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RESUMO

A amebiase é uma parasitose adquirida pela ingestdo de alimentos ou de &gua contendo a
forma de cisto da Entamoeba histolytica, catacterizada por uma resposta imunitaria dinamica
e de grande importancia na patogénese da doenca. A obesidade é caracterizada pelo excessivo
acumulo de gordura corporal, acarretando alteracGes metabolicas que interferem no estado de
salude. O estado inflamatorio metabolico descrito como metainflamacéo contribui para a
resisténcia insulinica, sindrome metabolica e diabetes tipo 2. O presente trabalho teve como
objetivo identificar se a obesidade é fator de agravamento ou ndo & infeccdo parasitaria
amebiana, sob 0s aspectos imunoldgicos, bioquimicos e patolégicos em estudo experimental.
Foram utilizados 64 gerbils (Meriones unguiculatus), machos (16 semanas) distribuidos em
oito grupos de oito animais cada: Grupo | - Controle sem Laparotomia (CTSL); Grupo Il -
Controle com Laparotomia (CTCL); Grupo 11l - Controle Infectado 4 dias (CTINF4d); Grupo
IV - Obeso sem Laparotomia (OBSL); Grupo V - Obeso com Laparotomia (OBCL); Grupo
VI - Obeso Infectado 4 dias (OBINF4d), Grupo VII - Controle Infectado 11 dias (CTINF11d),
Grupo VIII - Obeso Infectado 11 dias (OBINF11d). Os animais dos grupos CTSL, CTCL,
CTINF4d e CTINF11d foram alimentados com dieta padrdo composta de 64%, 20% e 16% de
calorias totais provenientes de carboidratos, proteinas e lipideos, respectivamente e densidade
caldrica de 3,9 kcal/g. Os animais dos grupos OBSL, OBCL, OBINF4d e OBINF11d
receberam dieta hiperlipidica contendo maiores quantidades de actcar simples e de lipideos
para induzir obesidade, composta de 36%, 16% e 48% de calorias totais provenientes de
carboidratos, proteinas e lipideos, respectivamente e densidade caldrica de 4,9 kcal/g. Antes
da infeccdo e da eutanasia foi realizado o teste de tolerancia a glicose oral. No final da 102
semana experimental, os animais dos grupos CTINF4d, CTINF11d, OBINF4d e OBINF11d
foram laparatomizados e infectados no mesmo dia, os grupos CTCL e OBCL foram
laparatomizados, porém ndo infectados, enquanto os grupos CTSL e OBSL ndo foram
laparatomizados nem infectados. O peso corporal foi aferido semanalmente e 0 consumo
alimentar diariamente. Apés 4 dias de infeccdo e um total de 74 dias de experimento, 0s
animais dos grupos CTSL, CTCL, CTINF4d, OBSL, OBCL e OBINF4d foram eutanasiados.
Apo6s 11 dias de infeccdo e 81dias de experimento, os animais dos grupos CTINF1ld e
OBINF11d foram eutanasiados nas mesmas condi¢Ges. Foram coletados sangue, figado,
tecidos adiposos e baco para analises posteriores. No soro foram avaliados niveis de colesterol
total, colesterol em HDL, triglicerideos, glicose, proteinas totais e albumina. Foram feitas
analise histopatoldgica, avaliacdo do estresse oxidativo (TBARS e Catalase), RT_gPCR de
citocinas (116, Tgfb e Tnf) e atividade de mieloproteinase (MPO) no figado. Os animais dos
grupos CTINF11d e OBINF11d foram avaliados somente sob aspecto patolégico, analise de
citocinas e de MPO, a fim de verificar comparativamente a evolu¢do do abscesso hepético
amebiano. Os dados foram analisados no software GraphPad Prism versdo 7.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA). O modelo de obesidade foi reproduzido com sucesso e um perfil
de resisténcia insulinica nos obesos foi estabelecido, independente da infeccdo. A associacdo
entre obesidade e E. histolytica alterou de forma significativa o metabolismo glicidico,
lipidico, mas ndo alterou o proteico entre os animais infectados. A infeccdo aumentou as
concentragOes hepéaticas de TBARS nos animais obesos, mas ndo alterou a resposta nos
tecidos adiposos. A infeccdo também aumentou a atividade da enzima antioxidante no figado
e no tecido epididimal de animais obesos, mas teve efeito oposto nos tecidos adiposos
mesentérico e retroperitoneal destes animais. As analises morfométricas demonstraram que a
obesidade associada 11 dias de infec¢do resultou em redugdo do abscesso hepatico em relagdo
ao seu respectivo controle Controle infectado por 11 dias (OBINF11d 3,05 x 10° 1462243
um?; CTINF11d 1,6 x 107 + 2793320 um?) (p<0,05). Salienta-se que o maior tempo de
infeccdo foi significativamente associado ao maior grau de redugdo da &rea de necrose. A
contagem de trofozoitos identificados por reacdo de imuno-histoquimica nédo foi afetada pela
infeccdo associada a obesidade. Os resultados da expresséo das citocinas demonstram que 116



foi reduzida nos grupos obesos inclusive infectados, Tgfbl denotou uma reducéo nos niveis de
expressao nos animais obesos infectados, Tnf apresentou-se com maior expresséo nos animais
obesos infectados e, no entanto, menor em relacdo ao grupo controle. A atividade de MPO foi
significativamente maior no figado de animais OBINF11d em relacdo aos animais CTINF11d.
Portanto, a partir dos achados, o presente estudo conclui que a associacdo obesidade e
abscesso hepéatico amebiano por um tempo maior de infeccdo, favoreceu o hospedeiro
quando, por evidéncias, reduziu a gravidade da lesdo causada pelo parasito E. histolytica.

Palavras—chave — Obesidade. Abcesso hepatico amebiano. Imunidade. Bioquimica.
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ABSTRACT

Amoebiasis is a parasitosis acquired by eating food or water containing the cyst form of
Entamoeba histolytica, characterized by a dynamic immune response and great importance in
the pathogenesis of the disease. Obesity is characterized by excessive accumulation of body
fat, causing metabolic changes that interfere with health status. The metabolic inflammatory
state described as metainflammation contributes to insulin resistance, metabolic syndrome
and type 2 diabetes. The present study aimed to identify whether obesity is a factor of
aggravation or not to the amoebic parasitic infection, under the immunological, biochemical
and pathological aspects in an experimental study. Sixty-four (64) gerbils (Meriones
unguiculatus) were used, males (16 weeks) distributed in eight groups of eight animals each:
Group | - Control without laparotomy (CTWL); Group Il - Control with laparotomy
(CTWILL); Group Il - Infected Control 4 days (INFCT4d); Group IV - Obese without
laparotomy (OBWL); Group V - Obese with laparotomy (OBW:iL); Group VI - Infected
Obese 4 days (INFOB4d), Group VII - Infected Control 11 days (INFCT11d), Group VIII -
Infected Obese 11 days (INFOB11d). The animals in the CTWL, CTWtL, INFCT4d and
INFCT11d groups were fed a standard diet composed of 64%, 20% and 16% of total calories
from carbohydrates, proteins and lipids, respectively and caloric density of 3.9 kcal/g. The
animals in the OBWL, OBWItL, INFOB4d and INFOB11d groups received a high-fat diet
containing greater amounts of simple sugar and lipids to induce obesity, comprising 36%,
16% and 48% of total calories from carbohydrates, proteins and lipids, respectively and
caloric density of 4.9 kcal/g. Before infection and euthanasia, an oral glucose tolerance test
was performed. At the end of the 10th experimental week, the animals in the INFCT4d,
INFCT11d, INFOB4d and INFOB11d groups were laparatomized and infected on the same
day, the CTWtL and OBW'L groups were laparatomized, but not infected, while, the CTWL
and OBWL groups were neither laparatomized nor infected. Body weight was measured
weekly and food consumption daily. After 4 days of infection and a total of 74 days of
experiment, the animals of the groups CTWL, CTWiL, INFCT4d, OBWL, OBWiL and
INFOBA4d were euthanized. After 11 days of infection and 81 days of experiment, the animals
of the INFCT11d and INFOB11d groups were euthanized under the same conditions. Blood,
liver, adipose tissues and spleen were collected for further analysis. In serum, levels of total
cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, glucose, total proteins and albumin were
evaluated. Histopathological analysis, assessment of oxidative stress (TBARS and Catalase),
RT-gPCR of cytokines (116, Tgfb and Tnf) and myeloproteinase activity (MPO) in the liver
were performed. The animals in the INFCT11d and INFOB11d groups were evaluated only
under pathological aspects, analysis of cytokines and MPO, in order to comparatively verify
the evolution of the amoebic liver abscess. The data were analyzed using the GraphPad Prism
software version 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). The obesity model was
successfully reproduced and an insulin resistance profile in the obese was established,
regardless of the infection. The association between obesity and E. histolytica significantly
altered the glycidic, lipidic metabolism, but did not alter the protein among the infected
animals. The infection increased hepatic TBARS concentrations in obese animals, but did not
alter the response in adipose tissues. The infection also increased the activity of the
antioxidant enzyme in the liver and in the epididymal tissue of obese animals, but had the
opposite effect on the mesenteric and retroperitoneal adipose tissues of these animals.
Morphometric analyzes showed that obesity associated with 11 days of infection resulted in a
reduction of liver abscess in relation to its respective control Infected control for 11 days
(OBINF11d 3.05 x 10° 1462243 um2; CTINF11d 1.6 x 107 £ 2793320 um2) (p <0.05). It
should be noted that the longer infection time was significantly associated with a greater
degree of reduction in the area of necrosis. The count of trophozoites identified by
immunohistochemical reaction was not affected by the infection associated with obesity. The
results of the expression of the cytokines demonstrate that 116 was reduced in the obese
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groups even infected, Tgfbl showed a reduction in the levels of expression in the infected
obese animals, Tnf presented with greater expression in the infected obese animals and,
however, less in relation to the group control. MPO activity was significantly higher in the
liver of INFOB11d animals compared to INFCT11d animals. Therefore, based on the
findings, the present study concludes that the association of obesity and amoebic liver abscess
for a longer period of infection, favored the host when, evidently, it reduced the severity of
the injury caused by the parasite E. histolytica.

Keywords - Obesity. Amoebic liver abscess. Immunity. Biochemistry.
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1.INTRODUCAO

1.1.AMEBIASE E OBESIDADE

A amebiase € uma doenca infecciosa causada pelo protozoario Entamoeba histolytica
(E. histolytica) a qual afeta o intestino e o figado dos seres humanos. Ocorre em alta
incidéncia em grandes populagcdes com sistemas de saneamento modernos limitados. A
infecgdo e adquirida pela ingestdo de alimentos contaminados com cistos, que no intestino
liberam o trofozoito. Estes podem viver aderidos ao epitélio intestinal ou invadi-lo
produzindo ulceragdes tipicas na submucosa intestinal (WHO, 1997; PETRI& SINGH,
1999; WEBER et al., 2016). A classificacdo taxonémica segundo o Comité de Sistemética
e Evolucdo da Sociedade de Protozoologia (1980) da espécie Entamoeba histolytica,
integra-lhe ao Reino Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo
Sarcodina, Superclasse Rhizopoda, Classe Lobosea, Subclasse Gymnamoebia, Ordem
Amoebida, Subordem Tubulina, Familia Entamoebidae e Género Entamoeba.

Apesar de cosmopolita a E. histolytica € mais frequente em paises em
desenvolvimento. Em paises desenvolvidos, imigrantes e viajantes que retornam de paises
pobres sdo os principais afetados. A prevaléncia da doenca no mundo ndo é conhecida,
devido a presenca da E. dispar indistinguivel morfologicamente da E. histolytica. No
entanto, estimativas de 100.000 mortes anuais colocam a amebiase como segunda causa
de morte por parasitoses e ainda responsavel por aproximadamente 40 a 50 milhGes de
casos por ano, principalmente em paises em desenvolvimento (WALSH, 1986; WHO,
1997; RAZA et al., 2013). Grande parte da mortalidade é em funcdo a complicacdes
severas associadas a transtornos intestinais ou complicagdes extraintestinais de carater
invasivo (CLARK and DIAMOND, 1993).

O abscesso hepéatico amebiano é resultado da forma invasiva do parasito, caracterizada
como virulenta, o qual invade o tecido intestinal na porcdo do célon e por via
hematogénica acessa 0 sistema porta e sinusoides. Estes ultimos sdo as principais
estruturas onde as amebas cruzam o endotélio para alcangar o parénquima e
simultaneamente ocorre o inicio de focos inflamatérios e abscessos. O abscesso hepatico
amebiano tipico (ALA, do inglés amebic liver abscess) € devido a lise necrotica do tecido
hepéatico, que pode se apresentar como pequenos abscessos a grandes lesdes. Todo o
processo envolve aderéncia, motilidade e citotoxicidade do parasito em relacdo as células
hospedeiras. Embora o hospedeiro instale uma resposta inflamatéria maciga contra E.
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histolytica, o parasito consegue sobreviver dentro desse ambiente hostil (KATZENSTEIN
et al., 1982; TSUTSUMI et al., 1984; SANTI-ROCCA et al., 2009; MACIAS-PEREZ et
al., 2019).

A obesidade e sobrepeso em todo 0 mundo estéo alcancando proporcdes epidémicas e
é de fato, uma epidemia real e um problema de saude publica (NCD, 2017; TGO, 2017,
JASTREBOFF et al., 2019). De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde estima-se
que mais de 1 bilhdo de pessoas estejam com sobrepeso em todo o mundo, das quais 300
milhGes sdo obesas. A prevaléncia de obesidade é maior em mulheres do que homens e
pode elevar com a idade. Nos ultimos 35 anos as taxas que correspondem ao sobrepeso e
obesidade aumentaram significativamente, na medida em que mais de um terco da
populacdo mundial agora é classificada como sobrepeso ou obesidade. O crescente
aumento da obesidade provavelmente é resultado de uma interacdo entre mudancgas no
ambiente alimentar, atividade fisica, fatores socioeconémicos, ambientais e genéticos
(CHOOI et al., 2019).

A adiposopatia (ou "gordura doente™) é definida como disturbios anatémicos
funcionais patoldgicos do tecido adiposo promovidos pelo balanco calérico positivo em
individuos geneticamente e ambientalmente suscetiveis que resultam em respostas
enddcrinas e imunoldgicas adversas que podem causar ou agravar a doenca metabolica;
isto descreve a base da obesidade (BAYS, 2011).

A obesidade afeta diferentes 6rgdos e encurta o tempo de vida; condicdo relacionada
com alto indice da massa corporal o qual é fator de risco para um conjunto crescente de
doencgas cronicas, incluindo doenga cardiovascular, diabetes tipo 2 (DM2), doenga
hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), doenca renal cronica e diferentes tipos de
cancer (ROBERTO et al., 2015; BERRINGTON DE GONZALEZ, 2010; UNAMUNO et
al., 2018). Embora existam multiplos mecanismos moleculares que ligam a obesidade as
suas complicagdes, a inflamacéo é uma caracteristica comum que tem sido implicada na
fisiopatologia de muitos disturbios associados a obesidade (FERRANTE Jr., 2007).

A hipertrofia de células adiposas e deposicao ectdpica de lipidios, produzem os sinais
fisicos da obesidade em funcdo da liberacdo de citocinas, as quais geram um ambiente
inflamatdrio onde vivem (HALBERG et al., 2008; LEMOS et al., 2013, BRAY et al.,
2017).

21



2.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HISTORICO

Em 1875, Fedor Ldsch, um médico russo, publicou a primeira descricdo detalhada
sobre amebiase intestinal ocorrida em um paciente. Losch, muito cuidadoso em seus
estudos, descreve com detalhes o parasito encontrado nas fezes do falecido camponés.
Inclui estrutura, tamanho, motilidade, nucleo, vactolos e elementos intracitoplasmaticos.
Além disso, realizou em animais, ensaios clinicos que comprovaram a patogenicidade da
ameba, pois, exsudatos purulentos em ulceragfes presentes na mucosa intestinal e formas
trofozoiticas nas fezes foram os achados mais importantes em seu estudo, os quais
denominou de Amoeba coli (KEAN et al., 1978; JACKSON, 1998; ACKERS, 2002).

Adolpho Lutz inicia seus estudos com amebas no Brasil por volta de 1888 -1889. Em
1890-91 no Brasil, as doencas intestinais eram um grande problema sanitario em diversas
cidades em funcdo do aumento populacional e degradacdo das condicGes de vida. Lutz ja
havia seguido uma linha de investigacdo nos tempos em que clinicava em Limeira sobre a
etiologia das disenterias. As amebas ja tinham sido descritas por Kartulis (1886), médico
grego que relatou a presenca de amebas em amostras fecais de 150 pacientes egipicios que
apresentavam disenteria ¢ a denominava como ‘“disenteria tropical” e em 1887 o0 mesmo
descreve 0 abscesso hepéatico em outros 20 pacientes. No entanto, ainda era controverso a
relacdo de causa e efeito destes protozoarios. Lutz, dando sequéncia a sua investigacao,
demonstra com clareza que duas entidades morbidas estavam sendo confundidas, e
estabeleceu os critérios para diferencia-las. No artigo publicado em 1891, mostrou que
alteracOes patoldgicas designadas por nomes tao diversos quanto catarro intestinal agudo e
cronico, enterite ulcerosa, abscessos hepaticos, disenteria cronica ou tropical, entre outros,
eram caracteristicas no quadro moérbido causado pelas amebas e propds nomeé-lo
"enterite, com evacuacgdes sanguinolentas™ para diferir da disenteria propriamente dita; a
qual mais tarde tal distincdo foi comprovada (1898), quando o bacteriologista japonés
Kiyoshi Shiga (1870-1957) isolou o agente da disenteria bacilar (Shigella dysenteriae).
Lutz descreve o mecanismo de adaptacdo das amebas em abscessos hepaticos e a presenca
de hemécias em seu interior. Em um encontro em Baltimore, nos Estados Unidos, Lutz faz
um comentario a respeito das investigacdes e seus achados, ainda inéditos, com William
Osler, no Johns Hopkins Hospital. A instituicdo ndo possuia estudos concretos sobre o
assunto, e s6 no ano seguinte 0 médico norte-americano descreveria um caso de abscesso
hepatico com a presenga de amebas, seguindo-se os trabalhos de Councilman e Lafleur,
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posteriores ao de Lutz (BENCHIMOL, 2003).

Lutz escreveu sobre amebiase, em 1891, onde enfatizou o resultado de sua experiéncia
que para a época, apresentava conceitos de eximia precisdo parasitoldgica, e nocdes
perspcazes da clinica e patolologia da doenca (CORREA, M.O.A., 1955).

A seguir, segue trecho de suas observagfes no contexto da amebiase, o qual o médico
Corréa (1955) reproduz na conceituada Revista do Instituto Adolpho Lutz quando na
época lancaram uma edi¢cdo comemorativa do centenario do nascimento de Adolpho Lutz.

A prova de que as amebas sdo parasitas genuinos e ndo acaso meros saprofitas;
capazes de existirem tanto, no exterior, como no interior do corpo, é demonstrado
pela circunstancia de se acharem elas adstritas a limites estreitos de variabilidade de
temperatura e de que, no seu interior, ndo se encontram elementos provenientes das
fezes, mas sim elementos intrinsecos fornecidos pelo organismo hospedador, e, com
especial predilegdo, hemaétias. A sua longa persisténcia no interior, de abscessos
hepéticos fechados fornece nova prova de sua adaptagdo perfeita. Conquanto
comumente ndo se discuta a natureza parasitaria das amebas intestinais, ndo ha
unanimidade quanto as conseqiiéncias déste parasitismo. Desejo recapitular
brevemente os pontos de vista de diversos autores tanto quanto o permita a literatura
em minhas méos (LUTZ, A., 1891 apud CORREA, M.O.A., 1955, p. 40).

Enfatizando, o primeiro a descrever, em 1890, a ameba em um caso de disenteria e
abscesso hepatico nos Estados Unidos foi o0 medico William Osler e no ano seguinte, 0s
pesquisadores William Councilman e Henri La Fleur, descreveram o processo patolégico
da invasdo da ameba no intestino e figado e assim nomearam-na de Entamoeba dysenterie
e passaram a utilizar, para os casos clinicos, o termo “disenteria amebiana” e “abscesso
hepatico amebiano” (FAUST, 1944; MARTINEZ-BAEZ, 1989).

Fritz Schaudinn (1903), um zodlogo, descreveu outra espécie de ameba a Entamoeba
coli, considerada ndo patogénica, e renomeou a Entamoeba dysenterie como Entamoeba
histolytica devido a sua habilidade de causar lesdo tecidual, portanto, caracterizada como
patogénica (MARTINEZ-BAEZ, 1989).

Emile Brumpt (1925), doutor em medicina, realizou diversos estudos experimentais
que, apontaram a existéncia de E. histolytica como um complexo de espécies, sendo duas
especies morfologicamente indistinguiveis, E. dysenteriae, que € a causa da infeccdo
sintomatica, e Entamoeba dispar encontrada apenas em portadores assintomaticos.
Propde, a partir desta época, a teoria dualista. Diamond (1961) durante a decada de 1960,
desenvolveu um meio de cultura axénico para E. histolytica que permitiu estudos in vivo e
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in vitro. Sargeaunt e Williams (1978) distinguiram pela primeira vez cepas de E.
histolytica por eletroforese de isoenzima, confirmando assim que E. hystolytica era de fato
um complexo de espécies compreendendo espécies patogénicas e ndo patogénicas.
William Petri et al., (1987), demonstraram que a proteina de 170 kDa com maior
antigenicidade era a lectina especifica de Gal / GalNac. Braga et al., (1992), identificaram
componentes da membrana plasmatica de trofozoitos de E. histolytica que intercedem a
resisténcia ao complemento humano C5b-9 através da triagem de anticorpos monoclonais
neutralizantes. Isto é, os trofozoitos sdo resistentes a morte por ataque a membrana do
complexo C5b-9 do complemento que € consequentemente depositado na membrana
plasmatica amebiana, durante invasdo de trofozoitos do co6lon e disseminacédo
hematogénica para o figado. Diamond e Clark (1993) descreveram novamente a hipotese
original de Brumpt de 1925, concluindo que havia evidéncias suficientes para apoiar a
existéncia de duas especies, morfologicamente indistinguiveis, patogénicas e ndo
patogénicas, correspondentes a E. histolytica e E. dispar, respectivamente. A Organizagédo
Mundial da Salde aceitou essa hipotese em 1997 (DIAMOND, 1961; SARGEAUNT &
WILLIAMS, 1978; PETRI et al., 1987; DIAMOND & CLARK, 1993; PINILLA et al.,
2008), considerando que o diagnoéstico executado por microscopia Otica registrado ou
apresentado como E. histolytica/E. dispar (ACKERS, 2002). Alguns importantes
pesquisadores citados no texto sao apresentados na Figura 1.
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(1855-1940)
G

(1920 - 2009)

Figura 1: Pesquisadores que apresentaram estudos pioneiros relacionados a amebiase.
(A) Fedor Losch, (B) William Thomas Councilman, (C) Fritz Schaudinn, (D) Sir William Osler,
(E) Adolpho Lutz, (F) Emile Brumpt, (G) Louis Stanley Diamond.

Fonte: Arquivos digitais®.
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2.2.PARASITO

2.2.1. ENTAMOEBA HISTOLYTICA

Entamoeba histolytica € uma ameba patogénica que pode causar doenca intestinal e
extra-intestinal invasiva. As manifestacdes mais frequentes de amebiase invasiva sdo
colite e abscessos hepaticos (FOTEDAR et al., 2007; VAN HAL et al., 2007).

Em 1925, Brumpt formulou a teoria de que a diferenca entre muitas infeccGes
amebianas assintomaticas e sintomaticas podem estar correlacionadas com existéncia de
duas espécies distintas, mas morfologicamente idénticas, ou seja, Entamoeba histolytica,
espécie capaz de ser invasiva e Entamoeba dispar que ndo causa doenca. E. dispar e E.
histolytica sdo idénticas morfologicamente e ambas podem colonizar a mucosa intestinal;
entretanto, hd uma diversidade genética, isto é, tanto genotipicas como fenotipicas,
responsaveis por tornar a E. histolytica patogénica (FOTEDAR et al., 2007; XIMENEZ et
al., 2010). Cabe ressaltar que Ximenes et al. (2010) afirmam que E. dispar pode atingir o
figado durante um evento de amebiase invasiva e questiona se esta espécie de Entamoeba
estd desempenhando um papel ativo no dano tecidual hepéatico observado em abscessos
hepéaticos amebianos ou se é apenas um participante passivo.

Seis espécies do género Entamoeba foram descritas no limem do intestino humano
(Figura 2-A), incluindo Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, Entamoeba
moshkovskii, Entamoeba poleki (também chamada Entamoeba chattoni), Entamoeba coli
e Entamoeba hartmanii. Entre estas, E. histolytica é a Unica espécie patogénica e causa
um problema de salde global (Figura 2-B) (WHO, 1997).
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Espécies Cistos Trofozoitos
15
E. histolvtica/
E. dispar/ E.
moskkoviskii
E. coli
E. hartmanni

Figura 2: A — Espécies de Entamoeba e morfologia.

