da sequéncia no NCBI e os tamanhos de

cada produto esperado.

Tabela 4: Sequéncias dos iniciadores utilizados neste trabalho, com nimero de acesso de
referéncia no NCBI, temperatura de anelamento (Tm) e tamanho do produto utilizando os

respectivos iniciadores desenhados para cada citocina.

Gene Acesso NCBI Iniciadores qPCR Tm (°C) | Produto

(pb)

IL-2 NM_001281629 F | CGTGCTGGATTTGGCTCAA 59 98
R | CAGAGCCCTTTAGTTTCACAACTG 58

IL-4 XM_005067769 F | CATGCACCGAGATGGTCGTA 59 59
R | TTTCTCCGTGGAGTTCTTCCTT 58

IL-6 XM_005087110 F | CACCATCAAAACCCTAAGTCAGATC 59 73
R | TGGGCTAGGCGTGACTATTTTATC 60

IL-10 XM_005079860.1 | F | GCAGCGCTGTCATCGATTT 59 56
R | CCTGTTCCACAGCCTTGCTT 59

IFN-y NM_001281631 F | AACAGCAGCATGGAGAAACTCA 59 66
R | CTGAAGGTCATTTACCGGAATCTT 59

TNF-a XM_005086799.1 | F | TGAGCCATCGTGCCAATG 59 79
R | AGCCCGTCTGCTGGTATCAC 59

HPRT XM_005085546.1 | F | TGGAGTGATTATGGACAGGACTGA 59 64
R | ATGGCCTCCCATCTCTTTCA 58

ACT-G1 | XM_005070180.1 | F | GAAACCTTCAACACCCCAGC 56.6 87
R | CATGACAATGCCAGTGGTGC 57.2

4.12.4. qPCR em tempo real

Foi construida uma curva de eficiéncia dos iniciadores para cada alvo utilizado. Para

isso, 0 cDNA sintetizado foi diluido seriadamente na proporgédo de 1:5 até obter as seguintes

concentragoes: 50 ng/uL, 10 ng/uL, 2 ng/uL, 0,4 ng/uL e 0,08 ng/uL.
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As diluicdes foram utilizadas nas reacdes de qPCR em um volume final de 10 pL
utilizando PowerUP SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), composto pelo
marcador SYBR® Green |, AmpliTaq Gold® DNA Polimerase, dNTPs e tampéo otimizado.
Foram adicionados a reacdo 0,3 uM de cada iniciador, 1 pL de cDNA diluido e 4gua DEPC
para completar o volume para 10 pL. Todas as reagdes foram feitas em duplicata, e a reacéo

contendo &gua foi usada como controle negativo.

As reacdes foram realizadas no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) em placas de polipropileno para 96 amostras cobertas por adesivos
Opticos, ambos da empresa Applied Biosystems. As condi¢des de amplificacdo foram: 95°C
por 10 minutos seguido de 40 ciclos com 95°C por 15 segundos para desnaturagdo, 60°C por
60 segundos para anelamento dos iniciadores e extensdo. Uma etapa de dissociagdo é
adicionada ao final do programa para que as analises de amplificacdo especifica possam ser

feitas apds o término das reacoes.

Os valores de Ct obtidos para cada amostra foram utilizados para gerar um gréfico de
Ct x Quantidade de cDNA (ng). A inclinacdo (slope) desta reta é utilizada para calcular a

eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores de cada alvo.

4.13. Testes imunoenzimaticos
4.13.1. Atividade da N-acetil-g-D-glicosaminidase (NAG)

Para contagem indireta de macrofagos foi realizada a técnica de dosagem de NAG a
partir do tecido adiposo branco da regido do mesentério (100mg) extraido dos hamsters
conforme protocolo de Bailey (1988). Resumidamente, este tecido foi homogenizado com o
homogeneizador tecidual Omni TM125 em 1,9 mL de solucédo de tampéo | gelado (NaCl 0,1
M; NasPO4 0,05 M; Na,EDTA 0,015 M) e entéo centrifugado a 4°C por 10 minutos a 85g. O
sobrenadante foi desprezado e foi adicionado ao tubo 1,5mL de NaCl 0,2 % para lise das
hemaécias e ap6s 30 segundos foi adicionado 1,5 mL de NaCl 1,6 % com glicose 5%. A amostra
foi homogeneizada e centrifugada a 85¢g a 4°C por 22 minutos. O sobrendante foi desprezado
e adicionado 1,5 mL da solugéo de tampao Il (NasPO4 0,05 M; HETAB 0,5%) em temperatura
ambiente. Os passos descritos acima sdo os mesmos para NAG e MPO.

Apols o procedimento descrito anteriormente, foi adicionado 2mL de Triton X-100

gelado a 750 puL da amostra, que foi homogeneizada e centrifugada a 85 g por 10 minutos. A
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fase superior da amostra foi diluida em tampé&o citrato/fosfato na proporgéo de 1:2 ¢ 100 uL
transferido para a placa de 96 po¢cos em duplicata. Foi adicionado 100 pL do substrato (p-
nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida) diluido em Tamp&o Citrato/Fosfato (0,767/mL de
tamp&o) em cada poco e a placa foi envolvida em papel aluminio e incubada a 37°C por 5
minutos. Logo apos, foi adicionado 100 pL de tampé&o glicina 0,2 M (Glicina 0,8 M, NaCl 0,8
M; NaOH 0,8 M) e a leitura realizada a 405nm.

4.13.2. Atividade da mieloperoxidase (MPO)

Para contagem indireta de neutrdfilos foi realizada a técnica de dosagem de MPO a
partir do tecido adiposo branco da regido do mesentério (100mg) extraido dos hamsters,
conforme protocolo de Bailey (1988). Apds os procedimentos descritos no item 4.13.1, o
material foi homogeneizado e submetido a trés ciclos de congelamento e descongelamento em
nitrogénio liquido, para que as vesiculas contendo peroxidase, fossem rompidas e em seguida
o material foi centrifugado a 85 g, por 15 minutos. O sobrenadante foi diluido na proporcéo de
1:1 até 1:5 em tampdo Il e 25 uL foi transferido para placa de 96 pocos em duplicata. Para
mensuracgdo do branco, foi utilizado 25 puL de tampao I1. Para deteccdo da MPO foi acrescentado
em cada po¢o 25 pL do substrato TMB 1,6 mM (3,3, 5,5"- tetrametilbenzidina) diluido em
DMSO (dimetilsulfoxido). A placa foi incubada a 37°C por 5 minutos, posteriormente foi
adicionado 100 pL de H2SO4 (1 M) e a leitura realizada a 450 nm. A unidade obtida por este
procedimento é expressa em densidade optica (D.0O.) como numero relativo de neutr6filos/100

mg de tecido.

4.13.3. Atividade da peroxidase (EPO)

Para estimar o nimero de eosinofilos, foi medida a atividade da peroxidase (EPO)
conforme STRATH (1985). Neste procedimento, 100 mg de tecido adiposo foi homogeneizado
em 1,9 mL de PBS, centrifugado a 85 g por 10 minutos e o sobrenadante descartado. As
hemaécias presentes no sedimento foram lisadas pela solucéo hipotdnica, acrescentada a mistura
na proporgdo de 1,5mLde solugdo de NaCl a 0,2 %, apo6s 30 segundos, a osmolaridade foi
restabelecida pela adicdo de igual volume (1.5 mL) de solucdo de cloreto de sodio 1,6 %
contendo 5 % de glicose. Para lise das membranas celulares, apds nova centrifugacao e descarte
do sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em tampao fosfato contendo 0,5 % de brometo
de hexadeciltrimetilamonio (HETAB), pH 7,4. Com o0 objetivo de romper as vesiculas que

contém peroxidase, 0 material foi homogeneizado e submetido a trés ciclos de congelamento e
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descongelamento em nitrogénio liquido, seguido de centrifugagdo a 85 g, por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado na realizac&o do ensaio enzimatico em placas de 96 pocos. Para isso,
foi adicionado 75 puL de cada amostra a 75 pLL de uma solugao contendo perdxido de hidrogénio
(O-phenylenediaminadihydrochloride, OPD — 1,5 mM, em tampao Tris-HCI — 75 mM, pH 8
suplementado com H20. —6,6 mM). A reagédo foi interrompida pela adigdo de 50 puL de solugdo
de &cido sulfarico (H2S0O4), sendo a intensidade da cor aferida em espectrofotbmetro em

comprimento de onda de 492nm e o resultado foi expresso em densidade optica (D.O.).

4.14. Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos dados gerados foi utilizado o software GraphPad Prism 5.
As analises entre dois grupos foram realizadas com os métodos estatisticos teste T pareado ou
ndo-pareado (dados paramétricos) e Wilcoxon Matched Pairs ou Mann e Whitney (dados néo-
paramétricos). Para analise de trés ou mais grupos, os dados foram submetidos aos testes
ANOVA ou Reapeated Measures ANOVA seguido do de Tukey (dados paramétricos) e
Kruskal-Wallis ou Friedman seguido do teste de Dunns (dados ndo-paramétricos). Todos 0s

testes foram considerados significativos quando apresentaram um valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. A infeccdo por A. ceylanicum acentua a perda de peso e diminui o indice de
adiposidade visceral nos animais com obesidade induzida.

Durante a indugéo de obesidade os animais que consumiram a dieta HSB apresentaram
diarreia apos trés semanas de experimento, devido ao aumento do consumo de gordura. Apos a
adaptacdo a nova alimentacdo 0s animais se recuperaram e com Seis semanas comecaram a
ganhar peso (figura 3A). A obesidade foi constatada ap6s 10 semanas levando em consideracéo
0 peso dos animais, alteracdes bioquimicas e hematoldgicas, ocorrendo a infecgdo nesta mesma

data e eutanésia ap6s 13 semanas de experimento e com 3 semanas apos a infeccéo.