Fig. A-2 - Cistos e trofozoitos de diferentes espécies de Entamoeba corados com hematoxilina
férrica. B — Micrografias da E. histolytica - Fig. B-2 — Micrografias da Entamoeba histolytica:
1) Cisto tipico com 4 ndcleos (disponivel em: https://www.stepwards.com/?page_id=5948). 2)
Forma trofozoitica apresentando o nudcleo e diversos vactolos no citoplasma; microscopia de
contraste de fase. 3) Trofozoitos com bocas fagociticas (setas); A figura da microscopia eletrénica
de varredura foi cedida pela Dra. Bibiana Chavez, Cinvestav-IPN, México.
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422119303467

Fonte: Adaptado de FOTEDAR, 2007; CARRERO et al., 2020

2.3. CICLO BIOLOGICO

O ciclo biologico da E. histolytica € monoxénico e pode ser dividido em bioldgico e
patogénico (Figura 3). O ciclo celular apresenta estagios evolutivos na forma de
trofozoito, metacisto, pré-cisto e forma resistente ou cisto (SILVA & GOMES, 2005). Os
trofozoitos apresentam movimentos ameboides e possuem diametro que varia de 20 a 40
pum, podendo atingir 60 um em lesdes teciduais. O parasito apresenta um unico nucleo,
medindo 4 a 7 um, com cariossoma central, membrana nuclear delgada e cromatina
uniforme. O pré-cisto é ligeiramente arredondado, sendo menor que o trofozoito e seu
citoplasma contem corpo cromatdide em forma de bastonetes. Depois da produ¢do de uma
membrana cistica o pré-cisto se transforma em um cisto mononucleado, que sofre
sucessivas divisdes nucleares. Condigdes no lumen intestinal que induzem
encistamento ou estruturas semelhantes a quitina in vivo e in vitro sdo desconhecidas, mas
podem estar envolvidas as condi¢des de estresse celular devido a exposicdo a espécies
reativas de oxigénio das células do sistema imunologico, presenca de cations divalentes,
em especial Mn2*, Mg?* e Co?* ou ainda da microbiota intestinal (CAMPOS-GONGORA,
et al., 2000; SAID-FERNANDEZ et al., 2001; AGUILAR-DIAZ et al., 2010). Uma vez o
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cisto formado, a eliminacéo pelas fezes sera nesta forma de resisténcia. No meio ambiente
externo o cisto € capaz de resistir a condi¢cdes diversas e assim podera infectar um novo
individuo o qual se torna hospedeiro (RAVDIN, 1988; RAVDIN, 1995). O parasito possui
apenas o hospedeiro definitivo.

A transmissdo ocorre via oral-fecal por ingestdo de 4gua ou alimentos contendo cistos
maduros. O cisto que pode ter até quatro nlcleos € resistente a acidez gastrica e
dessecacdo e pode ainda sobreviver em ambiente Umido durante varias semanas. Somente
o trofozoito € invasivo, ou seja, é capaz de lesionar os tecidos (PETRI & SINGH, 1999)

como o figado, pulmao, cérebro ou pele.

Apbs a ingestdo dos cistos ocorrera diferenciacdo para 8 formas trofozoiticas no
intestino. Estes colonizam aderindo a glicoproteinas de mucinas do célon via galactose/N-
acetyl-D-galactosamina (Gal/GalNAc) (CHO et al., 1998). Os trofozoitos de E. histolytica
se nutrem de bactérias e a relacdo trofozoito-bactéria sugere ser altamente especifico
(BRACHA, 1982; MANN, 1998).
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Figura 3: Ciclo de vida da E. histolytica.

Fonte: Adaptado por Mundz e Fernandes, 2013 de CDC-Centers for Disease Control and Prevention.

2.4, TRANSMISSAO

A transmissdo ocorre via oral-fecal, através da ingestdo de cistos. O cisto que pode ter
até quatro nucleos, € resistente a acidez gastrica e dessecacdo e pode ainda sobreviver em
ambiente Umido durante varias semanas. Somente o trofozoito € invasivo, ou seja, é capaz
de lesionar os tecidos (PETRI& SINGH, 1999).

Apo6s a ingestdo dos cistos ocorrerd diferenciacdo para 8 formas trofozoiticas no
intestino. Estes colonizam aderindo a glicoproteinas de mucinas do célon via galactose/N-
acetyl-D-galactosamina (Gal/GalNAc) (CHO et al. 1998).

2.5. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A amebiase é a segunda principal causa de morte por doencas parasitarias uma vez que
morrem anualmente entre 40.000 e 100.000 pessoas (WASH, 1988).
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Em paises tropicais e subtropicais, a infeccdo é uma das principais causas de
morbidade e mortalidade. Isto em funcdo da inadequada infraestrutura dos servigos de
salde e saneamento nestas regides. Considera-se, portanto, maior frequéncia em paises em
desenvolvimento (OJHA et al., 2014; TURKELTAUB et al., 2015).

J& nos Estados Unidos, a transmissdo fecal-oral & incomum, sendo mais observada em
imigrantes e viajantes de paises em desenvolvimento. A doenca se agrava nos mais jovens
e idosos e nos pacientes que recebem corticosteroides. Pessoas que se deslocam para
areas endémicas também correm risco de adquirirem a infeccdo: 10% de 469 individuos
com diarréia ap0s viagem para um pais em desenvolvimento foram diagnosticados com
amebiase em um estudo, e 0,3% de 2.700 viajantes aleméaes retornando dos trépicos foram
infectados com Entamoeba histolytica (JELINEK et al., 1996, WEINK et al. 1990;
RASHIDUL et al., 2003; FOTEDAR et al., 2012). Para Giorgio, et al. (2009) fica
evidente que a incidéncia de amebiase nos paises europeus e considerados desenvolvidos
aumentou significativamente devido a viagem e ao movimento de imigracdo de areas
consideradas altamente endémicas.

Quando a doenca se torna invasiva, 0 abscesso hepatico amebiano se destaca. De
acordo com Blessmann et al. (2000) a incidéncia anual de abcesso hepatico amebiano
(AHA) em habitantes da cidade de Hue, no Vietna foi relatada como 21 casos por 100.000
habitantes e ainda de acordo com Pham (1996) somente nesta mesma cidade, com uma
populacdo de cerca de 1 milhdo, um hospital relatou 1.500 casos de abscesso hepatico
amebiano em 5 anos. Nos EUA, imigrantes de areas endémicas, e individuos que vivem
em estados que fazem fronteira com o México tém a maior parte das doengas. Registros
do CDC (1994), no ano de 1993, mostram que 2.970 casos de amebiase foram registrados
nos EUA. Destes, 33% de imigrantes do México e da América Central e do Sul, e 17% da
Asia ou de ilhas do Pacifico.

A amebiase invasiva causada por E. histolytica é comumente diagnosticada nos paises
em desenvolvimento. Em areas endémicas, diversas condic¢Bes, incluindo baixa
escolaridade e condicdo socio-econémica, superlotagdo ou alta densidade populacional,
suprimento insuficiente e contaminacdo de &gua e saneamento precario, favorecem a
transmissdo direta fecal-oral de amebas de uma pessoa para outra (OMS, 1998;
SIDDIQUI et al., 2008; KANNATHASAN et al., 2018).

30



O AHA é muito comum em paises asiaticos, de acordo com levantamento sobre a
prevaléncia desta patogénese (KUMANAN et al., 2018). A incidéncia de AHA em outros
continentes deve-se principalmente a infeccdo por E. histolytica adquirida durante a
viagem. A prevaléncia de AHA em diferentes lugares do mundo é apresentada na Tabela

1.

Tabela 1: Prevaléncia de Abscesso Hepatico Amebiano em diferentes localidades do

mundo.
x . Origem dos . Numero Total de A
Regido/Pais dados Periodo Casos Referéncias
Hospitais no
Bangladesh Distrito Norte 2008-2010 90 Alam et al. 2014
. Hospital de Kannathasan et al.
Sri-Lanka Ensino-Jaffna 2012-2015 367 2018
Centro
Hospitalar da Djossou et al.
Bordeaux- France Universidade de 1995-1999 20 (18 HIV+) 2003
Bordeaux
Dados de
Tailandia internacdo em 2008-2013 448 Poovorawan et al.
; 2016
todo o pais
, Sete hospitais
Toronto - Canada em Toronto 1980-2005 29 Wuerz et al. 2012
. Quatro hospitais Valenzuela et al.
Sonora, Mexico em Hermosillo 2000-2005 319 2007
x . Historias Seeto and Rockey
Sé&o Francisco, EUA Meédicas 1979-1994 56 1999

Fonte: Adaptado de KUMANAN et al., 2018.

A amebiase no Brasil apresenta-se como causa de morbidade, cujas lesbes sdo
provocadas pela E. histolytica (FERREIRA & MARCAL, 1997, SANTOS et al., 2005). A
E. dispar € a mais prevalente no territorio brasileiro e se realaciona aos casos
assintomaticos. Em Manaus, 93,2% das amostras positivas para cistos analisadas foram
representadas pela E. dispar, enquanto apenas 6,8% foram positivas para E. histolytica
(BENETTON et al., 2005). Em Belém a prevaléncia pela infeccdo por E. dispar se
encontra em 70,65% em relacdo a 29,35% por E. histolytica (SILVA et al., 2005). Calegar
et al. (2016) identificaram na cidade de Russas no estado do Ceara, predominio de cistos
de E. dispar nas amostras analisadas (57,1%), seguido pela E. histolytica (23,8%) e de
14,3% de infecgOes mistas (E. dispar e E. histolytica). Trabalho realizado em nosso
laboratorio tem encontrado em torno de 3% de infecgdes por E. histolytica/E. dispar em
comunidades da grande Belo Horizonte (GIL et al., 2013).

A prevaléncia do complexo E. histolytica / E. dispar no Brasil, difere entre as cinco
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regides, sendo nas regides Sul e Sudeste 2,5-11%, 19% na regido Norte e Amazonica e
aproximadamente 10% no Nordeste e Centro-Oeste (SILVA et al., 2001; BENETTON et
al., 2005).

2.6. PATOGENESE

Na amebiase 0 que determina o aparecimento e evolugdo ou ndo da doenca é o
potencial patogénico das cepas de E. histolytica e a resposta imune do hospedeiro (PETRI,
2002; HUSTON, 2004). Trés classes de moléculas amebianas tém sido principalmente
apontadas como os principais fatores de viruléncia da E. histolytica: a lectina galactose/N-
acetyl-D-galactosamina (Gal/GalNac), os amebaporos e as cisteina proteases
(MIRELMAN et al., 2008; LEJENUNE et al., 2009; FREITAS et al., 2014). As lectinas
(Gal/GaINAC) presentes nas formas trofozoiticas irdo aderir aos receptores que se
encontram nas mucinas (residuos de galactose/ N-acetil-galactosamina) de células do
epitélio intestinal humano (STAUFFER & RAVDIN 2003, MOONAH et al., 2013). As
lectinas encontradas sdo citotdxicas, apresentam resisténcia ao sistema complemento,
induz encistamento e formac&o da parede celular do cisto (FREDERICK & PETRI, 2005).

Estima-se que a maioria das infec¢es amebianas sdo assintomatica. No entanto, cerca
de 20% dos infectados desenvolvem disenteria amebiana ou as formas extraintestinais da
doenca (SANTOS & SOARES, 2008). O individuo que apresenta a disenteria amebiana
aguda em geral relata dores abdominais, apresenta diarreia com presenca de muco e
sangue nas fezes, podendo em alguns casos, aparecer também nauseas, vomitos, mal-estar,
cefaleia e febre (FOTEDAR et al., 2007).

As lesBes intestinais localizam-se preferencialmente no ceco e no retossigmoide. As
formas trofozoiticas quando invadem a mucosa, se multiplicam por divisdo binaria e
causam micro ulceracBes em direcdo a muscularis-mucosae. Na submucosa a invasao
progride em varias dire¢des liberando enzimas e substancias toxicas. As Ulceras formadas
variam de forma e tamanho e podem atingir grandes proporc¢des no intestino grosso. As
amebas podem atingir a corrente sanguinea e através da circulacdo porta, atingir o figado,
principal 6rgéo relacionado a infeccdo extraintestinal (SILVA & GOMES, 2005).
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2.7. ABCESSO HEPATICO AMEBIANO

O abscesso hepético é uma condicao grave que apesar da reducdo consideravel em sua
morbimortalidade, ainda representa um quadro clinico que coloca em risco a vida do
paciente. Essencialmente ha 3 tipos de abscessos hepéticos: Piogénico (cerca de 80% dos
casos), amebiano (10-15% dos casos), fungico (5-10% dos casos). O abscesso hepético
amebiano (AHA) é causado pela E. histolytica. A infeccdo acomete cerca de 10% da
populacdo mundial e em torno de 50% das populagcfes tropicais. A ocorréncia € na
maioria das vezes em homens (9:1) e se apresenta como lesdo hepatica unica em 78% dos
acometidos (MALEK et al., 2005; BLAZQUEZ et al., 2007).

O acometimento do figado se da através de ingestdo do parasito na forma cistica. O
AHA sempre é precedido por colonizacdo intestinal, a qual pode ser assintomatica. Ao
atingir o colon os trofozoitos penetram na mucosa intestinal causando Ulceras. O processo
invasivo leva a destruicdo do parénquima intestinal, devido as atividades liticas do
parasito e pela resposta inflamatdria do hospedeiro. As enzimas degradam a camada de
muco, a matriz extracelular (MEC) e as juncdes celulares, o que facilita a entrada do
parasito na corrente sanguinea. Em seguida a E. histolytica invade o sistema venoso
portal, sendo carreada até o figado, onde sdo bloqueados radiculos portais, liberadas
enzimas e provocadas lesbes inflamatorias focais (SHERLOCK S. et al.,, 1993;
ZALEZNIK DF, 1998; WATANABE, 2015). O parasito se instala no epitélio hepatico e
estimula a formacdo de abscessos hepaticos (AGUILAR-ROJAS, 2016). A lesdao é
denominada como necrose liquefativa do parénquima e apresenta-se com cavidades
contendo um liquido amarelado, esverdeado ou amarronzado, pelo pigmento biliar
(SILVA, 1997). O parénquima hepatico é substituido, entdo, por material necrotico
circundado por uma borda delgada de tecido hepéatico congesto. Todos 0s eventos
fisiopatoldgicos como os processos inflamatérios difuso, a degeneracdo celular e a
necrose determinam o abscesso hepatico, que se apresenta localizado na maioria das vezes
no lobo direito, podendo atingir grandes proporcdes. O AHA pode surgir apds um a trés
meses depois do quadro intestinal, ou concomitantemente (REY, 2002, CHAVES et al.,
2010).

A infiltracdo e translocacdo dependem de fatores de viruléncia do trofozoito, como
cisteina proteinase e amebaporos (LEIPPE, 1997; REED & BRAUDE, 1997). A invasdo é
seguida por um processo inflamatdrio agudo que estimula o recrutamento de neutrdfilos,

macrofagos, eosinofilos, linfocitos e plasmdcitos os quais realizam liberagdo excessiva de
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produtos tdxicos com consequente dano tecidual (HAQUE et al., 1997). Além da
habilidade do trofozoito de eliminar células do hospedeiro, a resposta inflamatoria
causada pela acdo de neutrofilos somada a agdo de outras células inflamatdrias também
contribui para o dano tecidual. O fator de necrose tumoral a (TNF-a) é secretado
principalmente por macréfagos e o seu papel na amebiase tem gerado polémica: alguns
autores acreditam que o efeito dessa citocina seja protetor pois aumenta a produgédo de
oxido nitrico (NO) e contribuir com a eliminacdo dos trofozoitos. Estudos in vitro e in
vivo tém demonstrado que a ativacdo de neutréfilos e macréfagos por TNF-o e IFN-y pode
eliminar os trofozoitos (Haque et al., 2003). Em outros trabalhos ha o relato de piora das
lesbes na colite amebiana induzida em ratos infectados com E. histolytica e o fato de
maior expressdo de TNF-o com o aumento da lesdo, bem como o aumento de recorréncia
da diarreia (PETERSON et al., 2010).

Em modelos animais resistentes e sucetiveis, verifica-se que a atividade e os efeitos
amebicidas dos neutrofilos sdo diferentes, resultando em uma patogénese diferente do
AHA, o que demonstra que o papel dessas células no desenvolvimento do AHA ainda nédo
esta bem definido (CRUZ-BAQUERO et al., 2017). Esta indefinicdo decorre de alguns
estudos realizados com diferentes animais de experimentacdo que apresentaram resultados
divergentes entre eles. Tsutisumi et al. (1984) induziram o AHA com indculo de E.
histolytica em hamsters e observaram um rapido infiltrado inflamat6rio, composto
principalmente por neutréfilos que circundaram os trofozoitos e os isolaram do
parénquima hepético seguido de uma lise significativa dos neutrofilos, responsavel em
parte pelo dano ao parénquima durante a evolu¢do do AHA. Jarillo Luna et al. (2002)
realizaram a inoculagdo intraportal com E. histolytica em camundongos Balb/c e
verificaram que os neutrdfilos chegaram com os parasitos ao figado apés 3 h da
inoculacdo. Areas isquémicas foram formadas e apresentaram infiltrado inflamatorio
composto principalmente por neutrofilos que seguiu até o 4° dia de infeccdo, mas ap06s
este periodo os trofozoitos foram totalmente eliminados e o processo regenerativo do
figado ocorreu posteriormente. Seydel et al. (1997) estudaram camundongos SCID com
AHA e observaram que animais que apresentaram esgotamento de neutrofilos
apresentaram maiores abscessos hepaticos o que indicou que estas células tem um papel
protetor na defesa contra E. histolytica. Olivos-Garcia et al. (2004) afirmam que 0s
neutréfilos colaboram diretamente para o dano tecidual em espécies suscetiveis como

gerbils e hamsters.
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A infiltracdo de neutrofilos no figado pode ser preditor de doenga, pois estas células
aumentam o estresse oxidativo intracelular durante lesdo hepéatica. Além disso, celulas
estreladas ou células de Kupffer localizadas no figado também podem sintetizar
mieloproteinase (MPO). A ativacdo dessas células leva a fibrose hepética, que se
desenvolve devido a liberacdo local de oxidantes e citocinas (ALTAMIRANO et al.,
2014; JAESCHKE et al., 1999; BEARD & JONES, 2006). Um mecanismo de defesa
importante dos neutréfilos é a liberacdo de MPO, enzima presente nos granulos azuréfilos
(CRAMER et al., 1985). Essa enzima é liberada no fluido extracelular apds o estresse
oxidativo e diferentes respostas inflamatdrias. Geralmente, os neutréfilos se desgranulam
no local da infeccdo para o combate de diferentes tipos de atividade microbiana e auxilia
no combate a doencas. Contudo, a liberacdo anormal de MPO de neutrofilos ativados
exacerbara a inflamacdo e o dano tecidual, podendo causar outras doengas, mesmo sem
infeccdo instalada (PANASENCO et al., 2013; KHAN et al., 2018). Conforme Figura 4 a
MPO ¢é o unico tipo de peroxidase que usa H20. sendo, portanto, o produto inicial do
sistema MPO-H20.-cloreto o &cido hipocloroso (HOCL). O acido hipocloroso é
sintetizado no interior do fagossomo. O anion superdxido (O2-) produzido por oxidases é
dismutado a peroxido de hidrogénio (H202), com o qual a MPO na presenca de haletos,
como o ion cloreto, produz o acido hipocloroso (WITKO-SARSAT et al., 2000; MALLE
et al., 2007). Esse agente toxico pode ser liberado para o exterior da célula, onde pode
atacar o tecido normal e, assim, contribuir para a patogénese da doenca. O &cido
hipocloroso, reage com proteinas, lipidios e DNA, promovendo, portanto, apoptose e
necrose. A eliminacdo do patdgeno se inicia quando ocorre a montagem do complexo
gerador de superéxido NADPH (O -) na membrana do fagossomo para producdo de
espécies reativas de oxigénio / nitrogénio (EROs /ERN) e MPO a qual catalisa a producao
de &cido hipocloroso por peroxido de hidrogénio. Este processo é chamado de explosdo
oxidativa, e inclui este componente como um dos principais apresentados pelos
neutréfilos contra patdgenos (van DALEN et al., 1997; CHAPMAN et al., 2009; ULFIG
& LARS, 2021). O nivel elevado de atividade de MPO é uma das melhores ferramentas de
diagnostico de biomarcadores de estresse oxidativo e inflamatorio e é utilizado como um
marcador indireto da presenca de neutrofilos no tecido.
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Figura 4: Neutrdéfilo e a enzima mieloproteinase (MPO) na geracéo de acido hipocloroso

e espécies reativas de oxigénio.
Fonte: https://www.rndsystems.com/resources/technical/free-radicals-and-oxidative-stress. Copyright 2021 R&D
Systems, Inc. Adaptado pelo autor.

Os trofozoitos também tém a capacidade de induzir a apoptose em células
inflamatorias. Por meio da lectina Gal/GalNAc que se liga a células inflamatdrias e induz
o influxo de célcio, desfosforilacdo de tirosina e ativacdo da caspase 3, iniciando assim, o
processo de apoptose. Os corpos apoptéticos sdo reconhecidos e assim fagocitados por
trofozoitos devido a exposicdo da fosfatidilserina (Ralston & Petri, 2011). Estudos
demonstram que as caspases sd0 necessarias para a morte de células in vitro e para a
formacdo do AHA in vivo (Yan & Stanley, 2001; Huston et. al, 2000).

Villalba-Magdaleno et al. (2011) e Monroy et al. (2015) identificaram que o0s
trofozoitos também podem sofrer apoptose. Até o momento nenhuma caspase foi
identificada no processo, mas sugere-se que proteases dependentes de calcio presentes no
seu citoplasma podem estar envolvidas neste processo de morte celular.

O AHA pode provocar dores brandas na base do pulméo e no figado, hepatomegalia,
febre, tosse, dores abdominais, mal-estar e dor no quadrante superior direito com colite
ndo concomitante, em 60% a 70% dos pacientes (PETRI et al., 2002; STANLEY, 2003,
VAN- HALL et al., 2007). Esta fase é caracterizada por anorexia, anemia leve,
leucocitose sem eosinofilia, altas taxas de eritrocitos, entre outros (STANLEY, 2003). Os
individuos infectados podem apresentar a doenca hepatica meses ou anos apos a infecgéo,
sendo que geralmente ndo apresentam cistos nas fezes e nem infecgéo intestinal. Estima-se
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que apenas 10 a 25% dos individuos infectados com a forma de cisto de E. histolytica
desenvolvam a doenca invasiva. A infecgdo pode persistir com sintomas leves ou nenhum
sintoma aparente (GATHIRAM E JACKSON, 1987; HAQUE et al., 2003).

Hamsters e gerbils sdo animais de experimentacdo regularmente utilizados para
reproduzir a lesdo hepatica amebiana (SEYDEL et al., 1997). Estudos com hamsters e
ratos demonstram o desenvolvimento do AHA, quando estes animais séo infectados por
inoculacdo intraportal. Os trofozoitos tem um espago de tempo ou programa temporal
rapido para atravessarem o endotélio dos sinusoOides hepaticos, disseminarem e se
adaptarem ao novo ambiente antes de iniciarem a divisdo até 0 momento que causam
danos ao 6rgdo. Grande parte dos trofozoitos € destruida pelo sistema imunoldgico inato
do hospedeiro. A morte de hepatocitos e de células do sistema imune durante a invasao de
E. histolytica, resulta ndo sé na atividade citolitica dos trofozoitos os quais secretam
cisteina-protease ao nivel extracelular em abscesso produzido em modelo animal, mas
também em apoptose (RHIGOTIER et al., 2002; STANLEY, 2001; CORDEIRO &
MACEDO, 2007). A destruicdo do tecido hepatico se caracteriza por moderada
inflamacdo. A alteracdo superficial nas células apoptéticas do hospedeiro é devido a
exposicdo a fosfatidilserina induzida pelos trofozoitos e o que justifica a limitacdo da
inflamacdo e escape do parasito a resposta imunolégica (HUSTON et al., 2003). O dano
tecidual e inflamacdo sdo necessaria para a sobrevivéncia da ameba e para a progressédo da
AHA experimental em hamsters (OLIVOS-GARCIA et al., 2004).

2.8. IMUNIDADE E MECANISMOS DE EVASAO

Os protozoarios sdo agentes infecciosos que habitualmente infectam o hospedeiro por
longo periodo de tempo, em virtude de possuirem mecanismos que lhes permitem escapar
das agressdes mediadas pelo sistema imune. A resposta adaptativa contra 0s protozoarios
ocorre ap6s a apresentacdo de antigenos por macrofagos e células dendriticas, via MHC
classe Il para as células T. Como outras células podem ser infectadas, e os macréfagos e
células dendriticas também expressam moléculas de MHC classe I, nas infec¢BGes por
protozoarios h4 também ativacdo das células TCD8+. Os principais mecanismos de defesa
contra a E. histolytica sdo os neutréfilos e macrofagos com produgdo de Oxido nitrico

(ON) e IFN-y (MACHADO et al., 2004).

A ameba desenvolve diversas estratégias para invadir as células do hospedeiro bem
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como para garantir sua sobrevivéncia. A resposta imunitaria do hospedeiro na amebiase é
dindmica e de grande importancia na patogénese da doenca. Na imunidade inata, o
hospedeiro utiliza o &cido do estbmago como importante linha de defesa contra
enteropatdgenos e assim contra as formas cisticas da ameba. Entretanto, os cistos sdo
resistentes e sobrevivem a passagem pelo estbmago. Outra defesa é a mucina intestinal,
formada por glicoproteinas nas glandulas submucosas e células caliciformes, que inibe a
adesdo da Lectina Gal/GalNAc do parasito a célula alvo intestinal (MOONAH et al.,
2013). Trofozoitos, no entanto, podem perturbar a camada de muco da barreira intestinal e
através da secrecdo de proteases de cisteina e glicosidases penetrarem na mucosa do
colon, sendo especificamente, a cisteina protease A5 da E. histolytica (E. histolyticaCP5)
que degrada proteinas da matriz extra celular (MEC) a mucina-2 (MUC2) (LIDELL et al.,
2006). MUC2 é a principal mucina de formacdo de gel secretada por células caliciformes
do intestino delgado e grosso e é o principal componente estrutural do gel de muco
(CARLSTEDT, 1993; HERRMMAN, 1999). Células epiteliais do intestino expostas aos
trofozoitos secretam quimiocinas potentes como IL-8 que recrutam células imunitarias
como neutréfilos ativados por interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF), ou
lipopolissacarideo para realizar liberagdo de espécies reativas de oxigénios (ROS) (DENIS
et al., 1989; GUERRANT et al., 1981). Trofozoitos de E. histolytica sdo microaerofilicos
sendo que respira e tolera até 5% de oxigénio na fase gasosa e sdo suscetiveis a espécies
reativas de oxigénio exdgenas, porém, a peroxiredoxina, que € uma proteina de superficie
amebiana, tem propriedades antioxidantes e protege o parasito das espécies reativas de
oxigénio (BAND & CIRRITO, 1979; DAVIS, 2006).

Com relacdo ao hospedeiro, a IgA secretora é considerada a primeira linha de defesa
especifica contra infeccBes nas superficies das mucosas. A infeccdo intestinal com a E.
histolytica induz a uma resposta imune local com IgA secretdria detectdvel na mucosa
(CARRERO et al., 2007).

O sistema de complemento, componente imunol6gico inato, é ativado pela E.
histolytica, mas vale ressaltar que o proprio parasito resiste a morte pelo complexo de
proteinas C5b9 (BRAGA et al., 1992; CAMPOS-RODRIGUES; JARILLO-LUNA, 2005)
através da lectina Gal/GalNac. Nas células sanguineas e endotélio humano, o C5hb9 é
inibido, caso o complemento seja ativado em suas membranas. A glicoproteina CD59,
atua para impedir a formacdo do complexo de ataque C5b-9 ou complexo de ataque a
membrana o qual formaria poro hidrofilico que iria lisar a célula (BRAGA et al., 1992).
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Regularmente sdo produzidos anticorpos anti-ameba na amebiase sintomatica e, com
frequéncia variada na amebiase assintomatica. Esta ativacdo da imunidade humoral ndo se
relaciona a intensidade da infecgdo, pois mesmo com a infec¢do sendo erradicada os
anticorpos persistem por anos (VINAYAK et al., 1986).

Na resposta mediada por células o interferon gama (IFN-y) parece proteger contra a
infecgdo parasitaria por E. histolytica uma vez que ativa neutrofilos e macrofagos contra o
parasito (HAQUE, 2007).

Outra importante e crucial resposta do hospedeiro é através de leucocitos que sédo
altamente polimdrficos. Estes apresentam antigenos amebianos para célula T CD4+ para
alterar a susceptibilidade da E. histolytica (DUGGAL et al., 2004).

2.9. AMEBIASE E ESTADO NUTRICIONAL

No que concerne o aspecto nutricional de individuos que padecem com infec¢bes
parasitarias, poucos trabalhos estdo relacionados com obesidade e poucos com animais
experimentais e infeccdo parasitaria amebiana associada a obesidade. Em sua grande
maioria abordam a ma nutricao.

O comprometimento nutricional (obesidade e méa nutricdo) é tratado por Watson &
Petro et al. (1982) sobre varios aspectos; inclusive, estresse nutricional, imunidade e
comportamento da infecgdo por E. histolytica em humanos e animais. A contextualizagdo
dos autores aborda processo da doenca amebiana iniciada quando os parasitos invadem a
parede intestinal, estendendo-se ao figado. O quadro de desnutricdo, imunossupressao,
deficiéncia de ferro, proteinas, vitaminas mesmo com elevada porcentagem de
carboidratos leva a um aumento do nimero de individuos infectados que podem também
apresentar lesdes mais severas. Enquanto que a oferta para animais de dieta comercial e
equilibrada nutricionalmente resulta em baixa taxa de infectividade. A E. histolytica tem
grande necessidade de ferro para seu crescimento obtido por bactérias no intestino ou
ainda pela hemoglobina ou ferritina quando estes sdo trofozoitos invasivos. Neste ultimo
caso, a condicdo é proporcionada quando o parasitismo ocorre no figado, ambiente que
torna o seu desenvolvimento facilitado.

De acordo com Diamond (1982) trabalhos sobre amebiase relacionados com a
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condigéo nutricional em humanos e animais experimentais sdo complexos e divergentes.
Isto porque alguns sugerem que a desnutricdo do hospedeiro eleva a incidéncia de
infeccdo e potencializa a gravidade da doenga sendo que outros preconizam que a
desnutricdo protege o hospedeiro contra a invasdo (DIAMOND et al., 1978; CARRERA
et al, 1952). Acredita-se que condutas dietéticas possam aliviar sintomas e até mesmo
erradicar o parasito, mas h& grupos que duvidam de uma correlacdo entre dieta e taxa de
infeccdo ou manifestagOes da doenca. Isto porque o parasito tem influéncia ndo somente
de sua propria dieta, mas como também é dependente da dieta do hospedeiro. A condicao
nutricional do hospedeiro influencia diretamente em sua suscetibilidade ou resisténcia a
infeccdes coexistente e sua microbiota, fatores que podem estimular ou ndo o parasitismo.

Estudo de Petri Jr. et al. (2009) investigaram a associacdo de doenca diarreica
associada a protozodarios entéricos com o estado nutricional e o crescimento de criancas.
Entre os parasitos estudados a E. histolytica especificamente correlacionou-se
negativamente com o nimero de episodios diarreicos quando avaliaram 0s escores medios
de WAZ (weight for age) e HAZ (height for age) de nove medidas de criancas na faixa de
6 a 9 anos, que foram obtidas ao longo de trés anos. Ainda demonstraram que criancgas
desnutridas ou raquiticas tiveram significativamente menor producéo de IFN - y e maior
de IL-5.

2.10. OBESIDADE

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) define sobrepeso e obesidade como acumulo
anormal ou excessivo de gordura corporal que apresenta risco a saude (WHO, 2020).
Dados desta organizagdo apontam que em 2016 cerca de 1,9 bilhdo de adultos estavam
com sobrepeso no mundo e 13% deles ja eram obesos (FRUH, 2017). Obesidade e
sobrepeso sdo consequéncias de um desequilibrio crbnico entre consumo e gasto de
energia, resultando no excesso de acumulo de gordura no tecido adipose (TA) (CHOOI et
al., 2019). Sobrepeso e obesidade se tornaram um grande problema de satde publica em
ambos 0s paises desenvolvidos e em desenvolvimento a medida que sdo casualmente
relacionados a um amplo espectro de doencas crénicas, incluindo diabetes tipo 11, doencas
cardiovasculares e cancer (HUXLEY et al., 2010).

No Brasil, dados do Ministério da Saude (2020), mostram que a frequéncia de adultos
obesos foi de 20,3% dos brasileiros sendo semelhante entre homens e mulheres, mas a
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frequéncia de obesidade diminuiu intensamente com o aumento da escolaridade em
mulheres. Com relagdo ao sobrepeso em adultos a frequéncia foi de 55,4% da populagéo
apesar de sinais de mudancas de hébitos da populacdo como aumento do consumo de
frutas e hortalicas e mais adeptos a prética de atividade fisica. Mesmo assim, os niveis de
obesidade e excesso de peso sdo preocupantes pois o0s resultados apresentaram aumento da
prevaléncia de doencas crbnicas ndo transmissiveis. Isto porque a oferta de alimentos
altamente palataveis tem contribuido para o aumento da populacéo obesa (BOUCHARD,
2003).

A prevaléncia da obesidade tem aumentado nas ultimas duas décadas. O crescimento
pode ser justificado devido a mudancas de habitos dietéticos, especialmente no aumento
de consumo de agUcares e gorduras (FRANCISQUETI et al., 2015). No Brasil se observa
uma transicdo nutricional, na qual dados da Pesquisa do Or¢camento Familiar (POF) de
2008-09 mostram que, em relacdo aos resultados referentes a POF de 2002-03, o grupo de
alimentos preparados e misturas industriais teve um aumento anual domiciliar per capita
de (37%), passando de 2,56 kg para 3,51 kg. Estimativas para 2025 mostram que o Brasil
sera 0 quinto pais no mundo a ter problemas de obesidade em sua populacdo
(BOUCHARD, 2000; DAMASO, 2003 citados por ROMERO e ZANESCO, 2006). O
consumo calérico tem derivado predominantemente de alimentos processados, de alta
densidade energética, com elevados teores de lipidios e carboidratos, isto verificado nas
sociedades de habitos ocidentais (COUTINHO, 2011). Os fatores para uma maior
prevaléncia de obesidade em criancas de nivel s6cio-econdémico mais alto poderiam estar
associados a facilidade do acesso ao consumo de alimentos ricos em calorias vazias ou por
diminuicdo da atividade fisica, afetando mais gravemente também as populacdes de renda
mais baixa nos paises em desenvolvimento (LEAO et al., 2003; JACOBY, 2004).

Bray (2017) apresenta modelo que mostra a relacdo da obesidade como fator central e

as doencas as quais estd associada bem como as interligacbes com os fatores
fisiopatolégicos envolvidos principalmente no desenvolvimento da doenca (Figura 5).
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Figura 5: Obesidade, fatores fisiopatoldgicos e doencas associadas.
Fonte: Bray, 2017.
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2.10.1. TECIDO ADIPOSO BRANCO

O tecido adiposo branco (TAB), no homem, se forma durante o segundo trimestre da
gravidez e em camundongos a diferenciagdo para adipocitos ocorre durante a
embriogénese sendo que o numero de adipocitos no tecido adiposo subcutaneo (TAS)
permanece estavel no pés-natal diferente dos adipdcitos epididimais que se diferenciam
preferencialmente no pos-natal (GRANDALL et al., 1997; CONTRERAS et al., 2014).

O TAB é composto de duas fracBes celulares principais: adipdcitos uniloculares
maduros e fracdo do estroma-vascular, sendo este ultimo, composto por células
mesenquimais e endoteliais. No TAB, as células-tronco mesenquimais (CTM) originam
progenitores endoteliais e pré-adipdcitos, que se diferenciam em células endoteliais e
adipocitos, respectivamente. Quando o TAB se expande ocorre a hipertrofia dos
adipdcitos existentes os quais se tornam disfuncionais e como consequéncia da sobrecarga
lipidica, a resisténcia a insulina e complicacbes metabolicas associadas ocorrem. Essas
alteracbes metabolicas afetam negativamente a funcionalidade do tecido adiposo e
comprometem a homeostase metabodlica global. As CTM adiposas podem manter ou
aumentar o numero de adipécitos, modulando assim a capacidade de armazenamento de
lipidios no tecido adiposo, bem como sua capacidade de homeostase ou regeneragédo
através da adipogénese (PRIMO et al., 2006; GRAY et al., 2007; CAROBBIO et al.,
2017).
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As CTM, pela primeira vez descrita por Friedenstein et al. (1976) sdo ceélulas
multipotentes, das quais hoje, sabemos que podem ser encontradas em varios tecidos
como figado, tecido adiposo, pulmdes entre outros (GOTHERSTROM et al., 2003; JANG
et al., 2014; ZHANG et al., 2017; FORONJY et al., 2012). As células-tronco derivadas de
tecido adiposo (CTDTA) sdo consideradas ferramentas para substituir, reparar e regenerar
células mortas ou danificadas, promover a cicatrizacdo de feridas de outras formas
cronicas, possivelmente por reducdo da inflamacdo, estimulacdo da angiogénese e
promocdo do crescimento de fibroblastos e queratindcitos. A matriz extracelular (MEC),
presente no tecido adiposo, desempenha um papel importante na cicatrizacdo de feridas
agudas e cronicas (HYLDIG et al., 2017). A plasticidade das células adiposas € reservada
especificamente as células estaminais mesenquimatosas que sofrerdo maturacdo ou
diferenciacédo para pré-adipdcitos no proprio tecido adiposo; contudo, estas células in vitro
podem sofrer diferenciacdo em osteoblastos ou mesmo em cardiomiocitos (BOURGEOIS
et al., 2019; CARVALHO et al., 2012). Sob aspectos da engenharia de tecidos as CTDTA
oferecem o potencial de regeneracdo de tecido danificado por neovascularizacdo ou
angeogénese, fator de crescimento de hepatdcitos e por outro lado a hipoxia pode
favorecer a proliferacdo destas células as quais aceleram a cicatrizacdo de feridas como
também sinaliza a diferenciacdo adipogénica e expansao clonal (KOCAN et al., 2017;
DALLY etal., 2017; LEE et al., 2009; VALORANI et al., 2012; FOTIA et al., 2015).

Alguns estudos sugerem a associacdo entre angiogénese e adipogénese, ou seja,
adipdcitos podem ter origens endoteliais e de fato pesquisadores elucidaram a localizacao
in situ de marcadores do endotélio e caracterizaram uma populagdo perivascular o que
confirma que as células perivasculares isoladas do tecido adiposo tém a capacidade de se
diferenciar em adipdcitos (TRAKTUEV et al., 2008; ZIMMERLIN et al., 2010; GUPTA
etal., 2012).

O conceito de TAB modificou amplamente nas Gltimas décadas pois se sabe que além
de armazenar reservas de energia é agora considerado um 6rgdo enddcrino que secreta
fatores com fungbes autdcrinas, paracrinas e endocrinas (RAFOLS, 2014).
Aproximadamente 10% a 20% do peso corporal total em adultos magros é tecido adiposo
branco, ja em individuos obesos, a quantidade pode chegar até 40% a 70% (HAUSMAN
etal., 2001).

De acordo com a Figura 6, o tecido adiposo consiste em adipocitos e uma matriz, que

43



inclui coldgeno, vasos sanguineos e linfaticos e a fracdo vascular estromal do tecido
adiposo com células endoteliais, células musculares lisas, células imunes, células
precursoras de adipocitos (pré-adipécitos) e células-tronco mesenquimais (FRUHBECK,
2008; CURAT et al., 2004)

Os componentes celulares do tecido adiposo podem sofrer variagGes e € regulada por
estimulos agudos e cronicos, incluindo dieta, jejum, alimentacdo, peso corporal
(WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003; KOSTELI et al., 2010, TALUKDAR et al.,
2012). Os efeitos locais dessas alteracfes de composicao durante a obesidade direcionam
a inflamacdo do tecido adiposo e influenciam a capacidade dos adipdcitos de armazenar
lipidios, sensibilidade a insulina adipocitaria, metabolismo sistémico da glicose e
homeostase metabdlica (GRANT & DIXIT, 2015).
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Figura 6: Composicao celular do tecido adiposo branco.
O tecido adiposo tem em sua composicdo duas fragdes celulares: os adipécitos e a fracdo vascular
estroma (SVF), sendo ambos envolvidos por matriz extracelular (MEC) que é composta por fracfes
celulares. Os adipdcitos, componentes celulares para armazenamento de energia e atividades
enddcrinas, constituem mais que 80% do volume do tecido, mas menos que 50% do numero de
células. Pré-adipécitos derivados de células estromais, células endoteliais, fibroblastos compde o
tecido. A MEC do tecido contém colageno, laminina, fibrinogénio e células imunitarias (SHEN et
al., 2003; LEE et al., 2013).

Fonte: Adaptado de BOURGEOIS et al., 2019.

2.10.2. OBESIDADE E INFLAMACAO

O tecido adiposo tem sido reconhecido como 6rgdo importante de uma complexa
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rede que participa da regulacdo de uma variedade de fungbes bioldgicas como, por
exemplo, na regulacdo do apetite, no gasto energético, na sensibilidade periférica a
insulina, na capacidade oxidativa, na absorcao de lipideos em tecidos ndo adiposos, como
0 coracdo, figado, células beta pancredticas e musculo-esquelético (COELHO, et al.,
2013; GRAY et al., 2007).

A obesidade e a resposta inflamatdria tém como origem o excesso de ingestdo de
nutrientes que é manifestado pelo aumento do tamanho dos adipocitos (hipertrofia) e
também do seu nuamero (hiperplasia). Todo esse processo acarreta em uma disfuncao
denominada inflamacdo metabdlica de baixo grau ou metainflamacdo (GREGOR &
HOTAMISLIGIL, 2011; CODONER et al., 2011). Nesta condico, diversos estudos tém
demonstrado que o tecido adiposo produz uma série de substancias, as quais sao
denominadas adipocinas, dentre as quais leptina, adiponectina, resistina e algumas
citocinas, como interleucina- 6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), e a quimiocina
CCL2. (TRZECIAK-RYCZEK et al., 2011). A hiperleptinemia, encontrada em pessoas
obesas, € atribuida a alteracGes no receptor de leptina ou a uma deficiéncia em seu sistema
de transporte na barreira hematoencefalica, fendmeno denominado resisténcia a leptina
(ROMERO & ZANESCO, 2006). A inflamacdo do TA também é causada por
lipotoxicidade (UNGER & SCHERER, 2010), ativacdo por AGL a receptores do tipo
Toll, mais especificamente TLR4 e do MyD88 os quais desencadeiam uma cascata de
sinalizacdo que ativa a transcricao de genes pré-inflamatotios que irdo codificar moléculas
pré-inflamatorias como citocinas, quimiocinas e efetores do sistema imune inato (SHI et
al., 2006), estresse no reticulo endoplasmatico em funcdo de alta carga lipidica que
desencadeia a supressdo da sinalizagdo do receptor de insulina (OZCAN et al., 2004), e
hipoxia devido a diminuicdo da difusdo do oxigénio; isto é, devido ao aumento do
tamanho dos adip6citos o oxigénio se propaga por maiores distancias antes de atingir as
mitocondrias dos adipocitos e resulta na inducgdo do principal regulador da hipoxia, fator 1
induzido pela hipoxia (HIF1) (HALBERG et al., 2009).

Populagdo de células imunes contidas no TAB participa no avanco da inflamagéo
relacionada a obesidade (EXLEY et al., 2014). E evidente que em individuos obesos, 0s
niveis plasmaticos de leptina apresentam-se grandemente elevados, cerca de cinco vezes
mais do que aqueles encontrados em sujeitos magros, sugerindo uma possivel resisténcia
central a esse hormdnio (CONSIDINE et al., 1996). No TAB coexistem células pré-
adipdcitas, adipocitos, macrdfagos, neutrofilos, linfocitos, fibroblastos e celulas
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endoteliais (WAKI& TONTONOZ, 2007). De acordo com Suganami & Ogawa, (2010) o
aumento da quantidade de células inflamatorias causada pela disfuncéo do tecido ocorre
por atividade das citocinas quimiotaticas, como CCL2 e IL-8, que sdo liberadas pelos
adipdcitos. Uma vez infiltrados no tecido adiposo, nos estagios avancados da obesidade,
macrofagos participam do evento inflamatorio por produzirem mais citocinas.

Os adipdcitos de individuos eutroficos, detém a exclusividade do armazenamento de
lipidios, isto sem comprometer sua integridade funcional, pois detém mecanismos
enzimaticos necessarios para sintetizar acidos graxos (processo de lipogénese) e para
armazenamento de triacilglicerdis (TAG) durante periodos de grande oferta energética,
suprir quando necessario e mobiliza-los via lipélise quando o déficit caldrico ocorrer
(AHIMA & FLIER, 2000).

O ato de iniciar o comportamento de busca e de consumo alimentar fica a cargo do
sistema nervoso central que participa da regulacdo desses dois processos por meio de
acOes diretas ou indiretas. Ja o sistema nervoso autbnomo atua no TA por sistemas;
simpatico e parassimpatico, sendo que um promove catabolismo (lipélise), via
estimulagdo B-adrenérgica, que ativa a enzima lipase hormonio sensivel (LHS) e o outro
organiza o metabolismo anabdlico que resulta no aumento de insulina, captura de glicose
e AG, respectivamente (PENICAUD et al., 2000; KREIER et al., 2002).

O estado de obesidade e ingestdo energética aumentada exercem efeitos prejudiciais a
salde. A ingestdo deste tipo de dieta resulta num estado pds-prandial de
hipertrigliceridemia, hiperglicemia e niveis elevados de &cidos graxos livres na circulagdo,
gerando um estado de estresse oxidativo (ESPOSITO & GIULIANO, 2006).
Hiperglicemia leva ao aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) na
mitocondria, por aumentar o gradiente de protons na membrana interna mitocondrial. A
obesidade pode produzir peroxidacédo lipidica por pelo menos 3 mecanismos. O primeiro
refere-se a condicdo de obesidade que aumenta a necessidade metabdlica do miocardio,
com o consequente aumento do consumo de oxigénio. Com isso, a producdo de EROs
como 0s superdxidos e os peroxidos de hidrogénio aumentam devido & maior respiracao
mitocondrial. Caso a producdo dessas espécies de oxigénio exceda a capacidade
antioxidante da célula, o estresse oxidativo pode ocorrer, resultando em peroxidacao
lipidica (TURRENS, 1997). O segundo mecanismo consiste na lesdo celular progressiva e

cumulativa devido a pressdo pela grande massa corporal. O dano celular libera citocinas
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como o fator de necrose tumoral que gera espécies reativas de oxigénio (LECHIEITNER,
2000). O terceiro mecanismo proposto incrimina a dieta hiperlipémica com a alteragdo no
metabolismo do oxigénio, pois as moléculas dos acidos graxos com duplas ligagdes séo
vulneraveis a reagdes oxidativas e consequentemente podem levar a peroxidacéo lipidica
(NEVES, 2010; MURDOLO et al., 2013).

A doenca hepética gordurosa ndo alcotlica (DHGNA) é outra manifestacdo precoce de
obesidade e sindrome metabdlica e que € caracterizada pelo acumulo de grandes goticulas
de triglicérides no interior dos hepatdcitos na auséncia de consumo cronico de alcool
(PACIFICO et al., 2011; TAKAHASHI & FUKUSATO, 2010). A DHGNA é um
fenotipo hepatico da sindrome metabolica resultante de alteracdes patoldgicas cronicas.
Fatores que afetam a morbidade desta doenca envolvem antecedentes genéticos, um
mecanismo de controle epigenético, e a lipotoxicidade do acido graxo livre. E a causa
mais comum de disfuncdo hepéatica em todo 0 mundo, e a obesidade é um fator de risco,
como DM2 e dislipidemias que podem ser condi¢cfes ja preexistentes. Entretanto, essa
condicdo pode estar associada ao uso de alguns medicamentos, esteroides anabolizantes,
toxinas ambientais, e a outras doengas como sindrome da apneia do sono, hipotireoidismo,
e sindrome do ovério policistico. Entre os pacientes com obesidade grave, submetidos a
cirurgia baridtrica, a prevaléncia de DHGNA pode exceder 90%, e até 5% desses
pacientes podem ter cirrose ainda ndo suspeitada (ATHAR et al., 2013; SAZAKI, 2014,
CHALASANI et al., 2018).

Estudo realizado por Tock et al. (2006) demonstra que a DHGNA afetava 52% dos
adolescentes obesos. A prevaléncia aumenta para 58% em individuos com excesso de
peso e pode chegar a 98% em individuos obesos ndo-diabéticos (MACHADO et al.,
2006).

Um estudo transversal, sobre parasitoses relacionado a obesidade, foi apresentado por
Zavala et al. (2015). Os autores determinaram diferencgas na adiposidade entre as criangas
infectadas e ndo-infectadas, com alta prevaléncia de infeccdo parasitaria intestinal e
obesidade. Um total de 296 criancas em idade escolar (8,0 £ 1,5 anos) participou deste
estudo. Antropometria e exame parasitologico de fezes foram analisados. Entamoeba coli
foi o protozoario predominante (20%), seguido por outros parasitas Endolimax nana,
Balantidium coli, Entamoeba histolytica / dispar, iodamoeba butschlii e Giardia lamblia.
As criancas com infeccdo moderada por E. coli tiveram significativamente maior
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circunferéncia da cintura, relacdo cintura-altura, corpo e gordura abdominal do que as
criangas ndo infectadas ou com infeccdo de leve intensidade (p <0,05). Estes resultados
levantam a possibilidade de que uma infeccdo moderada ou pesada com E. coli pode
contribuir para a deposi¢cdo de gordura abdominal e, assim, ter consequéncias a longo
prazo sobre a saude humana.

Importante considerar que tecido adiposo € composto de muitos tipos celulares
diferentes sendo os adipdcitos as células predominantes; além do mais, os diferentes
depositos de tecido adiposo, considerados “mini 6rgaos”, mostram padrdes de expressao
génica distintos e variam amplamente em tamanho e proximidade com érgdos vizinhos
regulando uma variedade de funcdes fisioldgicas e colocando o estudo das adipocinas, ou
produtos secretdrios derivados do tecido adiposo, na vanguarda da pesquisa no campo da
biologia do tecido adiposo (DESRUISSEAUX et al., 2007).