A Peso semanal

Peso semanal (g)

0 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

semanas de experimento

-©- NN & NI -~ HSB & HSBI

Figura 3: Variacdo do peso dos animais ao longo do experimento. (A) Afericdo do peso
semanal. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta
com alto teor de acglcar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de aclcar e manteiga
infectado (HSBI, n=5). **=p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. ¥ Valores representados em
média + desvio padrdo. Data da Infeccdo. Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.

A variagdo ponderal de peso demonstrou que entre 6 e 10 semanas, 0s animais dos
grupos HSB e HSBI apresentaram um ganho de peso consideravel (Figura 4A). Diferentemente
do grupo HSB, o grupo HSBI apresentou uma drastica perda de peso, ocasionada pela infecgéo,
causando maior debilidade dos animais com diarreia intensa e antecipagdo da eutanasia para 21

dias apo6s a infeccdo (Figura 4A).
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A analise da adiposidade visceral demonstrou que os animais dos grupos HSB e HSBI
apresentaram um maior acumulo de tecido adiposo na cavidade abdominal (Figura 4B). Nao
houve diferenca significativa no consumo de racdo e agua. Entretanto, a ingestdo caldrica dos
animais obesos foi maior devido a quantidade de Kcal da dieta HSB, induzindo a obesidade

conforme descrito por Jordania da Silva e colaboradores (2017).
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Figura 4:. Avaliagcdo da variagdo ponderal de peso e adiposidade visceral. (A) Variacdo
ponderal de peso. (B) indice de adiposidade visceral. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b)
normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de acglcar e manteiga (HSB, n=6), (d)
dieta com alto teor de acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). **=p<0,05; **=p<0,01,;
***=p< 0,001. Valores representados em média * desvio padrdo. Teste estatistico: Kruskal-
Wallis seguido de Dunns. § Data da Infeccao.
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5.2. A infeccdo por A. ceylanicum causa aumento do bago dos animais com obesidade
induzida

A andlise macroscopica dos 6rgdos e tecidos demonstrou que a infeccdo associada a
obesidade levou ao aumento do bago no grupo HSBI (Figura 5A). Enquanto os animais dos
grupos HSB e HSBI apresentaram aumento do figado, de forma mais acentuada no grupo HSB
(Figura 5B).

Baco

a**
C**

0.0 T T
NN NI HSB HSBI

Figado

a**
b***

c***

d*

C*

Figado (g)
_|

NN NI HSB HSBI

Figura 5: Analise macroscopica dos tecidos e 6rgdos. (A) Peso do bago. (B) Peso do figado.
Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto
teor de agucar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de agucar e manteiga infectado
(HSBI, n=5). * =p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em media + desvio
padrdo. Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.
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O massa do linfonodo mesentérico em ambos os grupos infectados, HSBI e NI (Figura

6A). Enquanto a obesidade causou alteragdes no massa do pancreas, como demonstrado nos

grupos HSB e HSBI (Figura 6B).
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Figura 6: Andlise macroscopica dos tecidos e 6rgdos. (A) Peso do linfonodo. (B) Peso do
pancreas. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta
com alto teor de acgucar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de acglcar e manteiga
infectado (HSBI, n=5). * = p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em
média + desvio padrdo. Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.
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Os animais do grupo HSB apresentaram aumento do comprimento do intestino delgado,

o qual foi diminuido pela infecgdo (Figura 7).
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Figura 7: Medida do intestino delgado. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido
infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de aclcar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto
teor de acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). * = p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001.
Valores representados em média + desvio padrdo. Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de
Dunns.

5.3. Alinfecgéo por A. ceylanicum aumenta a debilidade, diminui a recuperacao de vermes
e a 0voposi¢ao nos animais com obesidade induzida

A paténcia ocorreu com 19 dias de infecgéo e devido a alta concentragcdo de amido nas
fezes dos animais, em funcdo da dieta, a visualiza¢do dos ovos pelo OPG ficou comprometida,
interferindo na confiabilidade dos resultados. Na tentativa de melhorar a visualizacdo dos ovos
pelo OPG foi adicionado lugol a solucéo, o qual reagiu com o amido dificultando ainda mais a
visualizacdo dos ovos. Por isso, foi realizado o método de ovoposicdo em 24 horas para
avaliacdo da fertilidade das fémeas coletadas do intestino delgado dos animais (Figura 8A).
Esta analise demonstrou que tanto a recuperacéo de vermes quanto a fertilidade das fémeas foi

menor no grupo HSBI (Figura 8A; 8B).
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Figura 8: Quantificacdo de A. ceylanicum adulto e ovoposicéo. (A) A. ceylanicum recuperados.
(B) Ovoposicdo em 24 horas por fémea recuperada. Grupos: (a,b,c) normonutrido infectado
(NI, n=6), (d,e,f) dieta com alto teor de acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). *=p<0,05;
**=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em média + desvio padrdo. Teste estatistico
Mann-Whitney.

5.4. A infeccdo por A. ceylanicum agrava o quadro clinico do hospedeiro na obesidade

De acordo com os pardmetros do indice de atividade da infeccdo, o grupo HSBI,
apresentou uma infeccdo grave (Tabela 5). Enquanto o grupo NI apresentou uma infecgéo

moderada (Tabela 5). Apesar da perda de consisténcia das fezes do grupo HSB devido a
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alimentacdo modificada, o grupo foi classificado como indice normal.

Tabela 5: indice de atividade da infecgéo (IAl).

Perdade  Consisténciadas  Sangue nas

Grupo peso fezes fezes Mediana 1Al
Normal

NN 0 0 0 0,0

NI 2 3 2 2 Moderada

HSB 0 1 0 1 Normal

HSBI 3 3 3 3,0 Grave

5.5. A infeccdo por A. ceylanicum diminui os niveis de albumina e ferro e eritrécitos nos
animais normonutridos e obesos

A infeccdo ndo interferiu nos niveis séricos que proteinas totais, como demonstrado na

figura 9.
15 Proteinas totais
—
-
e
~~
(@)
N
0 10A
g T
)
o T
g
)
)
o
| —
o
0 T
Infecgéo Sacrificio
| | | |
I 72 DAID I I 93 DAID I

CJ NN CIJ N B HSB EE HSBI

Figura 9: Niveis séricos de proteinas totais. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b)
normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de aglcar e manteiga (HSB, n=6), (d)
dieta com alto teor de agucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). Dias ap0s o0 inicio da dieta
(DAID). *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em média + desvio
padrdo. (----) Valores de referéncia Gad (1990). Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de
Dunns.
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A infec¢do causou a diminuigdo dos niveis séricos de albumina nos grupos HSBI e NI.
Enquanto o grupo HSB apresentou diminui¢do dos niveis séricos de albumina relacionado com
a obesidade (Figura 10A). A infeccdo também ocasionou diminui¢éo nos niveis séricos de ferro

sérico nos grupos NI e HSBI (Figura 10B).
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Figura 10:. Avaliacdo dos niveis séricos de albumina e ferro. (A) Albumina. (B) Ferro sérico.
Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto
teor de agucar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de agucar e manteiga infectado
(HSBI, n=5). Dias ap0s o inicio da dieta (DAID). *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001.
Valores representados em média + desvio padrdo. (----) Valores de referéncia Gad (1990). Teste
estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.
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5.6. A infeccdo por A. ceylanicum interfere no metabolismo de lipideo e glicose em
animais normonutridos e obesos

Os dados mostram que a infeccdo interferiu no metabolismo de lipideos, elevando os
niveis séricos de triglicérides no grupo HSBI (Figura 11A). A diminuicdo nos niveis séricos de
HDL foi observada nos grupos HSB, HBI e NI (Figura 11B).
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Figura 11: Avaliacdo do colesterol total e triglicérides. (A) Niveis séricos de triglicérides. (B)
Niveis séricos de colesterol HDL. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido
infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de acucar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto
teor de acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). Dias ap6s o inicio da dieta (DAID).
*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em media + desvio padrao. (----)
Valores de referéncia Gad (1990). Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.
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Os niveis sericos de colesterol total foram aumentados nos grupos HSB e HSBI (Figura
12).
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Figura 12: Niveis séricos de colesterol total. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b)
normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de aglcar e manteiga (HSB, n=6), (d)
dieta com alto teor de acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). Dias ap0s o inicio da dieta
(DAID). *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em média + desvio
padrdo. (----) Valores de referéncia Gad (1990). Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de
Dunns.

A obesidade causou elevacdo dos niveis séricos de glicose jejum nos grupos HSB e
HSBI (Figura 13).
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Figura 13: Glicose jejum. (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado (NI, n=6),
(c) dieta com alto teor de aclcar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de acucar e
manteiga infectado (HSBI, n=5). Dias apds o inicio da dieta (DAID). *=p<0,05; **=p<0,01,
***=p< 0,001. Valores representados em média + desvio padréo. (----) Valores de referéncia
Gad (1990). Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.
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A curva glicémica, realizada dois dias antes do sacrificio, demonstrou que a infec¢do
interferiu na absor¢éo de glicose, que se mostrou aumentada nos grupos infectados HSBI e NI
(Figura 14). Resultados similares foram observados no grupo HSB, demonstrando que, assim
como a infec¢do, a obesidade causa diminuicdo da absor¢do de glicose em individuos obesos
(Figura 14).
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Figura 14: Curva glicémica. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado
(NI, n=6), (c) dieta com alto teor de acucar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de
acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). Dias apds o inicio da dieta (DAID). *=p<0,05;
**=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em média + desvio padrdo. (----) Valores de
referéncia Gad (1990). Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.

5.7. A infeccéo por A. ceylanicum eleva o acimulo de lipideos hepatico nos animais com
obesidade induzida

O grupo HSBI apresentou elevacao dos lipideos, colesterol, proteinas e triglicérides
hepaticos (Figura 15A; 15B; 15C; 15D). Estes parametros também se mostraram elevados no
grupo HSB, no entanto, a infec¢do causou um aumento mais intenso, como demonstrado no
grupo HSBI. O acumulo dos lipideos podem ter interferido no massa do figado como

demonstrado anteriormente.
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Figura 15: Determinacdo dos niveis de lipideos e proteinas hepaticas. (A) Lipideos hepatico.
(B) Triglicérides hepatico. (C) Colesterol hepéatico. (D) Proteinas hepética. Grupos: (a)
normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de
acucar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de acucar e manteiga infectado (HSBI,
n=5). * = p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em média + desvio padrao.
Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.

5.8. A infeccéo por A. ceylanicum causa uma maior perda de lipideos através das fezes
nos animais com obesidade induzida
A perda de gordura nas fezes é descrita na infeccdo por ancilostomideos e foi
intensificada pela obesidade. Assim, o grupo HSBI apresentou maior quantidade de lipideos,
triglicérides, colesterol e proteinas no contetdo cecal (Figura 16A; 16B; 16C; 16D), resultados
similares aos descritos para o figado dos animais do grupo HSB. O acimulo de lipideos no
figado pode ter interferido no massa do figado dos animais obesos como demonstrado

anteriormente.
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Figura 16: Determinacdo dos niveis de lipideos e proteinas do contetdo cecal. (A) Lipideos do
contetdo cecal. (B) Triglicérides do conteddo cecal. (C) Colesterol do contetdo cecal. (D)
Proteinas do contetdo cecal. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado
(NI, n=6), (c) dieta com alto teor de acucar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de
acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). *= p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores
representados em média + desvio padrdo. Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.

5.9. A infeccdo por A. ceylanicum diminui os niveis de hemoglobina e eritrécitos nos
animais normonutridos e obesos

Os grupos HSBI e NI apresentaram diminuicdo dos niveis de hemoglobina e eritrdcitos
ocasionados pela infeccdo (Figura 17A; 17B). Diferentemente dos resultados dos grupos
infectados, ocorreu a elevagdo dos niveis de hemoglobina nos animais do grupo HSB (Figura
17B). A andlise do volume globular ndo apresentou diferenga significativa entre os grupos
(Figura 17C). A diminuicdo de hemoglobina e eritrocitos sdo descritos na infeccdo por
ancilostomideos e estdo associados ao quadro clinico de anemia ferropriva ocasionado pelo

habito hemat6fago do parasito.
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Figura 17: Avaliacdo dos eritrocitos totais, hemoglobina e volume globular. (A) Eritrdcitos
totais. (B) Hemoglobina. (C) Volume globular. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b)
normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de aclcar e manteiga (HSB, n=6), (d)
dieta com alto teor de acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). Dias ap0s o inicio da dieta
(DAID). *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em média + desvio
padrdo. Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.

5.10. A infecgdo por A. ceylanicum em hamsters obesos contribui para o aumento de
leucécitos, mondcitos e neutrofilos circulantes, intensificando a inflamacdo no tecido
adiposo e a ativacdo de macrofagos no intestino delgado

A infeccdo causou elevacdo dos leucdcitos totais no grupo HSBI e NI (Figura 18A).
Essa elevagdo no numero de leucécitos foi mais intensa no grupo HSBI, demonstrando a
intensificacdo da inflamacdo pela infeccdo. A elevacdo dos leucdcitos foi relacionado a
elevacdo de mondcitos e neutrofilos circulantes (Figura 18B; 18C), enquanto o nimero de

eosindfilos ndo foi alterado com a infecgdo (Figura 18D).



59

A
L B
_ Leucécitos . .
o~ 1.0x10° - 1.0%105- Mondcitos o
= b ’ an [ij
E s ar " c — [
= 33x104{ o e T b - E 10x10% d
0 e —
& v - £ - -
S 10x10% @ 10x10%1 o @
0 2
e ‘G 1.0x10?
S 3.2x10'4 Q
%’ § 1.0x10%1
- 10X100 T T 0
Infecgdo Sacrificio 1.0x10 T T
. | | NN NI HSB HSBI
' 72 DAID ' 93 DAID
[CJ NN CIN [N HSB EE HSBI
- D Eosindfilos
C Neutrofilos 400
1.0x105 - a e
b*** c*ﬁ (V")\
—~~ d***
™
£ 10x10° - E 3001
E fead fe e N— -1 _
1.0x103- a
4 2 200-
5 1.0x10% S
2 - £
5 »n 1004
O 1.0x10%4 o)
2 L
1.0x10° T T 0 T T
NN NI HSB HSBI NN NI HSB HSBI

Figura 18: Avaliacdo dos leucdcitos totais e contagem diferencial. (A) Leucdcitos totais. (B)
Mondcitos. (C) Neutréfilos. (D) Eosindfilos. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b)
normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de aclcar e manteiga (HSB, n=6), (d)
dieta com alto teor de acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). Dias apds o inicio da dieta
(DAID). *= p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em média + desvio
padrdo. (----) Valores de referéncia Gad (1990). Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de
Dunns.

Através da dosagem de MPO, foi possivel observar que o grupo HSBI apresentou
elevagéo dos neutrdfilos ativados no intestino delgado quando comparado o grupo NN (Figura
19A). Diferentemente dos grupos HSB e NI que ndo apresentaram diferenga neste parametro.
Ja a ativacdo de macrdfagos no intestino, demonstrada pela dosagem de NAG foi intensificada
pela associacdo da obesidade e infeccdo, como demonstrado no grupo HSBI (Figura 19B).

Enquanto a ativacdo de eosinofilos ndo apresentou diferenca entre os grupos (Figura 19C).
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Figura 19: Testes imunoenzimaticos. (A) Atividade da mieloperoxidase (MPO) no intestino
delgado. (B) Atividade da N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG) no intestino delgado. (C)
Atividade da peroxidase eosinofilica no intestino delgado. Grupos: (a) normonutrido (NN,
n=6), (b) normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de acucar e manteiga (HSB,
n=6), (d) dieta com alto teor de agUcar e manteiga infectado (HSBI, n=5). *=p<0,05;
**=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em média + desvio padrdo. Teste estatistico:
Kruskal-Wallis seguido de Dunns.

Como descrito na obesidade, o tecido adiposo apresentou elevacdo de macrofagos e
neutrofilos ativados, como demonstrado nos grupos HSB e HSBI (Figura 20A; 20B). A
infeccdo ndo interferiu na ativacéo de neutréfilos e macrofagos no tecido adiposo, uma vez que
0s grupos HSB e HSBI ndo apresentaram diferenca significativa. Ao contrario do que foi
descrito em algumas infec¢cdes por helmintos, a ativacdo de eosinofilos ndo apresentou
diferenca no tecido adiposo (Figura 20C). Os eosinofilos ndo apresentaram elevacdo no plasma
e no intestino delgado. Ao contrério deste resultado, houve elevagdo dos monacitos no plasma
e dos macrofagos no intestino delgado e tecido adiposo, apontando um quadro clinico de

inflamacéo.
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Figura 20: Testes imunoenzimaticos. (A) Atividade da mieloperoxidase (MPO) no tecido
adiposo. (B) Atividade da N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG) no tecido adiposo. (C)
Atividade da Peroxidase eosinofilica (EPO) no tecido adiposo. Grupos: (a) normonutrido (NN,
n=6), (b) normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de aglUcar e manteiga (HSB,
n=6), (d) dieta com alto teor de acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). * = p<0,05;
**=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores representados em média + desvio padrdo. Teste estatistico:
Kruskal-Wallis seguido de Dunns.

A infeccdo elevou o acumulo de lipideos no figado dos animais obesos, interferindo no
massa deste 6rgdo. Apesar da interferéncia nestes parametros, ndo houve diferenca na ativacdo
de macrofagos, neutrofilos e eosinéfilos (Figura 21A; 21B; 21C). Deste modo, este 6rgao ndo
apresentou inflamacdo como demonstrado nos graficos. A inflamagéo € descrita no figado de
obesos esta associada a esteatose hepatica, a qual deve-se ao acumulo de lipideos hepaticos. O

aumento do massa do figado € descrito na esteatose como mostrado nos resultados obtidos.
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Figura 21: Testes imunoenzimaticos. (A) Atividade da mieloperoxidase (MPQO) no figado. (B)
Atividade da N-acetyl-p-D-glucosaminidase (NAG) no figado. (C) Atividade da peroxidase
eosinofilica no figado. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado (NI,
n=6), (c) dieta com alto teor de acucar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de acglcar
e manteiga infectado (HSBI, n=5). Valores representados em média + desvio padrdo. Teste
estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.

5.11. A infeccdo por A. ceylanicum em hamsters causa diminui¢@o nos niveis de I1L-10,
FoxP3 e IL-2, enquanto a obesidade eleva os niveis de IFN-y no intestino

Em hamster a infeccdo aguda (21 dias) por A. ceylanicum ndo causou aumento na
expressao do fator de transcri¢do Foxp3, IL-10 e IL-2 (Figura 22A; 22B; 22C). A elevacédo de
IL-10 é descrita na infeccdo por varios helmintos intestinais e esta associada a diminuigdo da
morbidade em individuos obesos. Os resultados obtidos demonstraram diminuicdo desta
citocina nos animais infectados. A expressdo de Foxp3 foi diminuida nos animais infectados,
assim como o fator de proliferacdo das celulas T, 1L-2. Apesar do fator de transcricdo Foxp3
ndo ser exclusivo das células T reguladoras, sua expressdo pode ser associada a presenca destas

células.
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Figura 22: Quantificacdo da expressdo génica das citocinas por qRT-PCR utilizando o gene
constitutivo HPRT. (A) Foxp3. (B) IL-10. (C) IL-2. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b)
normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de actcar e manteiga (HSB, n=6), (d)
dieta com alto teor de acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). * = p<0,05; **=p<0,01,;
***=p< 0,001. Valores representados em média * desvio padrdo. Teste estatistico: Kruskal-

Wallis seguido de Dunns.
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Como descrito na infeccdo por ancilostomideos, os niveis de IL-4 foram elevados nos

grupos NI e HSBI (Figura 23). A 1L-4 esté relacionada a resposta Th2.
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Figura 23: Quantificacdo da expressdo génica das citocinas por qRT-PCR utilizando o gene
constitutivo HPRT. IL-4. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado
(NI, n=6), (c) dieta com alto teor de acucar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de
acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). * = p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores
representados em média + desvio padrdo. Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.