2.10.3. INFLAMAGCAO E RESISTENCIA INSULINICA

A inflamacdo que ocorre no TA durante a obesidade é o principal mecanismo para o
desenvolvimento de resisténcia da insulina (RI) tanto local como sistémica. O TA é o
principal regulador da homeostase de lipidios e glicose bem como responde
imunologicamente aos efeitos da obesidade sendo que a diabetes mellitus se refere a um
grupo de condicbes das quais 0 organismo ndo pode usar ou estocar corretamente a
glicose (WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2003; ZATTERALE et al., 2020; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2018).

Doencas incluindo a diabetes tipo 2 entre outras é resultado de anormalidades nas vias
metabolicas e inflamatdrias em funcéo da infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo na
obesidade. No tecido adiposo branco (TAB) os macréfagos sdo parte integrante das
alteracdes inflamatdrias e desempenham um papel ativo na obesidade mérbida e podem
contribuir para a patogénese da RI induzida pela obesidade, caracterizada por producéo
anormal de citocinas (XU et al., 2003; WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2003). Durante a
obesidade e desenvolvimento da diabetes duas importantes células imunoldgicas e
mediadoras da inflamacdo, macrofagos e neutréfilos, tracam rotas distintas, mas com
intuito de controlar a inflamac&o excessiva e realizar reparos teciduais; isto, quando ocorre
ativacdo alternada de subpopulagdes destas celulas, conforme Figura 7 (RAO et al., 2014).
Os trés principais tecidos sensiveis a insulina (mudsculo esquelético, figado e tecido
adiposo) durante a obesidade, tornam-se menos responsivos a acdo da insulina. A Rl é
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caracterizada por falhas na captacdo de glicose, sintese de glicogénio e, em menor grau,
oxidacgéo da glicose (ORMANZABAL et al., 2018).
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Figura 7: Heterogeneidade das células imunitarias mondcitos/ macréfagos e neutrofilos.
Mondcitos e neutrofilos sdo decendentes da mesma célula progenitora (GMP- progenitor de
granuldcito-mondcito) que é diferenciada da célula-tronco hematopoiética (HSC). A célula
progenitora é capaz de se diferenciar em mondcitos e mieldcitos. Quando recrutados em tecidos, 0s
monacitos se diferenciam em macréfagos. Os macréfagos ativados classicos (M1) expressam
CDl11c, antigenos leucocitarios humanos ou HLD-DR (human leukocyte antigens) e iNOS, TNF-a
e MCP-1. No entanto os macrdfagos ativados alternativos (M2), expressam CD206, CD163, CD
209, IL-1r, arginase 1 e IL-10. Na obesidade/diabetes, “M1” estard presente e contribuird para
manter a inflamagdo cronica e contribuir com a resisténcia a insulina em diversos tecidos.
Igualmente aos macrofagos, os neutrdfilos diferenciados dos miel6citos apresentam diferenciacéo
de fenétipos em diferentes ambientes sendo, “N1” fendtipo pro-inflamatério ou anti-tumoral e
“N2” ativado por mediador liberado por plaquetas; 0 TGF P polariza o fenotipo antiinflamatorio ou
pré-tumoral.

Fonte: Adaptado de Rao, et al., 2014.

A alimentacdo hipercal6rica, mas particularmente a hiperlipidica € um dos fatores
ambientais mais importantes como indutores da obesidade, isto é; induz a um
microambiente que modula a expressdo de varios mMRNAs hipotalamicos que codificam
diversas proteinas com agdes relacionadas ao sistema imunitario. Um dos fatores é devido
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a hipertrofia do TA que induz aumento significativo de mediadores de proteinas
denominadas adipocinas e que realizam a liberacdo de mediadores inflamatdrios como,
leptina, adiponectina, fator de necrose tumoral-o (TNF-a), interleucina-18 (IL-1p),
interleucina-6 (IL-6), proteina 1 quimioatraente de mondcito (MCP)-1, fator inibidor da
migracdo de macrofagos (MIF), inibidor de ativador de plasminogénio (PAI)-1 e
haptoglobina (DE SOUZA et al., 2005, p. 4194, EL-HASHIMI et al., 2000;
MUNZBERG, et al., 2004).

A interleucina 6 (IL-6) tem importantes acdes fisioldgicas que regulam o metabolismo,
dentre elas incluem o descarte de glicose, lipdlise, metabolismo oxidativo e gasto de
energia. Os macrofagos e adipdcitos sdo fontes de IL-6, atividade que se correlaciona com
0 volume de adipécitos (HOTAMISLIGIL, 2006; SKURK et al., 2007). A IL-6
desempenha o papel de sinalizacdo para ativar a via JAK1-STAT3 ((MAUER et al., 2015;
HAN et al., 2020; SCHELLER et al., 2011). A Janus Kinasel — JAKL1 € associada a uma
familia de proteinas tirosinas kinases que desempenha um papel crucial em efetuar a
expressdo de genes que medeiam a inflamacdo quando sinalizada por resposta imune e
inflamatoria da interleucina-6 (I1L-6) / JAK1 o que gera sitios para a ligacdo dos fatores de
transcricdo STAT3 (signal transducers and activators of transcription), os quais sdo
dissociados das subunidades do receptor até o nucleo da célula para ativar a transcri¢ao
(VAINCHENKER et al., 2011; NCBI, 2021). A via de sinalizagdo JAK/STAT € uma das
varias cascatas pleotrépicas (mecanismo genético que controla vérias caracteristicas da
expressdo de um unico gene) usadas para traduzir multiplos sinais como a proliferacao
celular, diferenciacdo, migragéo celular e apoptose (RAWLINGS, 2004). A transducéo de
sinais ocorre quando ha a interacdo da citocina ao seu receptor especifico que se encontra
expresso na superficie da célula-alvo, o que estimula sinais no interior da célula, a fim de
provocar respostas vitais (RENAUD, 2003; SEIF et al., 2017).

A obesidade é um dos progndsticos mais importantes de diabetes tipo 2 (MENKE, et
al.,, 2014). A insulina é um horménio secretado pelas células B que atua ndo s6 no
metabolismo de carboidratos, mas também na regulacéo anabdlica de proteinas e lipideos,
crescimento e proliferacdo celular (FU et al., 2013). Varios fatores podem contribuir para
uma falha na célula B pancreatica dentre os quais a lipotoxicidade, estresse reativo ao
oxigénio e inflamacdo (DEFRONZO et al., 2015). Entretanto, a observacdo de que alguns
individuos obesos mdrbidos mantém uma tolerancia normal a glicose, enquanto alguns

individuos levemente acima do peso se tornam severamente responsivos sugere que nédo e
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a quantidade absoluta de gordura que determina a RI, mas a localizacdo que a gordura se
acumula e a funcdo do proprio adipdcito. Isso sugere que os individuos apresentam um
limite para a quantidade de tecido adiposo que se acumula e, uma vez que essa capacidade
de armazenamento é alcancada, ocorre disturbio metabdlico (GRAY & VIDAL-PUIG,
2007). Interessantes estudos realizados por Foster et al, (2011); Hocking et al. (2015);
Berry & Rodeheffer (2013); Pellegrinelli et al. (2016) demonstram que o transplante de
tecido adiposo subcutaneo ou ainda a retirada do tecido adiposo visceral em camundongos
obesos, resultou em melhoria da homeostase da glicose e reverteu os efeitos metabolicos
prejudiciais da obesidade. No tecido adiposo visceral a hipertrofia ocorre com maior
frequéncia, e hiperplasia no tecido adiposo subcutaneo, isto por ter maior nimero de
células progenitoras originarias do endotélio ou mesmo de células tronco adultas.

Shimobayashi et al., (2018) tracam uma investigacdo consistente sobre a causa da
inflamacdo, resisténcia insulinica e diabetes tipo 2, usando modelo de camundongo e
ainda em tecido adiposo de humanos, na condicdo de obesidade. Os autores afirmam que
a resisténcia a insulina induzida pela obesidade precede o acimulo de macréfagos do tipo
M1 e a inflamacéo no tecido adiposo visceral; isto em funcédo da reducéo da sinalizacdo de
insulina / mTORC2 (rapamycin-insensitive protein complex). Portanto, sugerem que a
resisténcia a insulina no tecido adiposo leva a inflamag&o, e ndo vice-versa.

Por outro lado, de acordo com Rydeén et al. (2002); Reaven et al. (2012) e Guilherme
et al. (2008), o papel da citocina pleotropica TNF-a na resisténcia insulinica dos
adipdcitos pode ser mediado pelo aumento da lipdlise no tecido adiposo, resultando em
niveis elevados de acidos graxos livres, menor esterificacdo de &cidos graxos, reduzindo
também o transportador de glicose estimulado pela insulina, com consequente
hiperlipidemia e resisténcia periférica a insulina. Neste mesmo contexto, Datukishvili &
Mikeladze (2019) afirmam que a resisténcia a insulina no figado pode ser estimulada pela
citocina inflamatoria TNF- a.

Outros mecanismos que disparam a inflamacéo no tecido adiposo s&o o desequilibrio
da homeostase de acidos graxos, morte de adipécitos, hipoxia e estresse mecanico
(HEILBRONN & LIU, 2014; REILLY & SALTIEL, 2017). Por causa do dano hepatico,
0 sistema de reparo tecidual ¢ ativado.
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2.11. ESTRESSE OXIDATIVO E DEFESA ANTIOXIDANTE

No complexo sistema bioldgico, radicais baseados em oxigénio e radicais baseados em
nitrogénio sdo tipos de radicais livres. Radicais livres de oxigénio, como superdxido,
radicais hidroxila e radicais peroxila, com a adicdo de ndo radicais, como perdxido de
hidrogénio, &cido hipocloroso e 0z6nio, sdo espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo
geradas durante o processo de metabolismo de oxigénio. As espécies reativas de
nitrogénio (ERN), incluindo radicais a base de nitrogénio e ndo radicais, como dioxido de
nitrogénio, radicais de Oxido nitrico e peroxinitrito, sdo derivadas de 6xido nitrico e
superdxido via oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) e fosfato de dinucleotideo de
adenina nicotinamida (NADPH) oxidase (APPEL & HIRT, 2004, Mc COR, 2000).

Nos ultimos anos as EROs ndo estdo sendo somente consideradas prejudiciais, mas
inclusive necessarias para a comunicacdo celular e a homeostase em diferentes
organismos. Isto porque, EROs podem modular respostas fisiolégicas como a regulacao
da sinalizacdo do fator de crescimento, a resposta hipdxica, a inflamacdo e a resposta
imune (GORLACH et al., 2015). Porém, a producdo excessiva pode conduzir a leses
oxidativas, as quais podem causar danos aos lipidios, proteinas e DNA celulares.
(BARBOSA et al., 2010; JIA et al., 2020).

O estresse oxidativo ocorre a partir de um desequilibrio entre a formacdo de
compostos oxidantes e 0 desempenho dos sistemas de defesa antioxidante. A geracao de
radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais é resultante do metabolismo de oxigénio.
A principal fonte geradora € a mitocdndria e realiza todo o processo por meio da cadeia
transportadora de elétrons. As reacBGes da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
com o0 oxigénio molecular geram o anion superoxido (O2 * -) considerado a ERO priméria,
que se dismuta para formar o peroxido de hidrogénio (H202), que pode em seguida reagir
para formar o radical hidroxila (HO). Os antioxidantes tém a funcdo de inibir ou mesmo
reduzir os danos causados pela acdo nociva dos radicais livres ou mesmo de espécies
reativas ndo radicais. O sistema é dividido em enzimatico (superéxido dismutase, catalase
e glutationa peroxidase) e ndo-enzimatico. No ultimo caso, é constituido por grande
variedade de substancias antioxidantes, que podem ter origem enddgena ou dietética como
vitaminas E e C, glutationa (GSH), varios carotendides e flavondides. (DROGE, 2002;
MURPHY, 2009; BARBOSA et al., 2010; BHATTI et al., 2017).

O estresse oxidativo esta ligado a muitos distdrbios degenerativos metabolicos, onde a
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funcdo e a estrutura de um tecido ou 6rgdos se deterioram com o tempo, como na diabetes
(NANDI et al.,, 2019). Por outro lado, hd estudos que demonstram o importante
envolvimento do estresse oxidativo no desenvolvimento da sindrome metabdlica
decorrente da obesidade. Pode ocorrer prejuizo na secrecdo de insulina por células 3
pancreéticas, no transporte de glicose no muasculo, no tecido adiposo e ainda esta
envolvido em danos vasculares desencadeando patogénese da aterosclerose, hipertensao e
esteatose hepética, mas também em doencas inflamatdrias cronicas, processos autoimunes
e cancer (GRUNDY, et al., 2004; MATSUOKA, et al., 1997; RUDICH, et al., 1998;
MADDUX, et al., 2001; CACCIAPUOTI, 2016). Estes estudos ocorreram em humanos e
em camundongos; sendo que neste Ultimo em particular foi verificada superproducdo de
EROs em tecidos adiposos com atividades alteradas de NADPH oxidase e de enzimas
antioxidantes (FURUKAWA, et al., 2004). Conforme representado na Figura 8, a
obesidade € caracterizada por inflamacéao crénica de baixo grau com elevacdo permanente
do estresse oxidativo que se estiver superexpresso danifica as estruturas celulares junto
com a baixa producdo de mecanismos antioxidantes, levando ao desenvolvimento das
complicacdes relacionadas a obesidade (MARSEGLIA et al., 2015).

De acordo com Grattagliano et al. (2008) e Hopps et al. (2010) o acimulo de gordura
visceral induz um aumento na peroxidacdo lipidica sistémica e danos através do excesso
de &cidos graxos livres (AGL) e citocinas como 0 TNF-a que desencadeia dano oxidativo
sisttmico. Uma vez deflagrada a sindrome metabdlica, devido ao excesso de peso,
pacientes mostram atividades antioxidantes mais baixas. Nos casos de dislipidemias,
segundo Hopps et al. (2010) diversos estudos in vitro e in vivo relataram maior liberacdo
de EROs e menor sintese de SOD e iNOS. Isto em parte, esta de acordo com o trabalho de
Ventura et al., (2016), os quais induziram a obesidade em gerbils (Meriones unguiculatus)
e concluiram que ocorreu deplecdo de SOD e CAT no figado, bem como reducdo dos
niveis de IL-10 e adiponectina no tecido adiposo.
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Figura 8: Estresse Oxidativo.

O estresse oxidativo é resultado do equilibrio de antioxidantes e espécies reativas de oxigénio
(EROs). A condicédo redox ideal para as células se configura em niveis elevados de antioxidantes
para que ocorra a extingdo ou manutencdo de baixos niveis das EROs. A obesidade e as
comorbidades elevam os niveis de EROs e reduzem os antioxidantes no tecido adiposo levando ao
estresse oxidativo e complicagcdes como resisténcia insulinica e diabetes.

Fonte: Adaptado de Masschelin et al., 2020.

2.12. TBARS - SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO

Um importante método de avaliagdo do estresse oxidativo € o de substancias reativas
ao &cido tiobarbitarico (TBARS), procedimento desenvolvido por Buege e Aust (1978) o
qual avalia a concentra¢do do malondialdeido (MDA, C3H402) que é produto citotdxico e
um excelente biomarcador celular (PILZ et al., 2000; STEGHENS et al., 2001). Todos
componentes celulares estdo sujeitos a agdes de EROs diante do estresse oxidativo. No
caso da membrana celular, quando reage com EROs, desencadeia a peroxidacao lipidica,
processo que causa alteracBes de estrutura e de permeabilidade celular; alterando assim o
metabolismo (FERREIRA et al., 1997). Sankhla et al. (2012) avaliaram a relacdo do
estresse oxidativo com obesidade associada a adiposidade abdominal e verificaram, por
analise da concentracdo de MDA, um aumento deste biomarcador. Resultados
semelhantes foram encontrados em diferentes experimentos realizados por Lasker et al.
(2019) e Skrzep-Poloczek et al. (2020) os quais encontraram niveis aumentados do
produto da peroxidacdo lipidica, malondialdeido, em ratos alimentados com dieta rica em
gordura e ratos alimentados com dieta rica em gordura ap0s cirurgia bariatrica.

2.13. ENZIMA CATALASE

A catalase (CAT) é considerada uma das mais importantes enzimas antioxidantes por
promover a quebra do peréxido de hidrogénio e manter a homeostase redox celular
(NANDI et al., 2019).

No ano de 1937 a catalase foi isolada do figado bovino pela primeira vez e na forma
cristalina e em estado puro (SUMNER & DOUNCE, 1937).
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No sistema antioxidante de natureza enddgena a enzima catalase atua em conjunto
com outras enzimas como: glutationa-peroxidase, metionina-redutase e superoxido
dismutase, convertendo os radicais livres em elementos neutros, ou seja, combatendo 0s
radicais livres. Esta importante enzima pode regenerar outros antioxidantes endégenos,
realizar repararos a danos celulares como também estd envolvida em condi¢Bes de
mutagénese e inflamagcdo (BIANCHI & ANTUNES, 1999; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1984).

A catalase € uma enzima intracelular altamente ativa encontrada principalmente em
peroxissomos a qual decompde duas moléculas de perdxido de hidrogénio a duas de agua
e uma de oxigénio (2H.02 — 2H20 + O2) (MATSCHKE et al., 2019). Em determinadas
condicdes patologicas pode ocorrer a elevacdo de peroxido de hidrogénio ou reducdo da
catalase, provocando assim o acumulo de H20. o qual se difunde facilmente nas
membranas celulares, nucleares e organelas causando danos ao DNA e esgotando ATP,
(GSH) e NADPH (BAI & CEDERBAUM, 2001). A CAT ¢ encontrada, principalmente,
nos hepatdcitos, eritrocitos e muasculos e em baixas concentragdes nas mitocondrias
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; POWERS et al., 1994).

De acordo com os trabalhos de Tiedge et al. (1997), Murata et al. (1998) e Jorns et al.
(1999) o perdxido de hidrogénio age como um oxidante e causa danos a célula B
interrompendo a via de sinalizagdo da producdo de insulina. Fato que corrobora com
trabalho de Msolly et al., (2013) os quais constataram um aumento de quatro vezes na
concentracdo de peroxido de hidrogénio em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 do que
em controles saudaveis. Gankravist et al. (1981) ja haviam observado a baixa
concentragdo de catalase nas células p em camundongos hiperglicémicos o que corrobora
com os achados dos autores anteriores. A reducdo da catalase foi também observada por
Furukawa et al. (2006) os quais induziram a obesidade em camundongos C57BL/6J e
ratos KKAy de 7 a 13 semanas e em trabalho recente de Piao et al. (2019) que
constataram expressdes de genes peroxissomais reduzidos no tecido adiposo branco
(TAB) de camundongos obesos.

2.14. OBESIDADE E PARASITOSES EM HUMANOS E ANIMAIS

A epidemia da obesidade em populages que transitaram em comunidades de baixo
poder aquisitivo para aquelas com facilidade ao acesso a alimentos e ainda conveniéncias

55



modernas é usado como prova que a obesidade resulta de uma interacdo de heranca de
genes com o meio ambiente (TSCHOP, 2001).

A diminuicdo do gasto de energia associada a falta de atividade fisica, aumento da
ingestdo calorica relacionada a alto consumo de alimentos gordurosos, ou ambos, sdo
responsaveis pela etiologia da obesidade em sociedades modernas. Assim, muitos
pesquisadores usam roedores de tipo selvagem mantidos em uma dieta rica em gordura
como um modelo para estudar a obesidade (TSCHOP, 2001).

O estudo dos mecanismos pelos quais a obesidade induz as disfuncdes fisioldgicas
pode ser facilitado com a utilizacdo de modelo animal e considerando que o modelo deve
ser 0 mais proximo possivel da génese da obesidade em humanos, a inducdo dessa
condicdo via consumo de alimentos altamente palataveis e com alto valor energético
parece ser o mais apropriado (ROSINI et al., 2012).

Ventura et al. (2017) afirmaram que o gerbil (Meriones unguiculatus) pode ser
amplamente adotado como um modelo eficaz para o estudo da obesidade induzida por
dieta, ajudando a projetar estudos com condic¢Oes rigidamente controladas e, portanto,
melhorar a compreensdo da obesidade e doencas relacionadas. Estes autores investigaram
a obesidade induzida por dieta rica em gordura e agUcares simples e reproduziram com
sucesso, a inflamacdo cronica de baixo grau com associacao de esteatose hepética.

Alguns estudos utilizando animais obesos demonstraram que o tecido adiposo se
apresenta inflamado devido a presenca de macréfagos que infiltram progressivamente a
medida que ocorre aumento da adiposidade corporal (WEISBERG et al., 2003).

Xu et al. (2020) realizaram uma revisao sistematica e uma meta-analise de estudos em
animais para melhor compreensdo sobre como a obesidade, induzida por dieta e
geneticamente, pode influenciar na sobrevida dos animais com infec¢do bacteriana, dieta
lipopolissacaridica ou influenza, ou seja, na infeccdo e sepse. Apesar de encontrar Vviéis
em alguns trabalhos como a nédo inclusdo de dados bésicos de inicio da inducdo de dieta
ou mesmo de desafio infeccioso, concluiram que a obesidade em diversos trabalhos
analisados tem o efeito protetor em pacientes sépticos, mas efeito nocivo durante a gripe.
Contudo, autores destes trabalhos ndo realizaram estudos clinicos para diferenciar o

impacto da obesidade sobre resultados de pacientes sépticos agudos versus aqueles que
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apresentam doencas cronicas, sendo necessario, portanto, estudos clinicos e pré-clinicos
que avaliem com maior precisdo efeitos danosos ou protetores da obesidade sobre
infeccOes graves. Torres et al. (2018) também tracaram uma investigagdo de alguns
estudos realizados em humanos e em animais que abordam a relagdo entre a obesidade e
infecgBes. Interessante contextualizagdo sobre o tema resulta em afirmar como ainda é
controversa a relagéo.

Estudos demonstram que a obesidade € um fator importante da interrupcdo da
homeostase sistémica, visto que, trabalho de Ferreira et al. (2011) demonstraram a
persisténcia do Trypanossoma cruzi nos adipdcitos caracterizando um reservatorio que a
partir do qual pode haver recrudescimento da infeccdo. De acordo com Tanowitz et al.
(2017) o tecido adiposo pode fornecer local seguro, além de ser um reservatério
energético o qual favorece o crescimento deste parasito.

Durante a infeccdo por Leishmania chagasi em animais com obesidade induzida por
dieta, Segali et al. (2016) observaram que a obesidade promoveu suscetibilidade a
infeccdo causando maior carga parisitaria, dano tecidual hepéatico e esplénico além de
expressar aumento de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IFN-y. Sarnaglia et al.
(2016) investigaram o efeito da obesidade no resultado da doencga leishmaniose visceral
causada por Leishmania infantum chagasi em camundongos C57BL / 6 alimentados com
dieta rica em aclcar e manteiga (HSB) e mostraram que animais obesos exibiram uma
carga parasitaria significativamente maior no figado e no baco comparados com o grupo
de dieta controle, além de maior producdo de IFN-y, TNF-a, IL-6 e &xido nitrico e
diminuicdo da producéo de IL-10 e TGF-p.

Reeves et al. (2013) avaliaram a associacdo entre obesidade e toxoplasmose em
individuos adultos e concluiram que a maior positividade esta entre os adultos obesos em
comparagdo com 0s nao obesos.

Por outro lado, Carvalho et al., (2015) avaliaram cérebro e baco de camundongos
neonatais C57BL/6 com obesidade induzida por injecBes de Glutamato monossédico
(MSG - monosodium glutamate), que resulta em grave hiperleptinemia e os infectaram
com Plasmodium berghei-ANKA a qual induz a malaria cerebral. Obtiveram como
resultado uma parasitemia menor nos animais obesos em relagdo ao grupo controle e
aumento exacerbado das citocinas IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y, mas o mecanismo que

57



leva a super producéo destas citocinas ainda permanece desconhecido.

Wyss et al. (2017) realizaram um estudo observacional retrospectivo em adultos com
diagnéstico de maléria grave associada a comorbidades causada pela obesidade e
concluiram que as doengas ndo transmissiveis devem ser consideradas no tratamento
agudo e na prevencdo da malaria grave, pois de fato, existe associacdo tanto de forma
independente como em combinagdo com um fator de risco metabdlico adicional

(hipertenséo, dislipidemia ou diabetes).
Durante a obesidade, adipocitos secretam mediadores inflamatorios e receptores

imunes sdo expressos para recrutar células imunes que podem tracar novos caminhos
terapéuticos ou ainda novas estratégias preventivas (DARYABOR et al., 2018).
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3. JUSTIFICATIVA

A obesidade é vastamente estudada e considerada como um problema de salde pablica
em todo mundo. Sabe-se que 0 excesso de peso corpdreo desencadeia respostas diversas

no organismo.

As implicacfes decorrentes da obesidade como estado inflamatorio, alteracBes da
resposta metabolicas e histopatoldgicas poderdo agregar condicBes adversas ao individuo
parasitado.