O grupo HSB apresentou aumento nos niveis de IFN-y (Figura 24). A diminuic¢éo da

expressao desta citocina nos grupos infectados NI e HSBI (Figura 24) pode ser relacionada ao

aumento de IL-4.
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Figura 24: Quantificacdo da expressdo génica das citocinas por gRT-PCR utilizando o gene
constitutivo HPRT. IFN-y. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b) normonutrido infectado
(NI, n=6), (c) dieta com alto teor de acucar e manteiga (HSB, n=6), (d) dieta com alto teor de
acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). * = p<0,05; **=p<0,01; ***=p< 0,001. Valores
representados em média + desvio padrdo. Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido de Dunns.
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Né&o foram observadas diferengas na expressao de IL-6 e TNF-a (Figura 25A; 25B).
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Figura 25: Quantificacdo da expressdo génica das citocinas por qRT-PCR utilizando o gene
constitutivo HPRT. (A) IL-6. (B) TNF-a. Grupos: (a) normonutrido (NN, n=6), (b)
normonutrido infectado (NI, n=6), (c) dieta com alto teor de aclcar e manteiga (HSB, n=6), (d)
dieta com alto teor de acucar e manteiga infectado (HSBI, n=5). * = p<0,05; **=p<0,01;
***=p< 0,001. Valores representados em média * desvio padrdo. Teste estatistico: Kruskal-
Wallis seguido de Dunns.



66

6. DISCUSSAO

A obesidade é considerada um problema de satde publica e vem crescendo de forma
significativa devido a mudanca nos habitos alimentares e sedentarismo da populacdo (KEANE
etal., 2017). Na obesidade o quadro clinico de inflamacéo, proveniente da resposta Thl é capaz
de aumentar a predisposicdo para o desenvolvimento de dislipidemias, cancer, diabetes do tipo
2, doencas renais, pulmonares, cardiovasculares, gastrointestinais, neuroldgicas, psicossociais
e disfuncbes endocrinas (NAMMI et al., 2004; BESSESEN, 2008; KAILA; RAMAN, 2008;
OSBORN; OLEFSKY, 2012; TATEYA; KIM; TAMORI, 2013; GAROUFI et al., 2017). Em
contraposi¢do, a infeccdo por helmintos é capaz de polarizar uma resposta Th2 e elevar os
niveis de IL-10, presente no tecido adiposo de individuos sensiveis a insulina ( FALLON et al.,
2006; BOUFFI et al., 2013). Enquanto a obesidade pode ocorrer em qualquer area do mundo
independente de clima e de condi¢do sdcio econémica, a infec¢do por helmintos esta presente
em regides tropicais e subtropicais, acometendo uma populagdo mais carente (BARTSCH et
al., 2016).

No presente trabalho foi demonstrado que a infec¢do por A. ceylanicum em hamsters
obesos ocasionou uma acentuada perda de peso, disenteria e diminuicdo da adiposidade
visceral. Por outro lado, a obesidade diminuiu a recuperacdo de vermes adultos e a fertilidade
das fémeas. Apesar da menor recuperacao de vermes no grupo obeso, o indice de atividade da
infeccdo demonstrou que a associacdo das duas patogenias agravou o quadro clinico do
hospedeiro, aumentando a morbidade do hospedeiro. No entanto, o indice ndo leva em
consideracdo a anemia e sindrome de ma absorcdo, que sdo as principais morbidades da
infeccdo (STOTT, 1960; DE SILVA et al., 2003; MUKAYA et al., 2009; RODRIGUEZ-
GUARDADO et al., 2013). A diminuicéo do peso e do IMC foram demostrados em humanos
infectados por helmintos (WIRIA et al., 2013), enquanto em hamsters desnutridos a infeccéo
por A. ceylanicum ocasionou a perda de peso, aumentando a adiposidade visceral (PACANARO
etal., 2014). A literatura descreve o acimulo de gordura na regido abdominal como obesidade
central, considerada a forma mais danosa da doenca (LEE, JANE J. et al., 2014; LIU et al.,
2017), capaz de aumentar a pré-disposicdo para desenvolvimento de diabetes, hipertensédo e
dislipidemia (LI, CHAOYANG et al., 2007; MISRA; KHURANA, 2008). Em camundongos
RIP2-OpalKO, os quais apresentam hiperglicemia e intolerancia a glicose, alimentados com a
dieta HFD, uma dieta rica em lipideos, a infeccéo por N. brasiliensis ocasionou a perda de peso
dos animais (YANG, ZHONGHAN et al., 2013). Perda de peso também foi observada em
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experimentos utilizando animais obesos ap6s a administracdo de antigenos obtidos dos ovos de
S. mansoni (HAMS et al., 2016).

A interferéncia da obesidade na recuperagéo de vermes e ovoposicao das fémeas pode
estar relacionada as modificacOes intestinais. Ambas as patogenias apresentam modificacdes
capazes de aumentar a permeabilidade intestinal e alterar a microbiota (FRAZIER; DIBAISE;
MCCLAIN, 2011; MCKAY; SHUTE; LOPES, 2017). Em individuos obesos, esta maior
permeabilidade eleva os niveis de endotoxinas no plasma, agravando o quadro clinico de
inflamacdo (CANI et al., 2009). Nossos resultados demonstraram que a obesidade agravou o
quadro clinico da infeccgéo e interferiu na fisiologia do parasito. Aparentemente, existem duas
hipdteses para explicar este fato: a primeira seria que as alteragdes no intestino de individuos
obesos impediu a fixacdo do parasito na mucosa intestinal e a segunda que a disenteria mais
grave nos animais obesos foi capaz de eliminar alguns parasitos. Outro fator influenciando a
menor recuperacao e ovoposicdo de A. ceylanicum nos animais obesos pode estar relacionado
as alteracdes intestinais, observadas em individuos obesos, que poderia interferir na fixacdo do
verme na mucosa intestinal, com consequente diminui¢do na ingestéo de sangue, diminuindo a
fertilidade das fémeas. Para testar essa hipotese os vermes recuperados deveriam ser submetidos
a analises morfométricas, as quais poderiam apontar modificacdes na capsula bucal, no utero e
no tamanho do parasito. Além disso, a obesidade proporciona uma diminuicao das células Treg,
as quais sdo responsaveis pela supressao da resposta imunolégica (DEIULIIS et al., 2011), estas
celulas estdo envolvidas no prolongamento da infeccdo (RICCI et al., 2011), o que poderia

justificar a menor recuperacao de vermes e de ovoposicao.

A diminuicdo dos globulos vermelhos e dos niveis séricos de hemoglobina, ferro e
albumina sdo descritos na infeccdo por A. ceylanicum e estdo relacionados ao desenvolvimento
da anemia ferropriva e sindrome de ma absorcdo. Apos a infeccdo, ocorre a diminuicdo da
eritropoiese e dos depositos de ferro ocasionados pela hematofagia do parasito, que provoca
dilaceracbes na mucosa, interferindo na absorcdo de nutrientes (STOTT, 1960; DE SILVA et
al., 2003; MUKAYA et al., 2009; RODRIGUEZ-GUARDADO et al., 2013). Deste modo,
houve diminuicdo dos parametros supracitados no presente trabalho. No entanto, os valores de

hemoglobina encontram-se dentro dos valores de referéncia para hamsters

Os animais obesos apresentaram aumento dos eritrocitos, hemoglobina, ferro sérico e
diminuicdo dos niveis de albumina. A associacdo entre a obesidade, aumento dos globulos

vermelhos e hemoglobina em gestantes foi demonstrada por EImugabil e colaboradores (2017),
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resultados similares foram obtidos em mulheres diabéticas obesas (RAO; MORGHOM, 1986).
Enguanto em adolescentes o aumento do peso foi relacionado a diminui¢do dos niveis de
hemoglobina (BAGNI; LUIZ; VEIGA, 2013). Ao contrario dos dados apresentados
anteriormente, o estudo realizado por Ghadiri-Anari e colaboradores (2014) nao observou
associacao entre 0 IMC e alteragdes nos niveis de ferro, hemoglobina, transferrina e ferritina.
A elevagdo nos niveis de albumina esta associada ao desenvolvimento da obesidade central,
hiperglicemia e hipertrigliceridemia (CHO et al., 2012). No presente trabalho os niveis de
albumina sérica foram diminuidos pela obesidade. Em individuos obesos diabéticos foi descrito
0 aumento dos niveis de albumina na urina associada ao desenvolvimento de doencas renais
(ROSSI et al., 2010). O estudo realizado por Montazerghaem e colaboradores (2014) associou
0s baixos niveis de albumina ao aumento da idade e diminuic¢éo do IMC. Por outro lado, Nelson
e colaboradores (2015) propGem que o aumento da mortalidade de individuos com obesidade

morbida esteja associada aos baixos niveis de albumina (NELSON et al., 2015).

A infeccdo foi capaz de interferir no metabolismo de lipideos elevando os niveis séricos
de triglicérides total e diminuindo os niveis de HDL, os quais foram mais acentuados nos
animais obesos. Assim como no quadro de obesidade, a elevacdo dos niveis séricos de
triglicérides também foi demonstrada em hamsters submetidos a uma dieta hipoproteica
(PACANARO et al., 2014). De acordo com Mukerjee e colaboradores (1990) a infec¢éo por
A. ceylanicum é capaz de ocasionar hipertrigliceridemia e hiperlipidemia em hamsters,
diminuindo os niveis de HDL. A diminuicdo dos niveis de HDL, esta relacionada as lesGes
intestinais provocadas pelo verme adulto, ocasionando a perda das microvilosidades,
interferindo no funcionamento intestinal e producdo de HDL (FREITAS, 1977,
WIEDERMANN et al., 1991; HOTEZ et al., 1999). A diminuicdo nos niveis de HDL foi
observada em humanos infectados, que ao contrario dos resultados obtidos em hamsters,
apresentaram diminuicdo nos niveis de colesterol total (WIRIA et al., 2013). Ja no estudo de
Rai e colaboradores (1998), também avaliando lipideos em humanos, ndo foi observada
alteracOes nos niveis de triglicérides e colesterol total em funcdo da infecgdo. Entretanto, vale
ressaltar que embora, estudos em humanos sejam altamente importantes, ndo é possivel a

inclusédo de controles apropriados, levando em conta todos os parametros.

A diabetes do tipo 2 observada em individuos obesos esta relacionada a resisténcia a
insulina e intolerancia a glicose (BESSESEN, 2008; GAROUFI et al., 2017). Nossos dados
demonstraram que a infeccdo por A. ceylanicum néo foi capaz de diminuir os niveis séricos de

glicose e este resultado foi refletido na curva glicémica. Wang e colaboradores (2009)
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descreveram uma diminuigdo nos niveis séricos de glicose e elevacéo de lipideos em hamsters
infectados por N. americanus, coincidindo com a maturacdo do parasito. Esta caracteristica ndo
foi observada na infeccao por A. ceylanicum, uma vez que a glicose dos animais normonutridos
infectados, permaneceu normal, enquanto nos animais obesos infectados, ocorreu um aumento
significativo nos niveis de glicose. A interferéncia da infec¢do por N. americanus na absor¢do
de glicose em hamsters infectados em comparagdo com hamsters anémicos e sem infec¢éo, foi
demonstrada por Kaul e colaboradores (1982). Neste mesmo trabalho, a intolerancia a glicose
foi associada a anemia, ao contrario dos nossos resultados que ndo demonstraram anemia nos
grupos infectados normonutrido (NI) e obesos (HSBI), pois apesar da diminui¢do dos niveis
séricos de hemoglobina, estes estavam dentro do valores de referéncia. No entanto, os animais
infectados de ambos 0s grupos apresentaram alteracdes na absor¢édo de glicose e este fato pode
ser associado a infec¢do. Em contraposicdo, a infeccdo por N. brasiliensis em camundongos
atenuou a intolerancia a glicose (YANG, ZHONGHAN et al., 2013), resultados similares foram
demonstrados na infecgdo por S. mansoni em camundongos C57BL/6 e humanos infectados
por S. japonicum (HUSSAARTS et al., 2015; SHEN et al., 2015). Enquanto a infeccao por S.
venezuelensis e stercoralis diminuiu a susceptibilidade ao desenvolvimento de diabetes
(PERES et al., 2013; HAYS et al., 2015).

O aumento do baco e linfonodo mesentérico é descrito na infeccdo por ancilostomideos
e esta relacionado a estimulacdo da resposta Th2 (MUKAYA et al., 2009). O bago dos animais
obesos infectados apresentou aumento e pode estar relacionado a intensificacdo da resposta
imunoldgica. Além disso, independente da infec¢cdo, 0s grupos obesos apresentaram aumento
do péancreas, corroborando com estudos que relacionam o aumento deste Orgdo ao
desenvolvimento de diabetes em individuos obesos ( MIGDALIS et al., 1991; ALZAID;
AIDEYAN; NAWAZ, 1993; SILVA et al., 1993). Ambas as patogenias podem provocar
alteracdes no transito intestinal (CASTRO et al., 1976; CUNNINGHAM et al., 1991). No caso
da infeccdo, pode ocorrer um aumento da motilidade intestinal, ocasionada pela contracdo do
masculo liso, na tentativa de eliminar o parasito (CASTRO et al., 1976; VERMILLION;
COLLINS, 1988), enquanto individuos obesos tendem a ter aumento do transito intestinal
levando ao quadro clinico de diarreia (CUNNINGHAM et al., 1991; DELGADO-AROS et al.,
2004). O aumento na ingestdo de uma dieta hiperlipidica é capaz de provocar uma série de
alteracdes no intestino delgado, como aumento da absorcdo de nutrientes, do comprimento
intestinal e da proliferacdo de células (MUSHREF; SRINIVASAN, 2013), corroborando com

o0s resultados obtidos na mensuragdo do intestino delgado. O aumento do comprimento do
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intestino delgado é descrito em individuos obesos devido as modificagcbes na alimentacéo,
capazes de influenciar a liberacdo de fatores enddcrinos na regido distal do intestino, devido a
menor absorcdo de nutrientes levando a diminuicdo da liberacdo de insulina e saciedade
(WEAVER; AUSTIN; COLE, 1991).

Os animais obesos infectados apresentaram elevacdo dos leucocitos, mondcitos e
neutrofilos circulantes. Na infeccéo por N. brasiliensis o aumento da quimiocina, resistina, que
esta associada a resisténcia a insulina, eleva a migracdo de mondcitos para o local da infeccéo
(JANG et al., 2015), enquanto na obesidade ocorre a migracdo de mondcitos para o tecido
adiposo em resposta a hipoxia dos adipocitos (FOTI; BRUNETTI, 2017; MURPHY et al.,
2017). A elevacdo de mondcitos e neutréfilos em obesos tem sido associado ao
desenvolvimento de doencas arteriais e arteriosclerose devido aos danos provocados pela
migracdo das células pelos vasos sanguineos (ADAMOPOULOS et al., 2001; MADJID;
FATEMI, 2013). Apesar da eosinofilia descrita na infec¢do por ancilostomideos, neste estudo

ndo houve elevacdo dos eosinofilos em nenhum dos fluidos, 6rgéos e tecidos analisados.

No modelo experimental utilizado, a infecgdo né&o foi capaz de induzir a produgéo IL-
10, apesar do aumento demonstrado na ancilostomose humana (PASSOS et al., 2017). A IL-10
¢ importante na modulacdo da resposta imunoldgica, sendo produzida pelas células T
reguladoras, macrdéfagos M2 e células ndo linfoides. O papel regulador da IL-10 é bem descrito
na literatura e muitos estudos tem associado a elevacgdo desta citocina aos beneficios da infec¢do
por helmintos em doencas autoimunes, através da regulacdo da resposta inflamatéria
(ZACCONE et al., 2009; BHARGAVA et al., 2012; PERES et al., 2013; WOLFS et al., 2014;
HAYS etal., 2015). A IL-10 juntamente com a IL-2 é importante na manutencao da homeostase
intestinal, e a diminuicdo da expressdo destas citocinas estdo relacionados a situacdes de
inflamacéo, como demonstrado no presente trabalho (MISHRA; WATERS; KUMAR, 2012).
Outro resultado obtido foi a diminuicdo da expressdo do fator de transcricdo FOXP3, o qual
acreditava-se que estava presente apenas nas células Treg, mas recentemente foi descrito nas
celulas iINKT e macréfagos (HORI; NOMURA; SAKAGUCHI, 2003; FONTENOT et al.,
2005; MONTEIRO et al., 2010; ZORRO et al., 2011).

A elevacdo de IL-4 na infeccdo por helmintos é bem descrita na literatura (CHAKIR et
al., 2003; FISH et al., 2005) e nossos resultados corroboram com estes trabalhos. A IL-4 é um
dos principais marcadores da resposta Th2 e importante na protecdo contra a infeccdo por

helmintos, possuindo a capacidade de estimular as células B a produzirem anticorpos,
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contribuindo para a ativacéo de macréfagos M2, aumentado o peristaltismo e secre¢do de muco
no intestino (CHAKIR et al., 2003; FISH et al., 2005; HAO et al., 2017; WANG, Yl et al.,
2017). A elevacdo de citocinas relacionadas a resposta Th2 foi descrita em humanos e hamsters
experimentalmente infectados por ancilostomideos ( MENDEZ et al., 2005; GAZE et al., 2012).

A elevacdo da expressdo de IFN-y no intestino de individuos obesos esta relacionada ao
aumento da permeabilidade intestinal, responsavel pela elevacdo de lipopolissacarideo (LPS)
no plasma e intensificagdo da inflamagdo (TURNER, 2006). No presente trabalho, houve
elevacdo dos niveis de IFN-y no intestino dos animais obesos, o qual foi diminuido com a
infeccdo. A diminuicdo nos niveis de IFN-y foi descrita em criancas em idade escolar e
aparentemente 0s niveis desta citocina sdo inversamente proporcionais a carga parasitaria
(GABRIE et al., 2016). O IFN-y estimula a produgdo de IL-12 e estd envolvido no quadro
clinico de inflamacdo (SCHRODER, 2003). Além disso, a IL-4 possui uma a¢do antagbnica
sobre IFN-y devido a capacidade suprimir a resposta Thl e polarizar da resposta Th2
(HEINZEL etal., 1989), colaborando com os resultados obtidos. Enquanto, a elevacdo do TNF-
a aumenta o depdsito de gordura do tecido adiposo, interferindo na expressdo e regulacéo de
diversos mecanismos responsaveis pelo equilibrio do organismo de individuos saudaveis
(ARNER, 1995), no entanto, nossos resultados ndo demonstraram elevacao da expressao desta

citocina.

O papel da IL-6 na obesidade apresenta resultados contraditérios, aparentemente essa
citocina a capaz de interferir nos niveis de ferro disponivel no organismo de individuos obesos
através da desregulacdo dos niveis de hepicidina, estimulando a producdo de Proteina C
Reativa (PCR) e contribuindo para o quadro clinico de inflamacdo (LYON; LAW; HSUEH,
2003; REXRODE et al., 2003). Outros estudos tem demonstrado que a IL-6 possui a capacidade
de polarizar macréfago M2, contribuindo para o aumento da sensibilidade a insulina
(WUNDERLICH et al., 2010; SADAGURSKI et al., 2010; MAUER et al., 2014; MA et al.,
2015; BRAUNE et al., 2017). No entanto, nossos resultados ndo demonstraram elevacao da

expressao de IL-6.