Estudos relacionando amebiase e obesidade tanto experimentais como em humanos
ndo sdo relatados na literatura. Neste contexto este trabalho é genuino, pois reune e avalia
seus efeitos individuais e conjuntos ao nivel fisioldgico do organismo infectado. Nossos
resultados podem fornecer importantes insights para o esclarecimento da patogénese tanto

da amebiase quanto da obesidade.

A hipoétese, neste contexto, € que a obesidade pode ser um agravante em animais

experimentalmente infectados com E. histolytica.
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4, OBJETIVO

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da obesidade induzida em gerbils (Meriones unguiculatus) na infeccéo
amebiana, analisando-se aspectos imunolégicos, bioquimicos e patoldgicos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o impacto da obesidade em gerbils experimentalmente infectados com E.
histolytica, analisando os seguintes parametros:

= Estado nutricional dos animais por peso e consumo alimentar.

= Niveis séricos de colesterol total, colesterol em HDL, triglicérides, glicemia de
jejum, proteinas totais, albumina;

= Curva glicémica por meio do teste de tolerancia a glicose oral (TTGO);

= Avaliacdo macroscdpica da quantidade de tecido adiposo, das lesdes hepéticas e do
abscesso hepatico amebiano;

= Estresse oxidativo no figado e nos tecidos adiposos (epididimal, mesentérico e
retroperitoneal) por TBARS e catalase;

= Histopatologia do tecido hepatico (morfometria e imuno-histoquimica);

= Expressao relativa do mRNA das citocinas 116, Tgfbl, Tnf no figado.

= Atividade da mieloproteinase (MPO) neutrofilica hepética.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. MODELO EXPERIMENTAL E TRATAMENTO INICIAL

Foram utilizados 64 gerbils (Meriones unguiculatus) do sexo masculino, de 16
semanas, obtidos no Biotério do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no Biotério do Laboratério de Amebiase e
Protozooses Intestinais em gaiolas coletivas de polietileno, sendo oito animais por gaiola.
Inicialmente mantidos em &rea de adaptacdo por uma semana recebendo dieta comercial.
Antes do inicio do experimento, os animais foram tratados com Albendazol 40 mg/mi
solugéo oral, para assegurar que 0os mesmos estivessem livres de qualquer parasitose. Cada
animal recebeu 0,ImL (10 pg) da droga por gavagem. Apos 0 tratamento, as fezes dos
animais foram examinadas pelo método de Lutz ou método de sedimentacdo espontanea
de Hoffman, Pons e Janer descrito por De Carlli (2011) para confirmacao de negatividade
de entoparitoses. Durante todo o periodo do experimento as condi¢Bes de temperatura (25°
C) e ciclo claro/escuro (12 h/12 h) foram controladas. O protocolo experimental foi
aprovado pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA) da UFMG (processo n°
302020).

5.2. CONDICOES DE CULTIVO DO PARASITO E PREPARO DO INOCULO

As culturas axénicas de E. histolytica (cepa EGG) foram mantidas em tubos de vidro
150 mm x 10 mm com tampa rosquedvel contendo 12 mL de meio axénico YI
(DIAMOND, 1968) em estufa a 37° C. Para a infec¢do todos os frascos foram colocados
em banho de gelo por 10 minutos para o desprendimento dos parasitos da parede e em
seguida submetidos a centrifugacdo por 7 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet de trofozoitos ressuspendido com 1mL de PBS pH 7,2. Apos este
periodo, 25 uL do meio de cultura foram adicionados a um microtubo contendo 75 pL de
corante vital (eosina 0,125%). Apds homogeneizacao, a solugdo foi colocada na camara de
Newbauer para contagem, considerando-se apenas 0s quatro maiores quadrantes. A
concentragdo obtida foi diluida em PBS pH 7,2, livre de trofozoitos, obtendo-se a
concentragdo final de 1,0 x 10° trofozoitos/mL, em um volume de 150 pL. Esta cepa foi
isolada de paciente sintomético com amebiase intestinal e hepatica. E considerada de alto
grau de viruléncia para os animais de experimentacao.
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5.3. INOCULO

Os animais foram anestesiados com solugdo de ketamina (100 mg/kg) e xilazina (12
mg/kg) via intramuscular e iniciada a laparotomia que consiste em incisdo abdominal de
aproximadamente 1,5 a 2 cm para visualizagdo do figado. Cada gerbil recebeu o indculo
de 1x10° trofozoitos diretamente no lobo esquerdo do o6rgdo, conforme descrito
previamente por Cieslak et al. (1992) e Zhang et al. (2004) e adaptado pelo autor.

5.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E COLETA DE MATERIAL

Apbs periodo de adaptacdo e vermifugacdo, os animais foram distribuidos de forma
homogénea de acordo com peso corporal em 8 grupos de oito animais cada:

Grupo | - Controle sem laparotomia (CTSL);

Grupo Il - Controle com laparotomia (CTCL);

Grupo 11 - Controle infectado+ 4dias de infeccdo (grupo CTINF4d);
Grupo IV - Obeso sem laparotomia (OBSL);

Grupo V - Obeso com laparotomia (OBCL);

Grupo VI - Obeso infectado + 4 dias de infeccdo (OBINF4d);
GrupoVII- Controle infectado +11 dias de infecgdo (CTINF11d);
Grupo VII1- Obeso infectado +11 dias de infec¢do (OBINF11d).

Os animais dos Grupos VII e VIII (CTINF11d e OBINF11d), foram incluidos neste
trabalho, a fim de verificar a evolucdo da infeccdo e 0 comprometimento hepatico nestes
animais por um periodo de tempo maior (11 dias). Os resultados obtidos foram
prioritariamente para efeito comparativo com os resultados das analises histopatoldgicas
morfométricas obtidas com os Grupos Il e VI (CTINF4d e OBINF4d), ambos com 4 dias
de infeccdo.

A Figura 9: Delineamento experimental. representa o delineamento experimental
realizado neste trabalho.
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Indugdo de obesidade Laparotomia e/ou infec¢do
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Figura 9: Delineamento experimental. CT- Grupos controles; OB- Grupos obesos; AIN/93-American Institute of Nutrition/93; HSB- High
sugar and butter; CTSL- Controle sem laparotomia; CTCL- Controle com laparotomia; CTINF4d- Controle infectado+ 4dias de infecgdo; CTINF11d-

Controle infectado +11 dias de infeccdo; OBSL- Obeso sem laparotomia; OBCL- Obeso com laparotomia; OBINF4d- Obeso infectado + 4 dias de
infecgdo; OBINF11d- Obeso infectado +11 dias de infecg&o.
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Para o desenvolvimento deste experimento os animais dos grupos CTSL, CTCL,
CTINF4d e CTINF11d receberam dieta Padrdo AIN-93 (REEVES et al., 1993), composta
de 64%, 20% e 16% de calorias totais provenientes de carboidratos, proteinas e lipideos,
respectivamente e densidade caldrica de 3,9 kcal/g. Os animais dos grupos OBSL, OBCL,
OBINF4d e OBINF11d receberam dieta hipercal6rica (Hiper) rica em gordura e sacarose
(MAIOLLI et al., 2016), composta de 36%, 16% e 48% de calorias totais provenientes de
carboidratos, proteinas e lipideos, respectivamente e densidade cal6rica de 4,9 kcal/g, para
induzir obesidade. A composicao das dietas experimentais esta apresentada na Tabela 2. O
preparo das dietas foi realizado no Laboratorio de Amebiase utilizando componentes da
marca Rhoster®.

Tabela 2: Composicdo das dietas experimentais.

Ingredientes Quantidade (g/Kg)
Dieta Padrao Dieta Hiper

Caseina 140 200
Amido de milho 465,7 208,6
Sacarose 100 232
Maltodextrina 155 0
Mistura de minerais 35 35
Mistura de vitaminas 10 10
Celulose 50 50
Metionina 1,8 3
Bitartarato de Colina 2,5 2,5
Butil-hidrox tolueno - BHT 0,008 0,014
Oleo de soja 40 70
Manteiga sem sal comercial - 189
Total (g) 1000 1000
Densidade calérica (Kcal/g) 3,6 4,9
g de proteina/g de peso corporal 0,05 0,04
Composicéao centesimal (%)
Carboidrato 64,0 36
Proteina 20,0 16
Lipideo 16 48

A inducdo de obesidade permaneceu por 74 dias (grupos OBSL, OBCL e OBINF4d)
ou 81 dias (grupo OBINF11d).
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Na 10% semana, apos jejum de 12 h, inicialmente, os animais foram pesados. Em
seguida, foi realizado o teste de tolerdncia a glicose oral (TTGO). Apds estes
procedimentos e no mesmo dia, seguiu-se a infecgdo. Os animais foram anestesiados com
solugdo de ketamina (100 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg) por via intramuscular e em
seguida foi realizado o procedimento cirargico. A laparotomia foi o procedimento
cirrgico adotado, sendo exclusivo aos animais dos grupos Il e V (CTCL e OBCL),
enquanto que laparotomia somada a infeccdo hepatica com a cepa EGG da E. histolytica
foi realizada nos animais dos grupos IlI, VI, VII e VIII (CTINF4d, OBINF4d, CTINF11d
e OBINF11d). Os grupos | e IV (CTSL e OBSL) ndo sofreram cirurgia e ndo foram
infectados.

No 4° dia ap6s infeccdo, novamente foi feita a curva glicémica nos animais dos grupos
I a VI, apds jejum de 12 h e apo6s a determinacdo do peso corporal. Em seguida, 0s
animais foram eutanasiados sob anestesia com solucdo de Ketamina (100 mg/Kg) e
Xilazina (12 mg/Kg). Foram obtidos dos animais, medida nasoanal e sangue para
sorologia. O sangue foi obtido por exsanguinacdo via aorta abdominal com tubos
capilares, centrifugado a 6000 RPM por 10 minutos para separacdo do plasma, e
armazenado a -80°C até a utilizacdo para dosagens bioguimicas (colesterol total, colesterol
HDL, triglicerideos, glicose, proteinas totais e albumina). Apos deslocamento cervical,
foi feita uma abertuda longitudinal na cavidade abdominal para coleta dos demais tecidos
(figado e tecidos adiposos) que foram pesados em balanca da marca Marte Ad 5002. O
lobo esquerdo hepético foi seccionado em trés porcdes tranversias sequenciais de
aproximadamente 2 mm, sempre do apice em direcdo a base, que foram fixadas em
solucdo de formol tamponado a 10% para andlises histopatoldgicas. Outra porcdo do
figado foi acondicionada e armazenada a -80°C até a avaliacdo dos parametros de estresse
oxidativo. Os tecidos adiposos (epididimal, mesentérico e retroperitoneal) foram
seccionados (= 1 cm) e fixados em solucdo de formol a 10%, para analise histolégica e
outra porcdo foi também destinada para avaliacdo do estresse oxidativo.

Com os animais dos Grupos VIl e VIII - CTINF11d e OBINF11d a coleta de sangue e
do figado ocorreram apos 11 dias de infeccao.
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5.5. AVALIACAO DO PESO CORPORAL, ADIPOSIDADE E CONSUMO
ALIMENTAR

O peso corporal individual foi registrado semanalmente e o consumo alimentar por
gaiola registrado em dias alternados, sendo que a dieta foi pesada antes da oferta e
subtraido o peso da sobra alimentar depois da oferta (oferta dieta — sobra dieta =
consumo). No final do experimento foram calculados os pesos relativos do figado e do
tecido adiposo (peso do tecido/peso corporal final x 100). O tecido adiposo subcutaneo foi
omitido do célculo, pois pouco contribui para a adiposidade corporal total. O indice de
adiposidade foi obtido pela soma das quantidades de gordura epididimal, mesentérica e
peritoneal, dividida pelo peso corporal (TAE +TAM +TAR) *100/Peso corporal.

Ao final do experimento, o consumo energético foi calculado considerando-se o
consumo dos 74 dias para os grupos | a VI e 81 dias de experimento para os grupos VIl e
VIII.

5.6. ENSAIOS BIOQUIMICOS

As dosagens séricas de colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos, glicose,
proteinas totais e albumina, foram realizadas por ensaio enzimaético, seguindo as
recomendacdes do fabricante (kit Labtest, Brasil) e os resultados expressos em mg/dL.
Todas as analises foram realizadas com o material coletado depois da infeccéo.

5.7.CONCENTRACAO DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO
TIOBARBITURICO - PEROXIDACAO LIPIDICA - TBARS

Fragmentos de 100 mg do tecido foram macerados em 1 mL de solucéo salina (PBS),
pH 7,2. A solugdo resultante foi centrifugada por 10 min a 10000 RPM a 4° C e o
sobrenadante foi recolhido para a dosagem de todos os parametros relativos ao estresse
oxidativo.

A determinacdo da concentracdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico
(TBARS) foi feita da seguinte maneira: o homogenato de figado, tecido adiposo
epididimal (TAE), tecido adiposo mesentérico (TAM) e Tecido adiposo retroperitoneal
(TAR), foi colocado em tubos de vidro, ao qual foi adicionada a solugédo de TBARS
(&cido tricloroacetico a 15% + &cido tiobarbitdrico a 0,375% + HCI 0,25 N + &gua
deionizada g.s.p.). Em seguida, os tubos foram fervidos por exatamente 15 minutos, sendo
posteriormente resfriados em &gua corrente. Apds o resfriamento foram acrescentados
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750l de alcool butilico com posterior homogeneizagéo e centrifugacdo a 3000 RPM por
10 minutos. A quantidade de 200 pul do sobrenadante de cada amostra foi pipetada em
microplaca de 96 pocos e a absorbancia foi lida em leitor de microplaca a 535 nm. A
dosagem de TBARS foi expressa por: concentracdo de malondialdeido (MDA) por grama
de proteina no tecido, dosada da mesma forma que a proteina plasmatica, conforme
descrito previamente.

Conforme método de Buege & Aust (1978).

5.8. ATIVIDADE DE CATALASE

A dosagem da atividade da enzima catalase (CAT) foi baseada na técnica descrita por
Nelson & Kieson, 1972. A catalase tem como funcéo proteger a célula contra a oxidacéo,
assim ira catalisar rapidamente a decomposicdo do H20,. O valor de 1 U de catalase
equivale a hidrélise de 1umol de H202 por minuto (¢ = 39,4 L.mol* .cm™) (Aebi, 1984).
Uma vez que a CAT decompbe o H202 em H.O e O, é permitido neste método a
observagdo direta da decomposi¢cdo do H20., ou atividade da enzima catalase, pela
diminuicdo da absorbancia a 240 nm. Portanto, 25 pL da porcdo sobrenadante do
homogenato de tecido foram colocados em uma cubeta de quartzo, acrescentando-se o
reagente (300 pl de H2O2 30% + 10 mL de H>O miliQ) e ainda, 1 mL de solucdo salina.
A leitura foi efetuada entre 0, 15, 30, 45 e 60 segundos a 240 nm (AAbs/min.) e os
calculos feitos pela diferenca de leitura de tempo final (60 s) pelo tempo inicial (0 s),
dividido pelo volume (ml) da amostra. Os resultados foram expressos como nmol de CAT
por mg de proteina. A dosagem de proteina foi realizada da mesma maneira que a proteina
plasmética, conforme descrito previamente.

2H,0, “T 2H,0 + 0,

5.9.TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE ORAL (TTGO)

O teste de tolerancia a glicose a oral (TTGO) foi realizado em animais submetidos a
jejum prévio de 12 horas para a determinagdo da curva glicémica, apos sobrecarga de
glicose oral. Os animais receberam por gavagem, uma dose de glicose a 80% (75 mg/100
g de peso corporal). Utilizou-se uma céanula delvo n° 15 acoplada a uma seringa de 1 mL,
conforme as recomendagOes do CEUA. Realizou-se a medida da glicemia capilar caudal,
através de glicosimetro (OneTouch Ultra, Johnson & Johnson’s), em diferentes tempos: 0
(basal), 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 minutos apo6s a administracdo de glicose. As
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dosagens foram realizadas nos grupos controle e obesos antes da infeccdo e apds 4 ou 11
dias de infeccdo.

5.10. ANALISE HISTOPATOLOGICA DO FIGADO

No momento da necrdpsia, amostras do figado dos animais dos diferentes tratamentos,
foram coletadas, divididas em trés fatias e fixadas em formol tamponado 10%, pH 7,2.
Apos o periodo de fixacdo, as fatias do figado foram desidratadas, diafanizadas, infiltradas
e incluidas em parafina sendo obtidos cortes de 4 um de espessura para coloragdo com
hematoxilina e eosina (H&E) e confecionados laminas para andlise histopatoldgica e
morfométricas. Outros cortes histologicos de mesma espessura e ndo corados, foram
montados em laminas para reagcdes de imuno-histoquimica.

5.11. ANALISE MORFOMETRICA DA AREA DE NECROSE

Os cortes histoldgicos obtidos para analise histopatoldgica foram submetidos a anéalise
morfomeétrica das areas de necrose e de focos inflamatorios, usando-se objetiva de 20X e
através do programa KS300 contido no analisador de imagens Carl Zeiss (Oberkochen,
Germany) (COSTA, et al., 2007). Todas as areas de necrose e focos inflamatérios foram
visualizadas por intermédio da objetiva 20X do microscopio Axiolab Carl Zeiss,
digitalizadas através da microcamera QColor# - Olympus (Tokyo, Japdo) e delimitadas
interativamente com o auxilio do cursor para o céalculo da 4rea em um?. Em seguida, todos
os cortes histoldgicos foram digitalizados por intermédio do scanner Epson, na resolucao
de 800 ppp. Todos os pixels de cada corte histologico foram totalmente selecionados, com
subsequente criacdo de uma imagem bindria e célculo da area total do corte. A menor area
de corte histoldgico do figado foi usada como padrdo minimo de parénquima hepatico a
ser analisado estatisticamente.

A metodologia empregada para 0 imageamento microscopico, segmentacdo de
imagens, processamento digital e definicdo das condi¢cGes de morfometria foi a descrita
por Caliari (1997).

5.12. REACAO DE IMUNO-HISTOQUIMICA PARA DETECGCAO DE
TROFOZOITOS

A atividade da peroxidase endogena foi eliminada incubando os cortes em solucéo de
H>02 30v a 3,5% em 200 mL de PBS por 15 minutos e os sitios de ligacdo inespecifica
foram bloqueados incubando os cortes com solucgdo de bloqueio da marca Protein Block
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Free por 40 minutos a 4° C. Para identificacdo dos trofozoitos os cortes foram incubados
overnight a 4° C com o soro policlonal anti-ameba (anticorpo primério) na diluicdo de
1:700. No dia seguinte foram incubados por 60 min. a 4° C com soro secundario de cabra
anti-rato na diluicdo 1:60. Em sequéncia foi adicionada estreptavidina conjugada com
peroxidase (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA). A marcacdo foi detectada
usando solucdo de diaminobenzidina 0,05% em H.O> 30v a 0,2%. Como controle
negativo, o antisoro primario foi substituido por PBS em alguns cortes. Como controles
positivos, foram usados cortes de figado ricos em trofozoitos e com porgdes de tecido
hepatico normal. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris diluida e
montados em entelan.

A metodologia empregada foi conforme Costa et al. (2011).

5.13. PERFIL DE CITOCINAS - EXTRACAO DE RNA

Para determinar o perfil de citocinas, o tecido hepatico de cada animal dos oito grupos
experimentais foi seccionado em fragmentos de 2 cm, imediatamente imersos em
RNAIlater® (Ambion, Austin, Texas, EUA) para prevencdo da degeneracdo de RNA e
armazenados a -80° C até momento da extracdo do RNA total.

O RNA total foi extraido utilizando o reagente RNA-STAT-60™, conforme protocolo
do fabricante. Amostras de 50 - 100 mg de tecido hepéatico foram homogeneizadas no
RNA-STAT-60™ (1 ml/50-100 mg de tecido). Apds a homogeneizagdo, o homogenato
permaneceu 5 min. em temperatura ambiente para permitir a dissociagdo completa dos
complexos de nucleoproteinas. Em seguida, foi adicionado 0,2 ml de cloroférmio por 1ml
de RNA STAT-60™ ¢ as amostras foram agitadas vigorosamente por 15 segundos e
permaneceram em temperatura ambiente por 3 min. O homogenato foi cetrifugado a
12.000 g/15 min. a 4° C. Apos a centrifugacao, foi possivel a obtencdo de duas fases: uma
fase de cloroformio fenol vermelho inferior e a fase aquosa superior incolor. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionado 0,5 ml de isopropanol por 1 mL de
RNA STAT-60™ usado para homogeneiza¢do. As amostras permaneceram a temperatura
ambiente por 5-10 min. e novamente centrifugadas a 12.000 g/10 min. a 4° C. O
precipitado de RNA apresentou-se visivel como um pellet branco no fundo do tubo. O
sobrenadante foi em seguida removido e o pellet de RNA foi lavado uma vez com etanol
75%, vortexado e em seguida centrifugado a 7.500 g/5 min. a 4° C. Foi adicionado pelo
menos 1 mL de etanol 75% por 1 mL do RNA STAT-60™ usado para a homogeneizagao
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inicial.

No final do procedimento, o pellet de RNA passou por secagem ao ar na capela de
fluxo. A secagem néo foi completa pois isso diminuiria sua solubilidade. O pellet de RNA
foi entdo dissolvido em &gua livre de RNase ou em 1 mm de EDTA, pH 7,0 ou em
solucdo de SDS a 0,5%. As amostras de RNA foram vortexadas e depois incubadas por
10-15 minutos a 55-60° C em solugdes livres de RNasel tratadas com dietilpirocarbonato
(DEPC).

A quantificacdo do RNA foi realizada por espectrometria utilizando o equipamento
NanoDrop™ 2000c (NanoDrop Thermo Fisher Scientific, spectrophotometers),
determinando a raz&o de absorbéancia em 260 a 280 nm.

5.14. AMPLIFICACAO DO cDNA

A quantidade de 10ug de RNA total foi usada em reacdes de transcri¢do reversa para
producdo de cDNA usando-se o kit Bio-Rad, seguindo recomendac6es do fabricante. Para
isso foi utilizado iScript™ reverse transcription supermix for RT-gPCR (Bio-Rad
Laboratories, Inc. Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Na reacdo de RT-qPCR
foram utilizados 1,5 pL de RNA para cada reacdo e por amostra. O RNA total foi
armazenado a -80° C e o cDNA armazenado a -20° C.

5.15. ANALISE DE REACAO EM CADEIA (RT-qCR)

O cDNA (2 pL) obtido foi usado para a quantificacdo da expressdo das citocinas
usando-se o kit SYBR Green PCR Master Mix 2x Bio-Rad. O gene enddgeno constitutivo
utilizado foi o GAPDH (Gliceraldeido-3-fostato-desidrogenase). As citocinas e 0s
respectivos iniciadores usados estdo apresentados na Tabela 3.

Os pares de iniciadores (forward e reverse) foram utilizados na concentragdo de 10x
cada, ou seja, 10 pL de primer + 90 pL de &gua livre de RNase. A sele¢do dos iniciadores
garantiu a amplificacdo especifica dos alvos determinados que amplificaram amplicons
que variaram de 71 a 122 pares de bases por reagcdo em cadeia da polimerase quantitativa
em tempo real (RT- gPCR), usando o sistema SYBR Green - SsoAdvanced™ Universal
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA), de acordo com as

instrugdes do fabricante.
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Tabela 3: Sequéncia dos primers gene-especifico para as citocinas utilizadas na RT-
gPCR para expressao relativa de mRNA.

Amplicon:
Gene
Forward: 5° — 3’ Reverse: 5> — 3’ pares de
Alvo
base (pb)
Gapdh CTGGCATGGCCTTCCGAG CAGGTTTCTGCAGTCGGC 71
116 AGGATCCAGGTCAAATAGTCTTTCC TTCCGTCTGTGACTCCAGTTTCT 92
Tofbl CTACCACGCCAACTTCTGTCT TTGTGTTGGTTGTAGAGGGCAA 92b
Tnf GCATGGAGCTCAGGGACAACCAG GGCTGACGGTGTGCGTGAGGA 122

Fonte: Fonseca, 2019.

Os dados foram validados e confirmados por RT-gPCR e as alteragGes na expressao
foram calculadas usando o método Ct comparativo (AACt), expresso como alteracdo de
dobra em relacéo a razéo.