Na obesidade, as alteragdes intestinais sdo capazes de induzir a inflamacéo na regido do
ileo, aumentando a permeabilidade intestinal. As modifica¢Oes intestinais sdo atribuidas a
alimentacéo rica em gordura e elevagdo de citocinas inflamatorias, contribuindo para o aumento
da permeabilidade intestinal e possivel envolvimento com a hiperfagia (DE LA SERRE et al.,

2010; TURNER, 2006). Nossos resultados demonstraram aumento dos macréfagos e
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neutrdfilos ativados no intestino delgado, podendo haver relagdo com a inflamag&o ocasionada
pela obesidade e modificagdes intestinais observadas na infeccdo (BLAXTER et al., 1998; DE
LA SERRE et al., 2010; FRAZIER; DIBAISE; MCCLAIN, 2011). Entretanto, os fendtipos dos
macrofagos presentes neste tecido ndo foram avaliados, mas observou-se a diminui¢do nos

niveis de IFN-y, que pode estar relacionado a elevacao da expresséo de IL-4.

A inflamac&o de baixa intensidade observada no tecido adiposo é responséavel por uma
série de alteragdes (RAUSCH et al., 2008). Nossos resultados demonstraram que a infecgéo por
A. ceylanicum néo foi capaz de atenuar a inflamacéo. No tecido adiposo a elevacdo de NAG e
MPO esté associada a neutréfilos e macrofagos ativados, parametros que nao foram alterados
pela infeccdo. A hipertrofia dos adipdcitos também é responsavel pela inflamacéo, pois induz
a secrecao de MCP-1 (proteina quimiotéatica de mondcitos-1) na circulacdo, ocasionando o
recrutamento de mondcitos para o tecido adiposo que se diferenciam em macréfagos (ITO et
al., 2007). A inflamacdo no tecido adiposo ocasiona intolerancia a glicose (DINIZ et al., 2008),
e a anemia decorrente da infeccdo, apresenta efeitos similares (KAUL et al., 1982). A
diminuicdo da inflamagdo e morbidade em individuos obesos é descrita em diversos estudos
envolvendo a infecgdo por N. brasiliensis, S. mansoni, S. japonicum, S. stercoralis e S.
venezuelensis (LA FLAMME et al., 2007; STANLEY et al., 2009; RICARDO-GONZALEZ
et al., 2010; YANG, ZHONGHAN et al., 2013; HAYS et al., 2015; SHEN et al., 2015). Vale
ressaltar que o modelo animal, no nosso caso, o hamster, foi diferente dos modelos utilizados
nesses trabalhos, assim como o helminto. Estudos mais aprofundados e utilizando moléculas
isoladas dos diferentes helmintos poderdo ajudar a esclarecer os mecanismos envolvidos para

os diferentes modelos.

A dieta hiperlipidica é capaz de aumentar os niveis séricos de colesterol e triglicérides,
induzindo a esteatose hepatica e aumentando os &cidos graxos livres em animais infectados e
ndo infectados (MUKERJEE et al., 1990; WANG, YULAN et al., 2009; KIM et al., 2014).
Nossos resultados corroboram com esses dados, demonstrando que a associacao da infecgdo
com a obesidade foi capaz de induzir o acimulo de lipideos no figado. Apesar disso, a
quantificacdo de NAG, MPO e EPO, para os diferentes grupos, ndo apresentou diferenca,
evidenciando a inexisténcia de inflamac&o neste 6rgdo. O acumulo de lipideos no figado esta
associado & diversos fatores, como obesidade, diabetes, m& nutricdo e sedentarismo
(MURILLO; DIMARCO; FERNANDEZ, 2016). No presente estudo dois fatores podem
influenciar no acumulo de lipideos: obesidade e sindrome de méa absor¢do. O aumento dos

lipideos no conteudo fecal pode estar relacionado ao consumo da dieta HSB, uma vez que, esse
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achado ndo foi observado nos animais normonutridos infectados. Interessante o fato de que,
resultados similares, de aumento de lipideos nas fezes, foram descritos na infeccdo por A.
ceylanicum em hamsters submetidos a dieta hipoproteica (PACANARO et al., 2014),

provavelmente em decorréncias de alteracbes metabdlicas decorrentes de dietas
desbalanceadas.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho teve como premissa a hipGtese de que a infeccdo por A.
ceylanicum poderia interferir com o quadro de obesidade, melhorando os parametros
bioguimicos associados a esta patogenia. Entretanto, os resultados encontrados, demonstraram
uma interferéncia negativa, para o hospedeiro, frente as duas patogenia. Ou seja, a associacao
da obesidade com a infec¢éo por A. ceylanicum agravou o quadro clinico do hospedeiro. Apesar
da diminuicdo dos niveis de IFN-y, a infec¢do ndo potencializou a expressdo do fator de
transcricdo Foxp3, de IL-10 e de IL-2, para nenhum dos grupos infectados, marcadores que
poderiam compensar de forma positiva, para o hospedeiro, os danos causados pela obesidade.
Além disso, 0s parametros associados ao metabolismo de lipideos e glicose foram agravados

pela infec¢do, assim como a inflamacéo.

Independente do quadro de obesidade foi demonstrado, nesse trabalho, que a infec¢éo
interfere no metabolismo de lipideos, aumentando os niveis de triglicérides e colesterol e
confirmou dados da literatura demonstrando que a infeccdo causa diminuicdo de HDL. Foi
também demonstrado que a infeccdo causa uma diminuicdo na absorcdo de glicose. Desta
forma, esse trabalho contribuiu para um maior aprofundamento nos estudos da resposta imune
e alteracBes metabdlicas na ancilostomose. Os principais resultados obtidos no presente

trabalho estdo sumarizados de forma esquematica na Figura 26.

Ancylostoma
ceylanicum

Peso e adiposidade
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Células t l recuperagio de
Ativacdo de Triglicérides HDL A. ceylanicum
macrofagos e A a1 Perda de lipideos
\ neutrofilos j t Intolerancia a glicose G Nas fezes

Figura 26: Resultados obtidos no presente trabalho.



75

8. PERSPECTIVAS

O presente trabalho contribuiu de forma pioneira para a geracdo de dados decorrentes
da associacdo entre obesidade e infeccdo por um tipo de ancilostomideo em modelo
experimental. Foram gerados dados relacionando a resposta imunolégica da infeccdo por A.
ceylanicum em modelo experimental obeso. Entretanto,, alguns mecanismos necessitam de um
maior aprofundamento. Alguns resultados da resposta imune, aparentemente discordantes da
literatura, precisam ser analisados em face das diferentes fases da infeccédo, se em fase aguda
ou crénica. Da mesma forma se faz necessario um aprofundamento sobre a interferéncia da

infeccdo no metabolismo de lipideos e glicose, e da interferéncia da obesidade na fisiologia do
parasito.
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Abstract: Although obesity is well established in hamsters, studies using diets with high levels of
simple carbohydrate associated with lipids are necessary to assess the impact of this type of food in
the body. In this study a high sugar and butter diet (HSB) and high temperature were employed
towards this end. Obesity was successfully induced at a temperature of 30.3°C to 30.9°C after 38
days feeding the animals an HSB diet. It was shown that although diet is important for the induction
of obesity, temperature is also essential because at a temperature slightly below the one required,
obesity was not induced, even when the animals were fed for a longer period (150 days).The obese
clinical condition was accompanied by biochemical and hematological changes, as increased
cholesterol and triglyceride levels and increased leukocyte numbers, similar to alterations observed
in obese humans. Furthermore, it was demonstrated that increasing the intake of simple carbohydrates

associated with lipids provided evidence of inflammation in obese animals.
Key words: AIN-93, hamster, high sugar and butter diet, obesity, temperature

Introduction

Obesity is increasing gradually due to poor diet and
sedentary lifestyles in the population around the world.
According to the World Health Organization [54], ap-
proximately 1.9 billion adults have a body mass index
(BMI) in the overweight range, and approximately 600
million are obese. This condition may be characterized
as low intensity inflammation caused by the increased

body weight and adipose tissue expansion, increasing
the predisposition to cardiovascular diseases, dyslipid-
emias, cancer, chronic kidney disease, and type 2 diabe-
tes [30].

Hypercaloric and high fat diets have been widely used
for inducing obesity in animal models because there is
a similarity with the pathogenesis of obesity in humans
[11]. Considering the physiological similarity to humans,
pigs have been used as good models for these studies
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Table 1. AIN-93 M diet formulated for maintenance of adult rodents and the high sugar and butter diet

g/kg diet
Ingredient
AIN-93M (CTRL diet)* High sugar and butter (HSB) diet
Cornstarch 465.692 265.692
Casein (>85% protein) 140.000 140.000
Dextrinizedcornstarch 155.000 -
Sucrose 100.000 265.000
Soybean oil 40.000 40.000
Fibre (cellulose) 50.000 50.000
Mineral mix (AIN-93 M-MX) 35.000 35.000
Vitamin mix (AIN-93-VX) 10.000 10.000
L-Cystine 1.800 1.800
Choline bitartrate 2.500 2.500
Tert-butylhydroquinone 0.008 0.008
Unsalted butter - 190.000
TOTAL 1,000 1,000
Kcal/g of diet 3.8 4.8
Carbohydrate (%) 76 45
Protein (%) 15 12
Lipid (%) 9 44

Note: Adapted from Reeves, et al. [39].

[47], but work with these animals in laboratories turns
out to be unfeasible due to the physical structures re-
quired. Mice [52], rats [53] and hamsters have also
served as models for studying obesity [50].

Some pathogens, particularly hookworms [34], Leish-
mania sp. [3], Hantavirus [42], and Ebola virus [12] are
more likely or exclusively infective for particular groups
of rodents, as hamsters. Furthermore, hamsters are used
as a model of cardiomyopathy, diabetes, muscular dys-
trophy, cancer and other diseases [16]. Despite the obe-
sity model be established in hamster, studies using diets
high in simple carbohydrates and lipids, that would
contribute on the understanding of some chronic dis-
eases, are scarce in the literature, requiring further in-
vestigation as suggested by Greenwood et al. [20].
Morgantini ef al. [32] shows that high glycemic carbs
interfere with the absorption of lipids and contribute to
the development of low intensity inflammation, as glu-
cose has the ability to activate genes related to inflam-
mation by epigenetic mechanisms. Hamsters are consid-
ered seasonal hibernators, a characteristic that can
manifest at any time of the year depending on environ-
mental conditions and is influenced by annual periods
and shorter days and various physiological parameters
[4, 22, 26]. Therefore, it is conceivable that the induction
of obesity will be influenced by these parameters. Thus,
the objective of this study was to induce obesity in ham-
sters (Mesocricetus auratus) in different annual periods
and assessing for temperature interference in weight

gain. Furthermore, we evaluated to which extension
obesity induced by a diet with a high concentration of
simple carbohydrates and lipids interferes with clinical
and haematological parameters of animals compared to
controls.

Materials and Methods

Ethical statement

All animal procedures were approved by the Animal
Care Ethics Committee of the Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG, protocol number 194/2011) and
were performed under the guidelines of the Brazilian
Council of Animal Experimentation (CONCEA) and
strictly followed Brazilian law for “Procedures for the
Scientific Use of Animals” (11.794/2008).

Experimental diets

The composition of the manipulated diets in the pres-
ent study was based on the AIN-93 M rodent diet as
recommended by the American Institute of Nutrition
(1993) with modifications of the fat components and
carbohydrates as described by Maioli et al. [28]. The
diets were offered to animals as pellets, and each diet
group was maintained until the day of euthanasia. The
animals were fed on diets ad libitum. The composition
of AIN-93 M (CTRL) and the high sugar and butter diet
(HSB) diet are described in Table 1.
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Experimental design

This study was performed using female hamsters (Me-
socricetus auratus) (4—6 weeks old). They were housed
in the Animal Facility at the Department of Parasitology,
UFMG, with a 12 h light/dark cycle. Water and manipu-
lated diet were provided ad libitum. Animals at the facil-
ity are routinely treated before experiments with one 5
mg/kg dose of Ivomec ® (Ivomec Gold 1%, Merial
Saude Animal Ltda, SP, Brazil) via gavage to eliminate
possible parasitic infections. The hamsters were ran-
domly distributed into two groups each that were fed
either AIN-93 M (CTRL) [39] or a high sugar and butter
diet (HSB) modified from AIN-93 M [28]. The diets of
each group were maintained until the day of euthanasia.
Two experiments (12 hamsters/each) were conducted to
evaluate the effect of temperature on hamster eating
behaviour and its influence on hamster weight gain: 1)
April-September (fall-spring, 150 days), and 2) Decem-
ber—March (summer, 68 days). A third experiment (12
hamsters) was conducted from June to November (win-
ter—spring, 150 days) following the same methodology,
and the results are not presented, but are discussed. Dur-
ing the first experiment, a heater was installed on the
60th day of the experiment in the animal house to in-
crease the room temperature. The findings of the first
experiment were used to standardize and optimize the
weight gain of the animals for the remaining experi-
ments. In experiment 2 and 3, the heater was maintained
from the first day of the experiment. The animal house
temperature was measured daily. The meteorological
data for the duration of the experiments were obtained
from the National Institute of Meteorology of Brazil
(INMET).

Assessing obesity condition

The parameters used to considerer an animal obese
were biochemical and haematological changes, increased
adiposity percentage and significant weight gain com-
pared to the control group. After animals reached a sta-
tistically significant weight gain, they were euthanized
by an overdose of anaesthetic solution administered
intraperitoneally (240 mg/kg ketamine plus 45 mg/kg
xylazine cloridrate solution, Cetamin® and Xilazin®,
Syntec, Brazil).

Measurement of hamster weight
The weight of the hamsters was measured on day 0 of
the experiment and every 7 days until the end of the

experiments using a semi-analytical balance.

Consumption of food and water

The diets were offered ad libitum to each group of
animals. The consumption of diets per group was calcu-
lated by the difference in grams of food offered and re-
maining food found in the cages daily. Water consump-
tion was measured twice a week and was calculated by
the difference in millilitres of water offered and remain-
ing water found in the bottle. Food and water consump-
tion values are expressed as the mean for each group.

Blood collection and haematological parameters

The blood samples were collected on the first day of
the diet (day 0) and every 30 or 38 days until the end of
the experiment, based on the study of Pacanaro et al.
[34]. The hamsters were fasted for 12 h prior to indi-
vidual blood collection from the sublingual vein. Two
aliquots of blood were collected: one with EDTA-potas-
sium fluoride solution added to each sample (Doles,
Goiania, Brazil), to obtain plasma, and other, without
anticoagulant, to obtain serum after centrifugation. The
blood was used to evaluate red blood cell (RBC) and
white blood cell (WBC) numbers. The cells were count-
ed with a Newbauer chamber. The WBC differential
count was determined with smears stained with May-
Grunwald-Giemsa and examined under a light micro-
scope (Olympus BH2, Japan).

Blood biochemical parameters

The animals were fasted for 12 h before blood collec-
tion. The biochemical parameters evaluated from plasma
were total cholesterol and triglycerides and from serum,
was evaluated fasting glucose. All measurements were
performed using commercial kits (Doles, Goiania, Bra-
zil). Reference values for female hamsters were obtained
from Gad [16].

Visceral adiposity

One day before the end of the experiment, all animals
were weighed. After euthanasia, the visceral adipose
tissue was recovered from each animal and weighed [34].
The visceral adiposity index was determined by the for-
mula:

Weight of visceral adipose tissue recovered x100

Adiposity =
posty Total weight of the live animal
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Statistical analysis

All data were examined for normality using the Kol-
mogorov-Smirnov test. For analysis between two groups,
Student’s #-test was used for parametric data, and the
Wilcoxon Matched Pairs or Mann-Whitney test was used
for nonparametric data. The Kruskal-Wallis test was used
followed by Dunn’s post-hoc test for comparisons of
three or more groups of nonparametric data. One-way
ANOVA followed by Tukey post-hoc test was used for
parametric data. The Grubbs test was used to detect out-
liers, which were removed from the sample. All tests
were considered significant at the P<0.05 level. All
analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Results

Experiment 1: Fall-Spring

Figure la shows the temperature values outside and
inside the animal house and the weight gain of both
groups. The heater, installed on the 60th day of the ex-
periment, increased the temperature of the animal house
from 25.1°C to 30.3°C (Supplementary Fig. Sla). The
weight difference between the CTRL and HSB groups
began after the 90th day (30 days after installation of the
heater unit in the room). Consequently, 150 days after
starting the diet, the HSB group showed a significant
increase in visceral fat (approximately 2x) (Fig. 1b). The
external maximum temperature averaged 25.7°C in the
period during which this experiment was performed.

After installing the heater, two animals of the HSB
group showed aggressive behaviour and dominance in
the cage. These animals interfered with the feeding per-
formance of the remaining animals in the cage and were
removed from the experiment. After the isolation of the
dominant animals, the aggressive behavior persisted to
the remaining animals, being detected by fights among
the females and wounds in the body, but without interfer-
ence in the weight gain. There was a significant differ-
ence between the feed intake of the CTRL (9.94 + 1.78
g/day/animal) and the HSB (7.79 + 0.19 g/day/animal)
groups (P<0.05), whereas no difference was observed
for water consumption (data not shown).

There was a significant difference in the levels of to-
tal triglycerides (Fig. 2a), cholesterol (Fig. 2b) and glu-
cose (Fig. 2¢), with increased levels of cholesterol and
triglycerides to the animals from the HSB group com-
pared to the control group. This difference was higher
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Fig. 1. (a) Hamster body weight in grams (bars) and temperature
inside and outside the animal house (lines). (b) Visceral
Adiposity Index at 150 days (as a percentage). Hamsters
fed the AIN 93 M diet (CTRL, n=6) and hamsters fed the
high sugar and butter diet (HSB, n=4). Animal house tem-
perature (AHT) and outside temperature (OT) in degrees
Celsius (°C). # Start of heater use in the animal house.
* P<0.05 *** P<0.001. The data are shown as the mean +
standard deviation.

from day 90 to the end of the experiment for total tri-
glycerides (P<0.01) and cholesterol (P<0.001), while
the HSB group only showed increase in blood glucose
(P<0.001) from day 120 to the end of the experiment.

After 60 days of the experiment (installation of heat-
er), hamsters fed with the high sugar and butter diet had
an increase in the number of leukocytes (Fig. 3a). After
the 120th day of the experiment, we observed an increase
in the number of neutrophils (Fig. 3b) and lymphocytes
(Fig. 3c). The monocytes were elevated from the 60th
day until the end of the experiment (Fig. 3d).

Experiment 2: Summer
After it has been demonstrated the need of a heater to
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Fig. 2. (a) Triglycerides in milligrams per decilitre. (b) Choles-
terol in milligrams per decilitre. (¢) Glucose fasting in
milligrams per decilitre. Hamsters fed the AIN-93 M diet
(CTRL, n=6) and hamsters fed the high sugar and butter
diet (HSB, n=6 or 4). # beginning of use of the heater in
the animal house.* P<0.05 ** P<0.01 *** P<0.001. The
data are shown as the mean + standard deviation.

maintain the animal house temperature higher than the
outside temperature, new experiments were performed
to analyse other parameters, as visceral adiposity (ex-
periments 2 and 3, data not shown). For these experi-
ments, the animals were fed the same diet offered to

animals in the first experiment.

The external temperature average for experiment 2
was 29.6°C, and the average temperature of the animal
house was 30.9°C (Supplementary Fig. Slc). As in ex-
periment 1, there was a significant difference between
the feed intake of the CTRL group (8.97 £ 1.97 g/day/
animal) and the HSB group (7.49 £ 0.23 g/day/animal)
(P<0.05). No difference was observed in water consump-
tion (data not shown). In this experiment, the HSB group
had significantly different weights at the 38th day
(P<0.01) of the experiment, and the experiment was
extended for 30 days more, to analyze possible bio-
chemical and haematological alterations, and the weights
difference between the two groups remained signifi-
cantly different (P<0.01).