5.16. AVALIACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPROTEINASE (MPO)
NEUTROFILICA HEPATICA

Para a avaliacdo da atividade de mieloperoxidase de neutréfilos (MPO), foram
necessarios 100 mg de tecido hepatico homogeneizado (TissueLyser LT® - Qiagen,
Hilden, Alemanha) em 1.000uL de PBS tamponado com fosfato (0,4 M de NaCl e 10 mM
de NaPOa) suplementado com 0,05% de Tween 20, 0,5% de albumina de soro bovino e
inibidores de proteases (0,01 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila - PMSF, 0,1 mM de
cloreto de benzetébnio, 10 mM de EDTA e 20 Ul de aprotinina A). Em seguida, 0s
homogenatos foram centrifugados a 800 G, durante 10 minutos em 4° C, o sobrenadante
foi armazenado a temperatura de -80° C para outras futuras dosagens e 0 homogenato foi
utilizado para a dosagem de MPO. Em seguida foi adicionado ao sedimento 800 pL de
solucdo tampéo 2 (Na2HPO4 0,05 M, brometo de hexadeciltrimetilaménio a 0,5%), as
amostras foram homogeneizadas e depois submetidas a trés ciclos de congelamento e
descongelamento utilizando nitrogénio liquido. O lisado foi centrifugado novamente
(10.000 rpm, 10 minutos a 4° C) e o sobrenadante resultante foi utilizado para o ensaio
enzimatico. Para a realizacdo do ensaio, 25 uL. das amostras foram distribuidas em todos
0s pogos de placas com 96 pocos (Corning®, EUA). Posteriomente foi adicionado 25ul
de substrato TMB 1,6 mM (3,3-5,5, - tetrametilbenzina diluido em dimetilsulfoxido -
DMSO) seguida pela incubacdo por 5 minutos a 37° C. Depois deste periodo foi
adicionado 100 pL de H202 a 0,002% e apos incubagdo por 5 minutos a 37° C, a reacdo
foi interrompida pela adi¢do de 100uL de acido sulfarico (H2SO4 1M). A absorbancia das
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amostras foi determinada por um leitor de microplacas VersaMax® ELISA (Molecular
Devices, EUA) em um comprimento de onda de 450nm.

A metodologia foi realizada conforme descrito por Russo et al. 2002, Nogueira et al.
2016 e Oliveira et al. 2019.

5.17. ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada no sentido de avaliar os efeitos da obesidade nos
parametros bioquimicos, metabolicos e histopatoldgicos, comparando-se 0 grupo de
obesos com os controles ndo obesos, bem como as diferencas da evolucdo dos pesos dos
grupos com dieta indutora de obesidade comparada com a dieta padrdo. A avaliacdo dos
dados dos grupos CTINF4d, OBINF4d, CTINF11d e OBINF11d foi realizada somente
para as andlises hitopatologicas/ morfometria dos grupos tendo como método empregado a
analise de teste t sequido pelo pos-teste de Mann Whitney (comparacgéo entre 2 grupos). A
avaliacdo da normalidade foi realizada através do teste de Shapiro-Wilk. Para os dados
paramétricos foram empregados teste t de Student (comparacdo entre 2 grupos) andlise de
variancia (ANOVA) one-way seguida pelo pds-teste de Tukey (comparacdo entre 3
grupos CTSL x CTCL x CTINF4d ou OBSL x OBCL x OBINF4d) e ainda comparacéo
ente grupos CTINF4d x OBINF4d e CTINF11ld x OBINF11d ou ANOVA two-way,
seguida pelo pds-teste de Tukey (evolucdo do peso corporal, teste de TTOG, parametros
avaliados antes e ap6s a infeccdo). Para os dados ndo paramétricos (determinacdo de
HDL, catalase no figado e no TAR) foi utilizado o teste Mann Whitney (comparacao entre
2 grupos) ou Krus Kal-Wallis (comparacao entre 3 grupos CTSL x CTCL x CTINF4d ou
OBSL x OBCL x OBINF4d) seguido pelo pos-teste de Dunn. Diferenca significativa foi
considerada quando o valor de p foi < 0,05. Para avaliacdo da expresséo de citocinas dos
grupos CTSL, CTINF4d, CTINF11d, OBSI, OBINF4d e OBINF11d foi utilizado o teste
comparacao entre os 3 grupos foi feita por ANOVA one way seguida pelo teste de Tukey.

A comparacao entre os 2 grupos foi feita por teste t de Student seguido pelo teste de Mann
Whitney. Se os dados ndo deram distribuicdo normal, foi feita a analise pelo teste de
Kruskall Wallis. Para os dados de MPO foi utilizado por multiplas comparacdes o teste de
Krus Kal-Wallis. Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
versdo 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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6. RESULTADOS

6.1. AVALIACAO DO PESO CORPORAL, ADIPOSIDADE E CONSUMO
ALIMENTAR

Para a apresentacéo destes resultados, os animais foram reunidos em dois grupos de
acordo com a dieta recebida. Desta forma, foi construida a curva de evolucdo do peso
corporal do conjunto de grupos controles e obesos (Figura 10) do tempo zero até o final
do experimento. A partir da 22 semana de experimento os animais do grupo denominado
“Obesos” tiveram peso corporal médio maior que os animais do grupo denominado

Controles. A diferenca permaneceu em todo o periodo experimental.

Evolucao do peso corporal do conjunto de
grupos controles e obesos

CONTROLES
- OBESOS

Peso corporal (g)

70- Dias apos Infecgéo

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 +4dias
Semanas

Figura 10: Evolucdo do peso corporal (g) do conjunto de grupos controles e obesos.

Grupos controles: todos os animais dos grupos CTSL (Controle sem laparotomia), CTCL (Controle

com laparotomia) e CTINF4d (Controle infectado 4 dias); Grupos obesos: todos 0s animais dos

grupos OBSL (Obeso sem laparotomia), OBCL (Obeso com laparotomia) e OBINF4d (Obeso

Infectado 4 dias). Os valores sdo médias £ SEM de 24 animais por grupo. A comparacao entre 0s

grupos controles e obesos foi realizada usando-se ANOVA two way com teste post-hoc de Tukey.
*A significancia estatistica foi estabelecida em p <0,05.

Na Figura 11, os mesmos resultados sendo expressos na evolucdo do peso corporal,
dentre os grupos que sdo: grupos controles CTSL, CTCL, CTINF4d e grupos obesos
OBSL, OBCL, OBINF4d. As diferencas comegam a surgir a partir da quarta semana de
experimento até a décima semana. Apés a infeccdo, os pesos ndo foram diferentes. Os
animais dos grupos OBSL e OBCL tiveram peso maior comparados aos respectivos
controles a partir da 5% semana de experimento e esta diferenca permaneceu até o final.
Os animais dos grupos OBSL e OBCL tiveram peso maior comparados aos respectivos
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controles; os animais do grupo OBINF4d tiveram a evolugdo de peso com diferenga
significativa aos animais do grupo CTINF4d até 10% semana quando os pesos reduziram
na semana de infeccdo e ndo apresentaram diferenca significativa.

Evolucao do peso corporal por grupo

120+ oy
CTSL

@110' CTCL
® 100+ CTINF4d
]
£ g9 - OBSL
o - OBCL
o 80-
g - -+ OBINF4d
o 70- Dias apos Infeccdo

60 1 1 1 1 1 1 1 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 +dias
Semanas

Figura 11: Evolugéo do peso corporal (g) por grupo experimental.

CTSL: Controle sem laparotomia; CTCL: Controle com laparotomia; CTINF4d: Controle infectado
4 dias; OBSL: Obeso sem laparotomia; OBCL: Obeso com laparotomia; OBINF4d: Obeso
Infectado 4 dias. Os valores sdo apresentados como média + SEM de 8 animais por grupo. A
comparagédo entre os grupos foi realizada usando-se ANOVA two way com teste post-hoc de
Tukey. A significancia estatistica foi estabelecida em p <0,05. # Significativamente diferente para
as comparacdes CTSL versus OBSL, CTCL versus OBCL e CTINF4d versus OBINF4d.
*Significativamente diferente para as compara¢bes CTSL versus OBSL e CTCL versus OBCL
apos 10 semanas.

Na avaliacdo da média do consumo alimentar (g/animal), verificou-se que 0s
resultados ndo foram significativamente diferentes entre o conjunto de grupos, sendo que
0s animais dos grupos obesos consumiram quantidade de alimento semelhante durante o
periodo experimental em comparacao aos animais dos grupos controle (Figura 12).
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Consumo alimentar (g/animal)do conjunto de
grupos controles e obesos

Controles

Il oObesos

Consumo alimentar
(g/animal)
B
L

Figura 12: Média da ingestao das dietas (g/animal) dos grupos controles e obesos no
periodo do experimento.

Os valores sdo médias + SEM de 24 animais por grupo. A comparagdo entre 0s grupos controles e
obesos foi realizada usando-se teste t de Student.

*A significancia estatistica foi estabelecida em p <0,05.

Com relacdo aos resultados da média do consumo de energia (Kcal/animal) do
conjunto de grupos controles e obesos, o valor em kcal desse consumo foi maior nos
grupos obesos uma vez que a densidade energética da dieta hiperlipidica € maior que a
padrdo (Figura 13). Isto justifica 0 maior ganho de peso no final de 74 dias nos animais
dos grupos obesos (OBSL, OBCL E OBINF4d) e 81 dias do grupo OBINF11d.

Consumo de energia (kcal/animal) do conjunto de
grupos controles e obesos

409
Controles

Il oObesos

w
o
1

Consumo de energia
(kcal/animal)
L N
o o
L L

Figura 13: Média do consumo de energia (kcal/animal) dos grupos controle e obesos no
periodo do experimento.
Os valores sdo médias + SEM de 24 animais por grupo. A comparagdo entre 0s grupos controles e
obesos foi realizada usando-se teste t de Student.
*A significancia estatistica foi estabelecida em p <0,05.
Para efeito de comparacdo sobre o tempo de infecgdo associado a lesdo hepética
(AHA), os grupos CTINF4d e OBINF4d e os grupos CTINF11ld e OBINF11d foram

analisados. Na Figura 14 (A e B) foram comparadas a evolugdo de peso destes animais
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nos diferentes tempos de infecgéo considerando:
Figura 14 (A) — 10 semanas + 4 dias de infeccdo (10+4d);
Figura 14 (B) — 10 semanas + 4, 8 e 11 dias de infec¢do (10+11d).

Os resultados mostram que o tempo de infeccdo foi negativamente associado a
evolucdo de peso corporal nos animais obesos, pois a perda de peso nestes animais apos 4
dias de infecgéo (Figura 14A) foi tdo expressiva que as curvas de crescimento tendem a se
encontrar com o passar do tempo (Figura 14B), isto provavelmente causado pelo AHA.

A B
Evolugao do peso corporal nas 10 semanas Evolugao do peso corporal nas 10 semanas
+ 4 dias de infecgao +4, 8 e 11 dias de infecgao

CTINF4d CTINF11d
Chia = OBINFad 5 "1 - OBINF11d
® 100- '® 100-
2 2
5 90 5 90
o Q
o 80 o 80
0 n
Q . Q .
o 70" Dias apds Infecgao o 70# Dias apos Infecgdo
H —
0123456789104 01234567 89104443+
Semanas Semanas

Figura 14: Evolucdo da média do peso corporal (g) dos grupos controles infectados e
obesos infectados em diferentes tempos de infeccéo.

(A) Comparacéo de peso entre os grupos CTINF4d e OBINF4d nas 10 semanas e + 4 dias de
infeccdo. (B) comparacdo de peso entre os grupos CTINF11d e OBINF11d nas 10 semanas e + 4, 8

e 11 dias de infecgdo. Os valores sdo médias = SEM de 8 animais por grupo. A comparacgao entre

0s grupos CTINF4d e OBINF4d; CTINF11d e OBINF11d foram realizadas usando-se ANOVA
two way com teste post-hoc de Bonferroni.

*A significancia estatistica foi estabelecida em p <0,05.

6.2. AVALIACAO MACROSCOPICA DO AUMENTO DE TECIDOS ADIPOSOS

Os animais submetidos a inducdo de obesidade apresentaram diferencas de
composicdo corporal em relacdo ao ganho de peso. A Figura 15 apresenta a visdo
macroscépica da quantidade de tecido adiposo entre os grupos. Pode ser verificado que o
animal do grupo OBSL apresenta maior quantidade de tecidos adiposos epididimal (TAE)
e mesentérico (TAM) em relagdo ao animal CTSL.

76



OBSL CTSL OBSL CTSL

Figura 15: Gerbils (Meriones unguiculatus).

(A) — Animais dos grupos OBSL (esquerda) e CTSL (direita). (B) —Animais eutanasiados dos
grupos OBSL (esquerda) apresentando detalhe macroscopico de maior quantidade de tecidos
adiposos epididimal (TAE) e mesentérico (TAM) (pontas das setas) em relacdo ao animal CTSL
(direita) (pontas das setas).

6.3. AVALIACAO MACROSCOPICA DO ABSCESSO HEPATICO AMEBIANO

Na Figura 16 estdo apresentados animais dos grupos CTINF4d e OBINF4d onde foi
observada extenso AHA no animal do grupo CTINF4d (Figura 16A). Nos animais em
condicdo de obesidade e sacrificados ap6s 4 dias de infeccdo foram observados figados
que ndo apresentaram o AHA e ainda abscessos menores (Figura 16B e C)
respectivamente.
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A
CTINF4d OBINF4d

Figura 16: Imagem macroscopica do figado de gerbils (Meriones unguiculatus) apos

infeccdo com E. histolytica.

(A) — Animal do grupo CTINF4d com extenso abscesso hepatico amebiano (ponta de seta). (B) —
Animal do grupo OBINF4d sem abscesso hepatico amebiano (C) — Animal do grupo OBINF4d
com pequeno abscesso hepatico amebiano (ponta de seta).

Na Figura 17 sdo apresentados os figados de animais que representam 0S grupos
CTINF4d (33A), CTINF11d (33B), OBINF4d (33C) e OBINF11d (33D).
Macroscopicamente foi observada nitida diferenca de tamanho dos abscessos hepaticos
entre 0s grupos onde nota-se maior lesdo nos animais controles infectados, ou seja,
CTINF4d e CTINF11d.

Foi possivel notar que animais obesos infectados por 4 dias (OBINF4d) ou 11 dias

(OBINF11d) tiveram abscessos hepaticos menores quando comparados aos respectivos
controles (CTINF4d e CTINF11d).
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CTINF- 4 dias de infec¢do OBINF- 4 dias de infeccdo

CTINF- 11 dias de infecgdo OBINF- 11 dias de infecgdo

Figura 17: Macroscopia do figado de gerbils (Meriones unguiculatus) apos 4 e 11 dias de
infeccdo com a cepa EGG de E. histolytica.

A e B — Abscesso hepatico amebiano de animais do grupo controle ap6s 4 dias (CTINF4d) e 11
dias (CTINF11d) de infeccéo, respectivivamente. C e D — Abscesso hepatico amebiano de animais
obesos apds 4 dias (OBINF4d) e 11 dias (OBINF11d) de infec¢do respectivamente. Lesdes
menores foram macroscopicamente visualizadas nos animais dos grupos OBINF4d e OBINF11d
(pontas de seta) em relacdo as lesdes dos grupos CTINF4d e CTINF11d (pontas de setas).

6.4. AVALIACOES REALIZADAS NAS VARIAVEIS: INGESTAO DE
ALIMENTOS, CONSUMO DE ENERGIA, PESO CORPORAL FINAL, PESOS
RELATIVOS DOS TECIDOS ADIPOSOS, FIGADO, BACO E INDICE DE
ADIPOSIDADE.

6.4.1. AVALIACAO DA INGESTAO DE ALIMENTOS, CONSUMO DE ENERGIA E
PESO CORPORAL FINAL

A Tabela 4 apresenta os resultados da ingestdo de alimentos (g/animal) e foi observado
0 consumo menor do grupo de animais CTCL em relacdo aos grupos CTSL e CTINF4d.
No entanto o consumo foi igual entre os grupos obesos, mas o grupo OBCL consumiu

79



mais alimento que o grupo CTCL. Quando comparado o consumo de energia entre 0S
controles, foi verificado menor consumo pelos animais do grupo CTCL em relagcdo aos
grupos CTSL e CTINF4d estando de acordo com o resultado de menor consumo de
alimentos. Com relagdo aos grupos obesos néo foram observadas diferencas significativas
entre 0s grupos. Porém, quando comparado o consumo de energia entre 0s grupos obesos
e seus respectivos controles, foi constatado um maior consumo de energia pelos grupos
obesos.

Os animais do grupo OBINF4d consumiram mais energia e alimentos que 0s animais
do grupo CTINF4d, porém estes aspectos ndo interfiriram no resultado da analise
morfométrica do AHA quando comparados, conforme apresentado mais a frente.

Com relacdo ao peso corporal final (g) resultou em igualdade entre os grupos
controles e entre 0s grupos obesos sendo que 0s grupos OBSL e OBCL apresentaram
maior peso corporal que os respectivos controles e o grupo OBINF4d teve o peso final
semelhante ao CTINF4d, mostrando que a infeccdo associada a obesidade, reduz o ganho
de peso.

6.4.2. AVALIACAO DOS PESOS RELATIVOS DO FIGADO E BACO, DOS TECIDOS
ADIPOSOS EPIDIDIMAL, MESENTERICO, RETROPERITONEAL E INDICE
DE ADIPOSIDADE

Na Tabela 4 os pesos relativos do figado (%) do baco (%) ndo apresentaram alteracfes

entre 0S grupos.

No entanto o peso relativo do TAE (%) foi igual entre os controles, mas entre 0s
obesos foi menor no OBINF4d. Os grupos OBSL e OBCL tiveram maior peso do TAE
que seus controles. Ainda com relacdo ao peso deste tecido o grupo OBINF4d apresentou
semelhanca ao grupo CTINF4d, corroborando com o resultado do peso corporal final.

O peso relativo do TAM (%), apresentou-se igual entre 0s grupos controles e entre 0s
grupos obesos, mas o grupo OBCL teve maior peso do TAM que seu controle (CTCL).

O peso relativo do TAR (%) teve diferenca entre os grupos controles, pois 0 grupo
CTCL teve o Peso relativo do TAR menor que o CTSL. Entre os grupos obesos ndo houve
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diferenga para a avaliagdo deste tecido, ou seja, a obesidade ndo influenciou. Ja o grupo
OBCL teve maior peso do TAR em relagdo ao seu controle (CTCL); isto &, equivale ao
resultado encontrado para o peso relativo do TAM.

O indice de adiposidade (%) ndo repetiu o resultado encontrado para peso corporal
final, pois foi igual entre os grupos controles e entre 0s grupos obesos. Os grupos OBSL e
OBCL apresentaram maior adiposidade que 0s respectivos controles, porém o grupo
OBINF4d teve adiposidade semelhante ao grupo CTINF4d, mostrando que a infecgédo
associada a obesidade, reduz o ganho de peso, contudo ndo pode ser explicado pelo
aumento de adiposidade.
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Tabela 4: Ingestdo de alimentos e energia, peso corporal, peso do baco, peso de tecidos adiposos (TAE, TAM e TAR) e indice de
adiposidade de animais alimentados com diferentes dietas — Grupos 10 semanas e 4 dias.

Variaveis CTSL CTCL CTINF4d OBSL OBCL OBINF4d
Ingestao de alimentos 5.99 +0.28 5.03 + 0.280* 6.17+0.41 6.80 £ 0.52 6,78 + 0.60# 7.50 + 0.58
(g/animal)
Consumo de energia 22.75 £1.07 19.12 £ 1.07* 21.61+2.34 33.33 £ 2.55# 30.83 £ 3.61# 33.91 +3.83#
(kcal/animal)
Peso corporal final (g) 73.58 £2.43 78.96 +5.42 88.76 + 4.35 109.4 + 3.52¢4 104.8 + 3.124 94.13 £ 6.02
Peso relativo do figado (%) 3.18+021 3.36£0.14 3.25+0.17 341+0.14 3.25+0.06 3.84+£0.34
Peso relativo do bago (%) 0.11+0.00 0,12 £0,01 0,12+0,01 0.13+0.00 0.130.02 0.18+0.03
Peso relativo do TAE (%) 2.27+0.28 1.81+0.34 245+0.14 3.43+0.07# 3.39 +0.08# 2.88 +0.20**
Peso relativo do TAM (%) 0.87+0.22 0.79+0.18 1.18+0.33 1.07+0.18 0.91+0.07# 1.09+0.19
Peso relativo do TAR (%) 1.40 +0.10* 0.82+0.13* 1.16£0.16 1.42+0.12 1.50 +0.07# 1.38+£0.06
3.95+0.40 330056 458 +0.61 5.76 % 0.36# 5.66 % 0.20# 5.36+0.33

indice de adiposidade (%)

Nota:
# Significativamente diferente, CTSL versus OBSL; CTCL versus OBCL e CTINF4d versus OBINF4d, pelo teste t de Student.

* Significativamente diferente, CTSL versus CTCL versus CTINF4d, teste one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey.

** Significativamente diferente, OBSL versus OBCL versus OBINF4d, teste one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey.

Peso relativo, peso do 6rgdo/peso corporal final * 100.

indice de adiposidade, soma das quantidades de gordura epididimal, mesentérica e peritoneal, dividida pelo peso corporal (TAE +TAM +TAR)

*100/Peso corporal;
Os valores estdo expressos como média + S.E.M de oito animais por grupo (p<0.05).
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6.5. PERFIL BIOQUIMICO

Na Tabela 5 sdo apresentadas as dosagens bioquimicas do colesterol total, colesterol
HDL, triglicerideo, glicemia, proteinas totais, e albumina dos animais dos grupos
experimentais. O momento da coleta de sangue para avaliagdo ocorreu na 102 semana apos
4 dias de infeccéo.

As dosagens de colesterol total, colesterol HDL e triglicerideo apresentaram diferencas
significativas com predominio de maiores dosagens de colesterol total e triglicerideos nos
grupos obesos e maiores dosagens de colesterol HDL aos grupos controle. As dosagens de
proteinas totais e glicemia apresentaram diferencas significativas sendo maiores dosagens
predominantemente nos animais dos grupos obesos.

A laparotomia e a infeccdo aumentaram os niveis de colesterol total tanto nos animais
dos grupos controles como nos animais obesos. Além disso, 0s animais de todos 0s grupos
obesos tiveram maior colesterol que os respectivos controles.

Os niveis de colesterol transportado em HDL foram iguais entre os grupos controles,
porém entre 0s grupos obesos, a infecgdo levou a reducdo de HDL circulante (OBINF4d x
OBSL). A infeccdo associada a obesidade levou a reducdo significativa deste parametro,
demosntrado ao se comparar o grupo OBINF4d com o grupo CTINF4d. Os valores de
triglicerideos séricos e de glicemia foram iguais entre os grupos controles e entre 0s
grupos obesos, mas todos 0s grupos obesos tiveram maiores niveis que 0s respectivos
controles.

Entre os valores de proteinas totais dos grupos controles verificou-se que o grupo
CTINF4d apresentou maiores niveis que o grupo CTCL. Porém a infec¢do associada a
laparotomia dos grupos reduziu os niveis de proteinas totais. Entre 0os grupos obesos, o
grupo OBINF4d apresentou menores niveis de proteinas totais que os grupos OBSL e
OBCL. A Infeccdo reduziu este pardmetro nos obesos, sendo que os valores foram
semelhantes aos encontrados no grupo CTSL e CTINF4D. Os niveis de albumina foram
iguais entre os grupos controles. Entre os obesos, verificou-se que a laparotomia e a
infeccdo reduziram os niveis de albumina circulante. Os grupos OBSL e OBCL
apresentaram maiores niveis de albumina que os respectivos controles. Os valores nao
foram significativamente diferentes entre OBINF4d e CTINF4d.

83



Tabela 5: Pardmetros metabolicos determinados apos 4 dias de infeccdo em gerbils alimentados com dieta padréo ou hiperlipidica.

Variaveis CTSL CTCL CTINF4d OBSL OBCL OBINF4d
Colesterol total 76,36 + 5,50% 102 +5,72 112,4 + 4,59 103,2  2,7#** 166,6 + 11,19# 171,9 + 16,79%
(mg/dL)
Col HDL (mg/dL) 43,91 + 3,34 52,97 (40,09 — 100) 46,99 + 2,05 39,58 + 3,04** 33,24 + 1,42# 31,74 + 1,18#**
Trigliceri
el ilaes 152,1+7,83 168,6 + 11,27 185,2 + 10,92 362,2 + 29,21# 412,5 + 24,63# 365,8 + 64,64
(mg/dL)
Glicose (mg/dL) 102,6 + 4,54 89,89 + 7,39 97,5+ 3,13 137 £ 7,18# 139,4 + 18,69# 164.7 + 22,7#
Protein [
oteinas totais 7,81+ 0,46 6.97 + 0,08* 8,51 + 0,44* 11,7+ 0,71# 10,69 + 0,94# 7,81+ 0,47**
(mg/dL)
Albumina
3,13+0,31 2,77+0,13 2,98+ 0,15 4,96 + 0,37#** 3,45 + 0,00# 3,47+0,33
(mg/dL)

Nota:

#Significativamente diferente, CTSL versus OBSL; CTCL versus OBCL e CTINF4d versus OBINF4d, pelo teste t de Student ou Mann Whitney.
* Significativamente diferente, CTSL versus CTCL versus CTINF4d, teste one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey ou Kruskal

Wallis seguido pelo teste de Dunn.

** Significativamente diferente, OBSL versus OBCL versus OBINF4d, teste one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey.
Os valores estdo expressos como média £ S.E.M ou mediana de oito animais por grupo (p<0.05).
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6.5.1. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO FIGADO E TECIDOS
ADIPOSOS - TBARS

Os resultados da avaliacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica pela dosagem de
TBARS, realizada nos grupos controles e obesos, no tecido hepatico e nos tecidos
adiposos epididimal, mesentérico e retroperitoneal (TAE, TAM e TAR) estdo
apresentados na Figura 18.

No figado ndo houve diferenca entre os grupos controle, porém o grupo OBINF4d teve
maiores niveis de TBARS quando comparado com o grupo OBSL e com 0 grupo
CTINF4d (p<0,05).