Two animals from the HSB group died during the
experimentation period. Therefore, the weight and vis-
ceral adiposity values for this group were measured on
the 68th day for four animals. Nevertheless, the obesity
had been established with significant differences between
the HSB and CRTL groups as demonstrated on both
parameters, final weight (Supplementary Fig. S2a) and
visceral adiposity (Supplementary Fig. S2b).

In experiment 2, the HSB group had elevated levels
of triglycerides (P<0.001; Supplementary Fig. S3a) and
cholesterol (P<0.01; Supplementary Fig. S3b) within 38
days, which remained the case until the end of the ex-
periment. Blood glucose levels were significantly lower
in the CRTL group at the 38th day (£<0.01), but this did
not continue through the end of the experiment. The
glucose levels remained within the reference values for
hamsters, and no difference was observed at the 68th
day (Supplementary Fig. S3c¢).

The HSB group of experiment 2 had increased WBC
cells from the 38th day until the end of the experiment
in animals fed the high sugar and butter diet (P<0.01;
Supplementary Fig. S4a). On the 38th day, we observed
an increase in neutrophils and monocytes (P<0.01;
Supplementary Fig. S4b and P<0.001; Supplementary
Fig. S4d, respectively). However, on the 68th day, we
observed a decline of these cells and a predominance of
lymphocytes (P<0.01) in the blood of animals from the
HSB group (Supplementary Fig. S4c).

As previously mentioned, experiment 2 had two deaths
from the HSB group at 50 and 59 days, and it was ob-
served that these animals had an excessive increase in
leukocyte numbers, with values of 24,800 and 23,560
leukocyte/mm? for each animal.
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Discussion

The main genesis of obesity in humans is due to the
ingestion of a high fat and high sugar diet. Considering
that obesity represents a serious global problem, the
establishment of experimental models that can be ex-
trapolated to human’s physiological conditions is crucial.
Different strategies have been used to establish animal’s
models to study obesity, as an example by lesion of the
medial hypothalamus region that is responsible for sati-
ety [40]. However, in most of the situations the induced
obesity does not results in an ideal model of study, be-
cause the parameters that are altered by high fat and high
sugar diet could not be achieved. In this work, a clinical
condition of obesity was established in a hamster model
using a high sugar and butter diet and high temperatures.

The influence of temperature observed in experiment
1 demonstrates that temperature needs to be under close
surveillance when inducing obesity in hamsters. Accord-

ing to Wade and Bartness [50], it is harder to induce
obesity in hamsters in seasons other than summer, cor-
roborating our data. The difficulty on the development
of obesity induction protocols is because these animals
have a distinct metabolism: they can hibernate at any
time of year according to the environmental conditions,
which may influence weight gain [4, 22, 27]. It was also
observed a behavior of dominance and stress, to all
groups. This behavior is common in models maintained
in group. However, the animals from the HSB group
exhibited an extremely aggressive behavior and cage
dominance, preventing weight gain for the other animals.
The stress and aggressiveness observed in obese animals
can lead to an increase in cortisol levels, causing various
physiological changes in the body. Recent studies have
demonstrated the involvement of the 113-HSD1 enzyme
(11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1) in the acti-
vation of cortisol in adipose tissue and its relation to the
development of obesity and insulin resistance, as corti-
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sol is an insulin-antagonistic [21, 35].

Experiment 1 covered three seasons (fall, winter and
spring), with a natural temperature average of 25.7°C
throughout the period. Unlike other studies described in
the literature [5, 24], that reported the induction of obe-
sity in hamsters at temperatures below 25°C, hamsters
in this study only reached obesity after the introduction
of a heater into the animal house that increased the tem-
perature by 5.2°C (25.1°C to 30.3°C). These results were
replicated in experiment 2 (supplementary data). These
data corroborate the results of Zhao [56], which indi-
cated that temperature was an essential factor in the ac-
cumulation of fat in hamsters. Cannon and Nedergaard
[8] observe that the ideal temperature for housing rodents
would be 30°C because, this is a zone of thermal neutral-
ity to these animals, with results that can be compared
to the humans thermal neutrality zone. The work done
by Zhang et al. [57] has shown that the activity of the
mitochondria at a temperature of 30°C is lower in ham-
sters, thus reducing thermogenesis. The consumption of
a hyperlipid diet, leads to an increase in oxidative stress,
resulting in the elevation of free fatty acids, hypergly-
cemia and postprandial hypertriglyceremia [14]. These
factors are responsible for the elevation of reactive oxy-
gen species, formation of superoxide anion and produc-
tion of proinflammatory cytokines [10]. Apparently,
increased oxidative stress decreases the activity of the
uncoupling protein 1 (UCP1), present in brown adipose
tissue besides being involved in mechanisms that ag-
gravate morbidity in obese individuals [57]. Although
brown adipose tissue is present mainly in newborn hu-
mans, it is known to be of some importance for adults
and its metabolism is conditioned by changes in tem-
perature, mainly when it drop off, and that is associated
with weight loss. However, the interruption of the cold
exposure due to the increase of the temperature on in-
ternal environments, leads to the weight gain and ther-
mogenesis decreases [29].

In experiment 3 (data not shown), performed during
winter and spring, even using the heater, the temperature
was not increased above 28.8°C and, even after 150 days,
we were unable to induce obesity in the animals. Coher-
ently with the results found on the two previous experi-
ments, where obesity was accompanied by biochemical
and haematological changes, no such alterations were
detected in this experiment to any of the evaluated pa-
rameters. This can be explained by the fact that with
higher temperature, animals required less energy to keep

their body temperature, resulting in a positive energy
balance [49]. Kodama and Pace [25] showed that the
decrease in temperature decreased the accumulation of
body fat in hamsters, as observed in this study, and the
narrow temperature variation range (30.3°C and 30.9°C
in experiments 1 and 2, respectively, to 28.8°C, in ex-
periment 3, Supplementary Fig. Sle) may be indicative
that the temperature for Syrian hamsters is really a de-
termining factor for the induction of obesity. Although
the present study did not induce obesity in a temperature
equal or lower than 28.8°C, other studies have demon-
strated induction of obesity in experimental models at a
temperature lower than the one established in this work
[8, 49]. However, these studies did not characterize the
season in which the experiments were conducted. Meisel
et al. [31] showed that obesity induction is influenced
by the way animals are housed, showing that female
hamsters housed in groups exhibited greater adiposity
than individually housed animals. The grouping of ani-
mals leads to an increase in temperature, reducing the
energy expenditure necessary to maintain body tem-
perature, which results in a positive energy balance.
Moreover, the grouping may cause stress to the animals
because hamsters live alone under natural conditions [6,
18]. Foster et al. [15] found that hamsters subjected to
stress showed statistically increased food intake, weight
gain and adiposity. Given that animals in this study were
housed in groups, this may have favoured the weight
gain for both the HSB group and the CTRL group. In
our experiments, the animals from the HSB group in-
gested a smaller amount of food when compared to ani-
mals from the CTRL group, which demonstrated that the
gain in weight and visceral fat were not caused by hy-
perphagia but by the high calorie modified diet. These
data are similar to those found by Ramirez [36]. On the
other hand, the volume of water was not different for the
CTRL and HSB groups in any of the experiments, con-
trary to the findings, of Townsend ef a/l. [48] in an ex-
periment using mice.

Carbohydrates are a major source of energy for the
functioning of the body. However, excessive consump-
tion of carbohydrates, causes the expansion of adipose
tissue, hyperglycemia and increased cholesterol [7, 9,
43, 55], whereas the exaggerated consumption of fat also
produces these changes and promotes non-alcoholic
fatty liver disease [17]. Furthermore, it has been dem-
onstrated that the type of ingested carbohydrate corre-
lates to the degree of inflammation intensity and with
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the outcome of cardiovascular diseases [17]. This fact is
related to the speed that the body absorb each type of
carbohydrate influencing the ability to raise the glycemic
index. Although the relationship between inflammation
and the intake of carbohydrates is still obscure [20],
evidence indicates a possible change of pro-inflamma-
tory cytokines [19]. The high fat diet is a more natural
way to induce obesity and is able to cause alterations of
the biochemical parameters in experimental models [9,
23, 33].

Studies have shown the association of hypertriglyc-
eridemia and hypercholesterolemia with obesity, indicat-
ing that the increased levels of these molecules is related
to predisposition to heart disease [2, 37, 41, 44]. The
consumption of a diet high in fat and simple carbohy-
drates interferes with fat absorption because sugar pres-
ents the capacity of increases lipid storage on the entero-
cytes and of stimulate the secretion of chylomicrons [32].
As a hormonaly active tissue, visceral adipose tissue
releases different bioactive molecules and hormones that
are able to interact with the immune system of the indi-
vidual, interfering in many pathologic processes.

Many authors have reported an increase in white blood
cells, triglycerides and body mass index in obese indi-
viduals, relating these results to the inflammation seen
in obesity. Whereas the inflammatory response is associ-
ated with an increase in macrophages, other cell types
are involved in the inflammation mechanism of the adi-
pose tissue, such as neutrophils, mast cells, B lympho-
cytes and T lymphocytes [13, 38, 45, 51]. These results
corroborate the results found in the present study in
which leucocytosis was induced with an increase in lym-
phocytes, monocytes, and neutrophils. Neutrophils play
an important role in the inflammatory response and in
the recruitment of macrophages [46]. They also have the
ability to respond to inflammatory stimuli and are the
first cells to arrive at the site of inflammation [1].

In conclusion, this study showed that the temperature
and the season influence the obesity establishment in
Syrian-hamsters using a diet with high simple carbohy-
drates and lipids. The temperature above 30°C provides
the ideal conditions for establishment of obesity in this
model. Furthermore, the change in the type of food
caused haematological and biochemical changes, similar
to what is observed in human obesity, and provided
evidence of inflammation in hamsters fed with HSB diet
(obese animals).
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