No entanto, em todas as comparacdes dos niveis de TBARS nos tecidos adiposos entre
o0s grupos verificamos que houve diferencas significativas, sendo interessante relatar que
todos os tecidos adiposos dos animais do grupo OBSL tiveram niveis reduzidos em
relacdo ao respectivo grupo controle (CTSL).

No TAE verificou-se que os niveis de TBARS foram maiores nos grupos CTINF4d e
OBCL quando comparados com o grupo CTCL (p<0,05) e no grupo OBINF4d quando
comparado com o grupo OBSL (p<0,05).

No TAM ndo houve diferenga entre 0s grupos controles e nem entre os obesos, porém
0 grupo OBCL teve menores niveis de TBARS comparado com o grupo CTCL (p<0,05).

No TAR ndo houve diferenca entre os grupos de obesos, porém verificou-se que a
infeccdo reduziu niveis de TBARS nos animais alimentados com dieta padrdo (CTINF4d
X CTSL). Do mesmo modo, a obesidade também reduziu os niveis de TBARS nos animais
laparotomizados, quando comparados com os respectivos controles (OBCL x CTCL).

Coletivamente os dados dos tecidos adiposos demontram que a oxidag&o lipica ocorreu

mais acentuadamente nos grupos controles. Com excecdo da oxidacéo lipidica no figado
que foi maior no grupo OBINF4.
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Figura 18: (A) Quantificacdo de TBARS no figado, (B) no tecido adiposo epididimal, (C)
no tecido adiposo mesentérico e (D) no tecido adiposo retroperitoneal.

Os valores sdo médias = SEM de 8 animais por grupo. A significancia estatistica foi estabelecida
em p<0,05.

# Significativamente diferente, CTSL versus OBSL; CTCL versus OBCL e CTINF4d versus
OBINF4d, pelo teste t de Student.

* Significativamente diferente, CTSL versus CTCL versus CTINF4d, teste one-way ANOVA
seguido pelo teste post hoc de Tukey.

** Significativamente diferente, OBSL versus OBCL versus OBINF4d, teste one-way ANOVA
seguido pelo teste post hoc de Tukey.

6.5.2. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO FIGADO E TECIDOS
ADIPOSOS - CATALASE

Os resultados da avaliacdo da atividade da enzima catalase estdo apresentados na
Figura 19. No figado ndo houve diferenca entre 0s grupos controles e entre 0s obesos,
mas 0s grupos OBSL e OBINF4d tiveram maiores niveis de atividade de catalase (p
<0,05) comparados com os respectivos controles (CTSLe CTINF4d).

No TAE, entre os controles, o grupo CTINF4d teve menores niveis de atividade de

catalase comparado com o grupo CTSL e com o grupo CTCL (p <0,05); entre os obesos, 0
grupo OBCL teve maiores niveis de atividade de catalase comparado com 0S grupos
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OBSL CTSL,; corroborando os resultados encontrados no figado, o grupo OBINF4d teve
maiores niveis de atividade de catalase comparado com o grupo CTINF4d.

Nos resultados do TAM foi verificado que entre os controles, o grupo CTINF4d teve
maiores niveis de atividade de catalase comparado com o grupo CTSL; ndo houve
diferenga entre os grupos obesos; 0s grupos OBCL e OBINF4d tiveram menores niveis de
atividade de catalase comparados com os respectivos controles.

No TAR nédo houve diferenca entre os grupos controles e entre os obesos, porém foi
possivel verificar que a obesidade reduziu a atividade de catalase, independente da
laparotomia ou infec¢do, quando comparados 0S grupos obesos com 0S respectivos
controles.
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Figura 19: (A) Niveis médios de atividade de catalase no figado, (B) no tecido adiposo
epididimal, (C) no tecido adiposo mesentérico e (D) no tecido adiposo retroperitoneal.

Os valores sdo médias + SEM ou medianas de 8 animais por grupo. A significancia estatistica foi
estabelecida em p <0,05.

# Significativamente diferente, CTSL versus OBSL; CTCL versus OBCL e CTINF versus OBINF,
pelo teste t de Student ou Mann Whitney.

* Significativamente diferente, CTSL versus CTCL versus CTINF, teste one-way ANOVA seguido
pelo teste post hoc de Tukey ou teste Kruskal Wallis sequido pelo teste post hoc de Dunn.

** Significativamente diferente, OBSL versus OBCL versus OBINF, teste one-way ANOVA
seguido pelo teste post hoc de Tukey ou teste Kruskal Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn.

6.6. DOSAGENS SANGUINEAS

6.6.1. AVALIACAO GLICEMICA POR TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE
ORAL

A Figura 20 apresenta os resultados do Teste de tolerancia a glicose (TTGO) nos
tempos zero (0), 15, 30, 60, 90 e 120 min. nos momentos antes e depois da infeccdo dos
grupos controles e obesos. Foi verificado que ha diferencas significativas em todos 0s
tempos analisados entre 0s grupos e, portanto, maior taxa glicémica nos grupos obesos em
relacdo aos controles tanto antes quanto depois da infecgdo, isto €, todos os animais dos
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grupos obesos apresentam maior resisténcia insulinica.

Nos resultados obtidos do TTGO antes da infeccdo demonstra que entre 0S grupos
controles, o grupo CTCL teve menor glicemia do que 0s outros 2 grupos somente no
tempo 15 min. Entre os grupos obesos o0s resultados foram semelhantes. Durante todo o
teste, o grupo OBCL (p<0,05) teve maior glicemia que o grupo CTCL; A partir do tempo
de 30 min., todos 0s grupos obesos tiveram maiores glicemias que 0s respectivos grupos
controles.

Foi verificado que nos resultados obtidos do TTGO depois da infeccdo que entre 0s
grupos controles, o grupo CTCL (p<0,05) teve menor glicemia do que 0s outros 2 grupos
somente no tempo 15 min. Entre os grupos obesos, o grupo OBINF4d (p<0,05) teve maior
glicemia do que OBSL no tempo 120 min. Durante todo o tempo, o grupo OBINF4d
(p<0,05) apresentou maior glicemia que o grupo CTINF4d; a partir de 15 minutos, o
grupo OBCL (p<0,05) apresentou maior glicemia que o grupo CTCL; nos tempos 30 a 90
min., o grupo OBSL (p<0,05) apresentou maior glicemia que o grupo CTSL, mas esta
diferenga ndo foi encontrada no tempo 120 min.

Estas andlises verificadas em area sob a curva mostraram que ndo houve diferenca
entre 0s controles e nem entre 0s obesos, porém, todos 0s grupos obesos tiveram maiores
glicemias que seus respectivos controles.

Com os resultados pode ser afirmado que a obesidade induziu aumento da resisténcia

insulinica. De fato, a obesidade aumentou resisténcia insulinica, mas a infeccdo amebiana
néo teve a mesma inferéncia.
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Figura 20: Teste de tolerancia a glicose oral antes (A) e depois (B) da infecgdo; area sob
a curva (AUC) do teste de tolerancia glicose oral antes (C) e depois (D) da infeccéo.

Os valores sdo médias + SEM de 8 animais por grupo. A significancia estatistica foi estabelecida
em p <0,05.

# Significativamente diferente, CTSL versus OBSL; CTCL versus OBCL e CTINF4d versus
OBINF4d, pelo teste t de Student.

* Significativamente diferente, CTSL versus CTCL versus CTINF4d, teste one-way ANOVA
seguido pelo teste post hoc de Tukey. Antes da infec¢do, no tempo 15 minutos, o grupo CTCL teve
menor glicose que os grupos CTSL e CTINF4d. Depois da infecgdo, no tempo 60 minutos, houve o
grupo CTINF4d teve maior nivel de glicose comparado ao grupo CTSL.

** Significativamente diferente, OBSL versus OBCL versus OBINF4d, teste one-way ANOVA
seguido pelo teste post hoc de Tukey.

6.7. HISTOPATOLOGIA

Apos 4 (quatro) dias de infecgdo foi realizado a eutanasia, posteriormente foi coletado
o figado dos gerbils dos grupos CTINF4d e OBINF4d e realizado analise macroscopica.
Dos 8 (oito) gerbils do grupo CTINF4d, 5 (cinco) apresentaram AHA e, dos 8 (oito) do
grupo OBINF4d, 4 (quatro) apresentaram o AHA. A lesdo encontrada no lobo direito do
figado, apresentava-se de coloracdo esbranquicada e de aspecto granuloso, apresentando
também aderéncias com tecidos adjacentes, como o peritbneo. O desenvolvimento de
maiores areas de necrose foi confirmado pela analise microscépica, nos animais do grupo
CTINF4d quando comparados respectivamente com os animais do grupo OBINF4d.
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Além das areas de necrose liquefativa hepatica, o infiltrado inflamatério também foi mais
intenso no grupo CTINF4d quando comparado com o grupo OBINF4d, enquanto o
parénquima hepético degenerado foi mais intenso no grupo OBINF4d (Figura 21).

Apo6s 11 (onze) dias de infeccdo o figado dos gerbils dos grupos CTINF1ld e
OBINF11d foram coletados e avaliados macroscopicamente. Todos os 8 (oito) gerbils
infectados do grupo CTINF11d apresentaram AHA e todos os 8 (oito) gerbils do grupo
OBINF11d também apresentaram o AHA. Todas as observacfes histopatologicas foram
semelhantes as dos grupos de animais com 4 dias de infec¢do e confirmando que mesmo
com maior tempo de infeccdo os animais do grupo CTINF11d apresentaram maiores areas
de necrose bem como infiltrado inflamatdrio mais intenso comparado com o grupo
OBINF11d e parénquima hepatico degenerado foi mais intenso no grupo OBINF4d
(Figura 22).
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Figura 21: Fotomicrografia do parénquima hepatico de gerbils (Meriones unguiculatus)
sacrificados ap6s 4 dias de infeccdo com Entamoeba histolytica.

(A) Controle infectado 4 dias (CTINF4d) — Amplas zonas de necrose liquefativa (N); parénquima
hepético ndo necrosado (P), barra = 100 um. (B) Detalhe da imagem anterior mostrando a presenga
de grande quantidade de debris celulares (*); parénquima hepético ndo necrosado (P), barra = 50
pum. (C) Obeso infectado 4 dias (OBINF4d) - Pequenas zonas de necrose (N); parénquima hepatico
degenerado (P), barra = 100 um. (D) Detalhe da imagem anterior mostrando zona de necrose
constituida de debris celulares (*) e trofozoitos (cabecas de seta); parénquima hepéatico degenerado
(P), barra = 50 um. Colora¢do Hematoxilina & Eosina.
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Figura 22: Fotomicrografia do parénquima hepatico de gerbils (Meriones unguiculatus)
eutanasiados apos 11 dias de infeccdo com Entamoeba histolytica.
(A) Controle infectado 11dias (CTINF11d): zonas de necrose liquefativa (N) e amplas areas de
perda de parénquima hepatico (#); parénquima hepatico ndo necrosado (P), barra = 100 um. (B)
Detalhe da imagem anterior mostrando debris celulares permeada por infiltrado inflamatério (*),
barra = 50 um. (C) Obeso infectado 11dias (OBINF11d): pequenas zonas de necrose liquefativa
(N); parénguima hepético degenerado (P), barra = 100 um. (D) Detalhe da imagem anterior
mostrando zona de necrose (N) e debris celulares permeada por infiltrado inflamatorio (*);
esteatose hepatica (setas), barra = 50 um. Hematoxilina & Eosina.
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6.8. ANALISE MORFOMETRICA DO ABSCESSO HEPATICO AMEBIANO

Os resultados morfométricos do AHA apresentados na Figura 23 demonstram que
houve diferenca estatistica entre os grupos OBINF11d e CTINF11d. As lesdes foram
menores nos animais dos grupos OBINF11ld em relacdo aos animais dos grupos
CTINF11d. Isto demonstra que os animais OBINF11d apresentaram menores ledes com
maior tempo de infec¢do. Contudo, quando avaliado o grupo CTINF4d em relacdo ao
OBINF4d, ndo houve diferenca estatistica morfométrica das lesdes.

Portanto, as analises morfométricas demonstraram que o abscesso hepatico foi menor
nos gerbils do grupo OBINF11d (3,05 x 108 + 1462243um?) em relagdo aos animais do
grupo CTINF11d (1,6 x 107 + 2793320um?) considerando, p<0,05. Os grupos com menor
tempo de infeccdo, ndo apresentaram diferencgas significativas, sendo OBINF4d (3,77 x
106+ 1933139um?) e CTINF4d (1,48 x 107 + 5293006um?) considerando, p<0,05.
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As lesbes foram encontradas com maior frequéncia nos animais CTINF4d (100%) e
CTINF11d (100%) em relacdo aos animais dos grupos obesos OBINF4d (62,5%) e em
relagcdo ao grupo OBINF11d (100%) apresentou a mesma frequéncia.

Visivelmente os animais dos grupos obesos com 4 e 11 dias de infeccdo (OBINF4d e
OBINF11d) apresentaram menores areas de necrose, no entanto tecnicamente somente 0s
animais do grupo OBINF11d apresentaram menores lesdes em relagdo ao grupo
CTINF11d.
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Figura 23: Area de necrose hepatica produzida pela E. histolytica - cepa EGG nos
animais dos grupos controle infectado 4 dias e 11 dias (CTINF4d e CTINF11d) e obeso
infectado 4 dias e 11 dias (OBINF4d e OBINF11d).

Os valores sdo médias ou medianas de 8 animais por grupo. As comparacfes entre 0S grupos
foram feitas usando-se o teste t de Student ou Mann-Whitney.

#A significancia estatistica foi estabelecida em p <0,05.

6.9. ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA DOS TROFOZOITOS
IMUNOMARCADOS POR REACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

A reacdo imuno-histoquimica anti-trofozoitos foi realizada nos cortes histolégicos do
figado dos gerbils dos grupos CTINF4d e OBINF4d que desenvolveram o AHA (Figura
24).

Trofozoitos imunomarcados foram encontrados em 5 (cinco) gerbils do grupo
CTINF4d (n=8) e em 2 (dois) dos 4 (quatro) gerbils do grupo OBINF4d (n=8). Por
observagdo microscopica, os trofozoitos marcados por reacdo de imuno-histoquimica
estavam em maior nimero nos animais do grupo controle infectado (Figura 24A) em
relacdo aos animais do grupo obeso infectado (Figura 24B). Nos cortes histologicos onde
0 anticorpo primario foi substituido por PBS ndo observamos reagdo positiva nos
trofozoitos de E. histolytica (dado ndo mostrado).
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A avaliacdo por teste t de student de trofozoitos marcados pela imuno-histoquimica
entre os animais dos grupos CTINF4d e OBINF4d, revelou que ndo ocorreu diferenga
significativa entre os grupos (Figura 25).

Figura 24: Fotomicrografia de imuno-histoquimica para trofozoitos de Entamoeba
histolytica.

(A) Controle infectado 4 dias (CTINF4d) — Grande nimero de trofozoitos imunomarcados (cabecas
de seta) em meio a ampla zona de necrose (N). (B) Obeso infectado 4 dias (OBINF4d) —
Trofozoitos imunomarcados (cabegas de seta) junto a pequenas zonas de necrose (N). Parénquima
hepético com esteatose (*). Contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris. Barra = 50 pum.

4

Contagem de trofozoitos

1

.2

[}

‘T OBINF4d

(3]

E

-

a8

x B CTINFAd
Q

8 1OBINF4d
S CTINF4d

3

S

(U]

J

o 50 100 150 200 250 300
Numero de trofozoitos

Figura 25: Andlise quantitativa de trofozoitos por imuno-histoquimica nos animais dos
grupos CTINF4d e OBINF4d.

Os valores sdo médias = SEM de 8 animais no grupo CTINF4d e 8 animais no grupo OBINF4d. A
comparagdo entre os grupos foi realizada pelo teste t de Student. A significancia estatistica foi
estabelecida em p <0,05.

6.10. EXPRESSAO GENICA DE mRNA DE CITOCINAS

Os resultados da expressao de 116, Tgfbpl e Tnf no figado dos animais dos grupos
CTSL, CTINF4d, CTINF11D, OBSL, OBINF4d, e OBIN11d estdo apresentados na
Figura 26. A expressdo de 116 no figado dos animais dos grupos CTINF4d e 11d foram
menores do que seu controle sem laparotomia e 0 mesmos resultados nos grupos obesos
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infectados 4d e 11d em relagéo ao grupo de animais obeso sem laparotomia. No entanto, a
expressdo de 116 nos animais do grupo OBINF4d, foi significativamente maior em relagéo
ao grupo CTINF4d (Figura 26-A). Quando analisada a expressao da citocina Tgfs1 foram
observadas infimas e/ou menores expressdes dos animais do grupo obesos infectados 4d e
11d em relagdo aos animais obesos sem laparotomia. Os mesmos resultados foram
observados nos animais OBINF4d em relagdo aos animais CTINF4d e também entre o
grupo de animais OBINF11d em relagdo aos animais do grupo CTINF11d (Figura 26-B).
Com relacdo a expressdo de Tnf foi observado que os animais do grupo CTINF4d
apresentaram menor expressdo em relacdo ao seu controle sem laparotomia, sendo o
mesmo resultado quando comparado com os animais controle com laparotomia. Contudo,
a expressao desta citocina nos animais OBINF11d apresentou-se significativamente maior

em relacdo aos animais do grupo CTINF11d (Figura 26-C).
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Figura 26: Expressdo génica das citocinas 116, Tgfg1 e Tnf no figado de gerbils, tratados

com dieta padréo e dieta hipercalorica, desafiados com E. histolytica no figado e com

diferentes tempos de infec¢do. Expresséo de 116 (A), Tgfgl (B) e Tnf (C).
Os valores sdo médias + SEM de 8 animais por grupo.
A significancia estatistica foi estabelecida em p <0,05.

# Significativamente diferente, CTSL versus OBSL; CTINF4d versus OBINF4d e CTINF11d versus

OBINF11d, pelo teste t de Student pelo teste de Mann Whitney.

* Significativamente diferente, CTSL versus CTINF4d versus CTINF11d, teste de Kruskall Wallis

seguido pelo teste post hoc de Dunn.

** Significativamente diferente, OBSL versus OBINF4d versus OBINF11d, pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey ou pelo teste de Kruskall Wallis seguido pelo teste post

hoc de Dunn.
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6.11. ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE NO FIGADO

A atividade de mieloperoxidase (MPO) é utilizada como um marcador de infiltracao
de neutrofilos nos tecidos e é crucial para compreender seus efeitos em inflamagéo pois
sdo as células centrais do estresse oxidativo uma vez que, liberam espécies reativas de
oxigénio (EROs) (HAQQANTI et al. 1999; PULLI et al., 2013; WANG et al., 2020).

A Figura 27 apresenta os resultados de maltiplas comparacgdes da atividade de MPO
no tecido hepatico nos diferentes tratamentos entre os grupos de animais. Dos 6 (seis)
grupos analisados; CTSL, CTINF4d, CTINF11d, OBSL, OBINF4d e OBINF11d foram
observadas diferencas significativas da atividade de MPO entre os grupos CTSL versus
CTINF11d sendo que atividade de MPO foi menor no grupo CTINF11d (p < 0,05) e ainda
entre os grupos CTINF11d versus OBINF11d sendo que o grupo OBINF11d apresentou
maior atividade de MPO em relacdo ao CTINF11d (p < 0,05). Os grupos CTSL e OBSL,
bem como CTINFAd e OBINF4d ndo apresentaram diferencas significativas nas

comparagoes.
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Figura 27: Atividade de MPO no tecido hepético.

Os valores sdo médias + SEM de 8 animais no grupo. As multiplas comparagdes entre 0s grupos
CTSL, OBSL, CTINF-4d, OBINF-4d, CTINF-11d e OBINF-11d foram realizadas usando-se teste
de kruskal-Wallis. A significancia estatistica foi estabelecida em p <0,05.

* Significativamente diferente, CTSL versus CTINF11d, OBINF11D versus CTINF11d, teste one-
way ANOVA seguido pelo teste de kruskal-Wallis.
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7. DISCUSSAO

A primeira pergunta no presente estudo procurou determinar as condices fisiologicas
e bioquimicas provocadas pela obesidade para que em um segundo momento a associagao
da obesidade com AHA esclarecesse a evolugéo da infecgdo pelo parasito.

Dietas indutoras de obesidade em animais de experimentacdo que sdo compostas de
alto teor de lipideos ou mesmo de elevado teor caldrico, sdo encontradas na literatura
(VON DIEMEN et al, 2006, SMITH et al, 2007, AKAGIRI et al, 2008, SMITH et al,
2009, KARLSSON et al, 2010, LANG et al., 2019, GABUZA et al., 2020), entretanto o
emprego do gerbil da espécie Meriones unguiculatus como modelo experimental de
obesidade associada a giardiase foi experimento de sucesso e pioneiro realizado por
Ventura et al. (2016).

No presente estudo, o efeito da dieta hipercalorica (MAIOLI et al., 2016), na inducao
do ganho de peso de roedores, foi reproduzida com sucesso, como pode-se notar nos
resultados de maior ingestdo caldrica (Figura 13) e maior peso corporal (Figura 11) dos
animais obesos em relacdo aos animais que consumiram dieta padrdo. Os pesos corporais
dos obesos tiveram aumento gradativo com a dieta proposta. Na anélise de evolucéo de
peso foi verificado que a diferenca entre grupos obesos e controles ocorreu a partir da
quarta semana de consumo alimentar, isto considerando a combinacdo de ingestdo
caldrica excessiva e oferta de dieta ad libitum com alto teor de energia, sendo este o
principal colaborador para a obesidade nos animais, o que esta de acordo com os trabalhos
de Wisse et al., (2007) e Lang et al., (2019). A interpretacdo neste caso refere-se ao
estabelecimento, com sucesso, da condicdo de obesidade nos grupos OBSL, OBCL,
OBINF4d e OBINF11d para que fossem iniciados os desafios da laparotomia ou mesmo a
infecgdo hepética amebiana associada a esta condicdo. Este dado foi confirmado por
consumo alimentar (g/animal) e consumo de energia (Kcal/animal) do conjunto de grupos
controle e obesos os quais corroboram com os resultados observados por Maiolli et al.,
(2016). A ingestdo alimentar e consumo de energia do grupo CTCL foi menor em relagéo
aos grupos CTSL e CTINF4d. No entanto, a ingestdo de alimentos dos grupos obesos nédo
apresentaram diferenga durante todo o periodo de oferta, mas foi observado que o
consumo de energia foi significativamente maior em todos os grupos obesos em relagdo
aos grupos controles. A dieta Hiper usada no presente trabalho, é rica em aclcares simples
e acrescida de manteiga, possuindo maior densidade calorica (4,9 Kcal/g) em relacdo a
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dieta Padréo (3,6 Kcal/g). O diagndstico de obesidade foi estabelecido utilizando-se como
referéncia apenas o peso corporal, uma vez que os roedores, diferente dos humanos, séo
classificados como obesos quando de fato séo constatados aumentos no peso corporal ou
no teor de gordura corporal, e ndo sdo avaliados por medidas como o indice de massa
corporal (HARIRI et al., 2010).

A evolucdo do peso corporal pés-cirargico também foi comparada entre 0s grupos,
sendo observado que houve declinio até o final do experimento. Isto pode estar
relacionado a possivel reducdo de consumo das dietas em funcdo da fisiopatologia da
intervencdo cirdrgica e/ ou mesmo o efeito residual do anestésico que pode durar até 24h
apos a administracdo, alterando o comportamento dos animais (MARTIN et al., 2004)
bem como o enfrentamento dos animais diante do AHA, isto ¢, em humanos os sintomas
comuns sdo febre, dor no quadrante superior direito ou dor abdominal epigastrica, 0s quais
supostamente 0s animais apresentaram durante os dias de infeccdo. Inicialmente,
observou-se que um dia apds a cirurgia e administrada a terapia analgésica, 0s animais
pouco deambulavam e quase ndo consumiam a dieta. A partir do segundo dia
apresentaram-se mais ativos e ainda assim apresentaram baixo consumo alimentar.
Embora ndo tenha sido medido, no presente estudo hé indicagdo de que o AHA contribuiu
para que o0s animais evoluissem para aumento do gasto energético. A diferenca
estatisticamente significativa na mudanca de comportamento e na redugdo de consumo
alimentar entre os grupos ocorrida nos dias ap6s a cirurgia foi verificada em todos os
grupos que sofreram a laparotomia (CTINF4d e OBINF4d, CTINF11ld e OBINF11d,
CTCL e OBCL). Interessantemente, avaliando o indice de adiposidade, verificou-se que
os resultados confirmaram os dados do peso corporal final, visto que todos os grupos
obesos tiveram maior adiposidade que seus respectivos controles (Tabela 4). Os dados
mostraram que a infeccdo associada a obesidade, reduziu o peso e a adiposidade corporal,
similares aos resultados do grupo controle infectado, estando de acordo com os resultados
encontrados por Ventura, (2016). Contudo, € interessante aqui também abordar o0s
aspectos perda de peso associado aos desafios propostos neste trabalho, ou seja, a
laparotomia e laparotomia associada a infecgdo parasitéria. Isto porque tanto a doenca
croénica como infecgfes agudas podem desencadear respostas ao estresse organico o qual
ird produzir alteracbes no metabolismo que fortalecerd o hospedeiro no combate ao
agressor, visto que ao contrério do que ocorre no jejum e na desnutricdo, os danos
causados por infecgdes desencadeiam um estado hipercatabolico protéico caracteristico
com alto gasto energético de repouso (CHAMPE & HARVEY, 1996; KEMP et al., 2019).
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Em infeccbes graves niveis elevados de hormonios do estresse, como catecolamina,
cortisol e glucagon, hiperglicemia, resisténcia insulinica induzem estados hipermetabolico
e catabolico em doencas criticas o0 que leva a um balango de nitrogénio fortemente
negativo, com desvio de aminoacidos do musculo esquelético para os 6rgaos viscerais que
sdo caracterizadas por estimulos catabolicos com metabolismo protéico prejudicado e,
consequentemente, perda muscular e diminuicdo da energia (MICHIER, 1996;
FERRANDO et al. 2001; PASINI et al., 2008; KANG, 2020).

Na avaliacao dos pesos relativos do figado e bago, os grupos obesos e grupos controles
ndo apresentaram diferenca. Mesmo diante deste resultado foi observado nos cortes
histoldgicos do paréquima hepatico de animais obesos 0 desenvolvimento da esteatose. A
ingestdo de alimentos superior ao necessario e sedentarismo levam a Rl e ao acimulo de
gordura no tecido adiposo, figado e masculo (JAMES et al., 2012), mais especificamente
acumulo de gordura ectopica no figado (WHITE et al., 2014). A inflamacdo relacionada a
obesidade instalada no figado pode ser disparada por padrdes moleculares associados a
patdgenos, isto porque neutréfilos e macréfagos no figado gorduroso encapsulam
hepatdcitos esteatdticos formando estruturas que se assemelham ao encapsulamento das
células adiposas em forma de coroa. A morte de hepatdcitos contribui para o recrutamento
local de leucécitos durante a obesidade, seja genética ou induzida o que traduz um
conjunto de eventos que culmina em morte celular e endotexemia metabdlica (RENSEN
et al., 2009; BIGORGNE et al., 2008; WHITE et al., 2014, KAKIMOTO et al., 2016;
THALER et al., 2012). No caso dos animais do grupo controle infectado (CTINF4d), é
interessante relatar que apesar destes animais apresentarem AHA em maior tamanho nédo
apresentaram diferenca de peso corporal em relacdo aos animais do grupo obeso infectado
(OBINF4d) que apresentaram lesGes menores, mas associadas com esteatose hepatica.

Antes da infeccdo o aumento do peso corporal dos animais dos grupos obesos foi
relacionado principalmente ao acumulo de tecido adiposo branco. Isto corresponde ao
acumulo de gordura visceral, importante mediador de comorbidades (POIRIER et al.,
2006; GHIGLIOTTI et al., 2014). No entanto, no presente trabalho, a investigacdo dos
pesos dos depositos de gordura corporal (TAE, TAM, TAR) mostram resultados
interessantes. Os resultados de peso relativo do TAE foram semelhantes aos encontrados
para peso final e indice de adiposidade, aumentados para 0s grupos obesos em
comparacdo aos controles, porém a obesidade associada a infeccdo, levou a reducéo
significativa destes valores nos obesos, assemelhando-se aos resultados encontrados no
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grupo controle infectado. Este dado estid parcialmente de acordo com resultados do
trabalho de Teixeira (2012) o qual induziu obesidade, por 8 semanas em dois grupos de
camundongos C57/BL6 por oferta de dieta hipercalérica. No entanto, um dos grupos foi
desafiado com a inducéo de colite crénica somada a obesidade. A autora verificou que 0s
animais do grupo colite + dieta indutora de obesidade apresentaram também a reducéo de
adiposidade devido a reducédo do peso do tecido adiposo epididimal (TAE) isto em relacéo
ao grupo de animais que receberam somente a dieta hipercaldrica. No presente trabalho,
verificou-se que a laparotomia reduziu o peso relativo do TAM em animais obesos e 0
peso relativo do TAR nos animais controles, porém levou a aumento do peso relativo do
TAR nos animais obesos.

Embora ndo sejam encontrados trabalhos associando obesidade e infec¢do por ameba e
reducdo percentual de deposito da gordura epididimal, acredita-se que ocorreu devido ao
estresse  metabdlico com predominio do catabolismo que ocasionou importante
mobilizacdo de proteinas e gorduras para transformacdo em energia como também a
producdo hepatica de glicose, elevando a glicemia. Assim, 0 conjunto de eventos
metabdlicos, favoreceu a perda de adiposidade e reducdo de peso relativo do TAE nos
grupos de animais controle e obeso infectados.

A dieta hipercalérica predispde a obesidade sendo os marcadores bioquimicos Uteis
para validar a sindrome metabdlica. A teoria que os acidos graxos livres (AGL) sdo 0s
responsaveis pelo aumento da Rl pode ser considerada como um dos mecanismos que
contribuem para o desenvolvimento da DMT2 (CARVALHO et al., 2006; LOBATO et
al., 2012). No presente estudo foi confirmada a presenca de sindrome metabdlica nos
animais obesos devido ao aumento de colesterol total, triglicérides e glicose de jejum. As
concentracdes plasmaticas de AGL estdo aumentadas na obesidade como resultado do
estresse no tecido adiposo provenientes da sinalizacdo do aumento de TNF (MARCO-
RAMELL et al., 2018; CLEMENTE-POSTIGO et al., 2011) e isto causa maior entrada de
AGL no figado que levard maior producdo de triglicerideos (KLOP et al., 2013). O
aumento da adiposidade visceral esté ligado a diminui¢do do HDL e hipertrigliceridemia
(BARROSO et al., 2002), o que também se encontra de acordo com os resultados deste
trabalho, uma vez que, animais dos grupos obesos apresentaram reducdo de colesterol

transportado em HDL.

Em particular, o aumento de colesterol dos animais dos grupos CTCL e CTINF4d em
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relagdo aos animais do grupo controle sem laparotomia pode demonstrar uma aparente
contradicdo uma vez que 0 aumento esteja normalmente associado com dietas ricas em
gorduras ou ndo somente por esta razao pois, estudos mostraram elevacdo dos niveis de
colesterol total em pacientes que sofrem de infeccdo parasitaria (FAUCHER et al., 2002).
E importante ressaltar que no presente trabalho o aumento do colesterol relacionado com
0s animais controles laparatomizados ou laparatomizados e infectados pode demonstrar a
possibilidade de alteracBes nos parametros lipidicos associadas a infec¢fes agudas ou
ainda em infeccBes parasitarias o que difere dos resultados do trabalho apresentado por
Flores et al. (2014) os quais afirmaram que em pacientes com AHA e inclusive 0s casos
mais graves de doenca hepatica amebiana apresentaram hipocolesterolemia; isto porque as
amebas consomem o colesterol do hospedeiro para obter e metabolizar lipideos. Neste
caso 0s resultados aqui apresentados merecem investigacdo abrangente afim de
compreender qual o impacto dos lipideos séricos no AHA e a relacdo da

hipercolesterolemia nos animais controle desafiados.

Os dados sobre proteinas totais e albumina circulantes mostram um comportamento
diferente. Ambos aumentaram com a obesidade. A albumina é um constituinte principal
das proteinas séricas e aumento de sua producdo ocorre no figado em condigdes de
resisténcia a insulina (PEAVY et al., 1995; KIM & KANG, 2013), sendo esta uma das
caracteristicas apresentadas na obesidade e associada a sindrome metabdlica (CHO et al.,
2012). Resultados semelhantes foram verificados no trabalho de Gabuza et al., (2020) que
utilizaram ratos alimentados com diferentes composicGes de dietas indutora de obesidade
e obtiveram como resultado o aumento sérico de proteinas nos animais obesos em relacdo

aos animais controle.

Ja a obesidade associada a infeccdo por 4 dias levou a reducdo dos valores a niveis
semelhantes ao grupo controle infectado. Entre os controles, os niveis de albumina sérica
foram semelhantes, porém animais laparatomizados tiveram menores niveis de proteinas
totais que o grupo infectado. Curiosamente, entre 0s animais obesos a comparacao deste
marcador bioguimico entre os grupos infectados CTINF4d e OBINF4d ndo mostrou
diferenga significativa. Sanches-Aguilar et al. (2012) avaliaram os niveis de albumina
sérica no periodo de tratamento em humanos que apresentam AHA e o resultado é o
encontro de baixos niveis séricos de albumina e grande volume ou diametro de abscesso.
A condigdo de obesidade grau I, Il ou grau Il podem ser consideradas preditores

independentes de hipoalbuminemia, apesar da albumina ser um biomarcador para
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desnutricdo protéica grave (NICHONSON et al., 2000). Através de dados cirurgicos
descobriram que a hipoalbuminemia estava associada a resultados adversos,
especificamente cicatrizagdo tardia de feridas, resultado cirargico ruim (VICENT et al.,
2003). Os resultados do presente trabalho estdo parcialmente de acordo com a literatura
diante dos resultados de albumina nos animais do grupo CTCL em relagdo ao grupo
OBCL, mas divergente com grupos obesos infectados. Provavelmente, pelo curto tempo
Imposto para o desafio, a infecgéo.

O aumento da peroxidacdo lipidica que induz ao dano oxidativo provocado pelo
aumento de radicais perdxi e radicais hidroxila, pode ser observado no quadro de diabetes
cronica e descontrolada (BAYANNES & THROPE, 1999; LEVY et al., 1999;
VIJAYAKUMAR et al.,, 2006, NAKHAEE et al., 2009). Resultado semelhante foi
observado no presente trabalho. A obesidade associada a infeccdo aumentou os niveis de
TBARS no figado (produto oxidativo do lipideo) comparado com 0s grupos obeso sem
laparotomia e controle infectado. Niveis elevados de TBARS nos hepatdcitos causam
danos a cadeia respiratoria por meio do dano oxidativo ao genoma mitocondrial que pode
chegar a apoptose ou necrose resultando em fibrose (FROMENTHY, et al., 2004). A
andlise do estresse oxidativo no figado tem sido estudada em diferentes doencas
parasitarias e por diferentes animais de experimentacdo e linhagens celulares
(KOLODZIEJCZYK et al.,, 2006; SALEH, 2008; HEIDARPHOUR et al., 2012;
STUMBO et al., 2012; HEIDARPHOUR et al., 2013; SAMADIEH et al., 2017, KAIN et
al., 2020), porém os animais nos trabalhos citados ndo apresentaram a condicdo de
obesidade para comparacdo deste parametro. A elevada producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) no tecido hepético de animais obesos e infectados por E. histolytica por
4 dias, pode ter um papel critico na protecdo do figado com relacdo a replicacdo do
parasito. Por outro lado, verificou-se que as concentracbes de TBARS nos tecidos
adiposos (TAE, TAM e TAR) reduziram com a obesidade, associada ou nao ao
procedimento de laparotomia, em relacdo aos respectivos grupos controles, o que pode ser
visto na Figura 18 (B, C e D). Estudos que realizaram a medicdo de estresse oxidativo de
tecidos adiposos em roedores obesos associaram e constataram que excesso de tecido
adiposo se torna fonte de citocinas inflamatérias (RUDICH, et al., 1998; TALIOR et al.,
2003; ILLESCA et al., 2017). A producdo de EROs difere nos diferentes 6rgdos e tecidos,
devido as diferencas na atividade metabdlica, consumo de oxigénio e niveis de
antioxidantes (FURUKAWA et al., 2004; LIMON-PACHECO & GOSENBATT, 2009),
0 que é verificado com relacdo aos resultados do figado e tecidos adiposos aqui
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investigados. Em ratos com obesidade induzida por dieta ou ainda por alteragdo genética,
verifica-se estresse oxidativo com aumento da peroxidacéo lipidica no plasma e em tecido
adiposo branco, razdo do aumento da producdo de EROs a partir da gordura acumulada
(FURUKAWA et al., 2004). Pode ser intrigante quando se afirma que restricdo calorica e
perda de peso em obesos demonstra tendéncia de queda na reducdo de peroxidacdo
lipidica da inflamacdo e queda dos niveis de citocinas inflamatérias (HERDER et al.,
2009). O fato é quanto tempo leva para que obesos que adotam restricdo dietética com
adequada perda de peso apresentem melhoras dos aspectos referentes a sindrome
metabolica? O efeito das intervencdes dietéticas por vezes associada a atividade fisica, em
pacientes, foi verificada por diversos autores os quais relataram tempos diferentes como
12 semanas, 8 semanas, 3 meses, 9 meses ou até dois anos para que marcadores
inflamatdrios fossem reduzidos significativamente (RYAN et al., 2003; KLIMCAKOVA
et al., 2006; SHEU et al., 2008; LANG et al., 2011; CHOO et al., 2014; ABD et al., 2016;
PELLEGRINI, et al., 2020). Isto sugere que em animais fato semelhante possa ocorrer, ou
seja, 0s animais obesos no presente estudo que apresentaram perda de peso pds-cirurgico,
provavelmente ndo normalizaram os indicadores anti-inflamatorios nos periodos de 4 e 11
dias seguidos de infecgé&o.

Acompanhando o aumento de TBARS hepético, a atividade da enzima catalase (CAT)
também foi aumentada no figado e no TAE quando a obesidade foi associada a infec¢do
em relagdo aos animais controles infectados, com resultados opostos no TAM e TAR. De
acordo com Okuno et al., (2008), no tecido adiposo de camundongos obesos, a atividade
de CAT, diminui consideravelmente, o que pode causar eliminacdo insuficiente de
peréxido de hidrogénio, mas ndo no figado ou no musculo esquelético. Todas as formas
de vida desenvolveram sistemas enzimaticos competentes para sobreviver ao dano
oxidativo gerado pelas EROs e para manter o equilibrio redox intracelular (ARIAS et al.,
2007). Aqui se discute sobre niveis de CAT no figado de animais experimentais, mas vale
ressaltar que a E. histolytica carece de varios componentes dos sistemas de defesa do
estresse oxidativo eucaridtico, incluindo catalase (MELOTHRA, 1996). A maior atividade
da CAT no figado dos animais OBINF4d pode ter reduzido a inflamac&o, contribuindo
assim para reduzir o AHA nos animais obesos.

A atividade de catalase é alterada pelo estagio do figado gorduroso, ao aumento dos
peroxidos produzidos nos peroxissomos devido ao aumento de oxidacéo dos acidos graxos
(BONKOVISK et al., 1999). Animais com dieta rica em gordura e que desenvolveram a
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esteatose ndo alcoolica, foram beneficiados com maior atividade de catalase enddgena.
Isto porque houve protecdo de lesbes hepaticas (incluindo acumulo de lipidios e
inflamacao) por meio da manutencdo do equilibrio redox do figado desde o estégio inicial
do estresse metabdlico induzido pela dieta (PIAO et al., 2017). A catalase participa do
mecanismo de defesa antioxidante celular, suprimindo o acimulo de H>O», bem como
desenvolvendo diferentes graus de atividade antioxidante dependendo do tecido. No
figado a atividade é altamente expressiva e retarda lesdo hepatica induzida por dieta rica
em gordura em camundongos (HO et al., 2004; COHEN et al., 1970; PIAO et al, 2017) o
que corrobora com os resultados deste trabalho.

De acordo com Furukawa et al. (2004); Ye, (2013) e Park et al. (2016) uma vez que o
figado e tecido adiposo exercem fungdes importantes no metabolismo lipidico e na
resisténcia insulinica, as funcGes destes 6rgdos sao afetadas em camundongos C57BL/6j
nocaute de catalase. Quanto a maior atividade de catalase no TAE no grupo OBINF4d,
resultado semelhante foi encontrado por Park et al. (2016) que estudaram a expressao da
catalase endogena no tecido adiposo e a polarizacdo de macrofagos em camundongos
obesos e especificamente verificaram aumento da CAT no tecido adiposo epididimal
destes animais. Os autores afirmaram que a deficiéncia da catalase acelera o estresse
oxidativo e suprime a infiltracdo de macrofagos M2 na fracdo estromal do tecido adiposo
epididimal. Seguindo esta 6tica, podemos explicar o0 maior nimero de animais com AHA
e também a maior expansdo das lesdes nos animais do grupo CTINF4d os quais
apresentaram menor atividade da CAT no TAE em relacdo aos animais OBINF4d. Desta
forma é sugerido, que a acdo antioxidante da catalase no tecido adiposo epididimal
contribuiu para suprimir a infeccdo amebiana hepatica nos animais obesos infectados
(OBINF44d).

No entanto, a atividade reduzida da CAT nos tecidos adiposos mesentérico e
retroperitoneal de animais do grupo OBINF4d foi evidente neste trabalho. Como ja
mencionado, 0 peroxissomo € uma organela importante para oxidacdo de &cidos graxos e
metabolismo de EROs, pois armazena enzimas como a catalase que degrada o H-O..
Reforgando nossos resultados, PIAO et al., (2019) demonstraram que a expressdo de
genes peroxissomais, de forma geral, esta reduzida no tecido adiposo branco de
camundongos obesos em comparagdo com camundongos alimentados com dieta controle.
Kahraman et al. (2018) realizaram um experimento para avaliar a atividade da catalase em
ratos alimentados com dieta controle e indutora de obesidade. Constataram que dietas
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ricas em gordura aumentaram o estresse oxidativo devido a redugdo da atividade de
catalase nos ratos cujo TAR foi desnervado. Dados preliminares do estudo sugerem que a
deficiéncia de enzima também acelera a resisténcia a insulina induzida por dieta rica em
gordura no tecido adiposo branco e no figado.

E importante reportar estudos sobre niveis de catalase em animais obesos com
infeccdo parasitaria. O estudo de Ayyappan et al. (2017) trata sobre este aspecto, uma vez
que investigaram 0s niveis de catalase dos tecidos adiposos branco e marrom de
camundongos obesos em fase aguda da doenca de Chagas. Os autores concluiram que 0s
animais infectados com T. cruzi e tratados com dieta rica em gordura reduziram
significativamente o nivel de mRNA da CAT em ambos os tecidos envolvidos e sugeriram
que dietas ricas em gordura reduzem ainda mais os niveis de catalase durante a infeccéo,
ampliando a condicdo patoldgica destes tecidos devido ao aumento da carga parasitaria. O
achado do presente trabalho surpreende pelo fato de haver uma diferenca da atividade de
CAT nos tecidos adiposos em estudo. A baixa atividade nos tecidos TAM e TAR dos
animais obesos deverd ser melhor investigada para esclarecer qual a associacdo da
infeccéo e obesidade nos tecidos adiposos destes animais.

Os resultados de TTGO neste trabalho foram intrigantes, uma vez que, mesmo com a
perda de peso dos animais obesos, apos a infeccdo, a resisténcia insulinica aumentou em
relacdo aos grupos controle, mas a infeccdo no grupo OBINF11d ndo teve a mesma
inferéncia pois foi menor em relagdo ao grupo CTINF11d. A hiperglicemia, acidos graxos
livres elevados, a hipertrigliceridemia, sdo fatores indutores da inflamag&o no tecido
adiposo de obesos por aumentar o estresse oxidativo, sendo isto um reflexo da condicao
da RI (SHOELSON et al., 2007; SCHONFELD & WOJTCZAK, 2008; ECKEL et al.,
2005). E de conhecimento que individuos obesos apresentam elevacéo de leptina sérica; o
que reflete a quantidade de tecido adiposo corporal, ou seja, apesar de adequadas as
reservas de energia corporal, os individuos sdo insensiveis a propria producdo endégena
de leptina. Isto ocorre por defeito na sinalizagdo intracelular associada ao receptor de
leptina ou ainda pela diminuicdo do transporte de leptina através da barreira
hematoencefadlica (MURAKAMI & SHIMA et al., 1995; CONSIDINE et al., 2011,
BANKS, 2012). A reducéo da sensibilidade dos tecidos as concentracGes de leptina levam
ao desenvolvimento da obesidade e distdrbios metabolicos como RI e dislipidemia
(GRUZDEVA et al., 2019). Neste trabalho, ndo foi avaliado o nivel de leptina sérica pois
consideramos os resultados j& aqui citados de Ventura et al. (2017) realizado em nosso
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laboratério que confirmaram a diminui¢do das adipocinas que regulam inflamacéo e a
obesidade instalada no mesmo modelo animal. Contudo as altera¢des de glicose em estado
de jejum e tomadas pelo TTGO confirmaram a obesidade e diabetes tipo 2 nos animais
ensaiados. Os maiores niveis glicémicos foram observados em animais dos grupos obesos
e com destaque no grupo obeso infectado por 4d. Estes resultados estdo de acordo com
estudo de Maioli et al., (2016) que utilizaram camundongos machos C57BL/6 Foxp3 GFP
knock-in e dieta HSB que os préprios autores desenvolveram com intuito de induzir
obesidade experimental, sendo esta baseada na dieta AIN-93G. Os dados também estéo de
acordo com os parametros apresentados nas Diretrizes da Sociedade Brasileira de
Diabetes 2019-2020, (2019) e da American Diabetes Association (ADA), (2019), onde os
critérios de diagndsticos para DM sdo o de glicemia de jejum (mg/dL) — normal <100,
pré-diabetes 100 a 125, diabetes > 126 ¢ glicemia 2 horas ap6s TTGO com 75 g de glicose
(mg/dL) — normal <140, pre-diabético 140 a 199 e diabetes > 200.

O AHA apresenta alta morbidade e mortalidade devido a suas complicaces. E uma
doenca iminentemente grave. Os pacientes geralmente apresentam febre, mal-estar geral,
distensdo abdominal, hepatomegalia e dor abdominal no quadrante superior direito, pois
sdo comuns no lobo direito do figado e apresentam na maioria das vezes como Unicos
(VALENZUELA et al., 2007).

Os resultados da reproducdo do AHA em gerbils obesos e ndo obesos neste trabalho,
corroboram parcialmente com o modelo utilizado por Chadee e Meerovitch (1984). O uso
do gerbil como excelente modelo para reproducdo da AHA foi realizado por trabalho
pioneiro destes pesquisadores que avaliaram a evolucéo de 1 a 5 dias do AHA em gerbils
e demonstraram que a resposta inflamatdéria e granulomatosa na infeccdo hepatica
amebiana ocorrem simultaneamente, mas que a inflamatdria aguda precede a resposta
granulomatosa. No presente trabalho foi utilizado o mesmo modelo animal, mas com
idades e condutas dietéticas diferentes.

O estudo patolégico foi focado no desenvolvimento do AHA e demonstra que gerbils
alimentados com dieta padréo e infectados com maior tempo (11 dias) com a E. histolytica
cepa EGG apresentaram, surpreendentemente, o AHA mais extenso, macro e
microscopicamente, que aqueles animais que receberam dieta indutora de obesidade, em
particular animais do grupo OBINF11d o que caracteriza hipétese inicial nula ou mesmo

contra intuitiva. Aqui podemos novamente esclarecer que dos 8 animais do grupo
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CTINF4d 5 (cinco) apresentaram AHA. Entre os animais do grupo obeso infectado por 4
dias, 4 (quatro) de 8 animais apresentaram o AHA. Considerando este resultado,
decidimos esclarecer se o tempo favoreceria ou ndo o estabelecimento da leséo nos
animais controles e obesos infectados com E. histolytica. Todos os animais dos grupos
CTINF11d e OBINF11d apresentaram o AHA 100%. Ja com relacdo aos aspectos
morfométricos, os resultados dos grupos controles infectados por 4 dias ndo apresentaram
diferencas em relacdo aos animais do grupo obeso infectado por 4 dias. No entanto,
constatou-se que o maior tempo de infeccdo o AHA teve maior gravidade patoldgica em
animais que receberam a dieta controle em relacdo aos animais que receberam dieta
indutora de obesidade. Neste momento do experimento surge a indagacao: - o que ha na
resposta a infeccdo hepatica amebiana em animais obesos? O curso temporal histoldgico
do AHA foi estudado por Cortes et. al., (2019) os quais analisaram 0s mecanismos de
resisténcia de roedores como o hamster e camundongos BALB/c. Estes autores relatam
que diferente do modelo animal hamster que reproduz com eficiéncia o AHA a eliminacao
da E. histolytica no figado de camundongos BALB/c relaciona-se a uma baixa atividade
qguimiotatica do complemento o que resulta em uma resposta inflamatoria pobre,
incapacitando, desta forma, o parasita de causar dano sendo este um mecanismo de
resisténcia natural. Importante ressaltar que no figado de hamster, a isquemia gerada pela
resposta inflamat6ria abundante contribui para a sobrevivéncia do parasita, reduzindo o
acesso de moléculas nocivas do sangue como oxigénio, complemento e anticorpos
(OLIVOS- GARCIA et al., 2004). A condicdo de obesidade ndo foi incluida nestes
trabalhos e nem mesmo utilizaram o gerbil como animal de experimentagdo, mas a partir
destas evidéncias somadas aos resultados aqui apresentados podera ser tracado um
caminho de investigagdo sobre os resultados morfométricos do AHA de animais obesos.

Ventura et al, (2016) utilizaram gerbils (Meriones unguiculatus) como animais modelo
para 0 estudo de obesidade e constataram maiores niveis de gordura total, colesterol e
triglicerideos no figado, contribuindo para maior intensidade da esteatose hepatica. De
acordo com Oddegard et al. (2008) e Kang et al., (2008) no figado de camundongos
magros a células de Kupffer as quais sdo capazes de fagocitar particulas nocivas estdo
mantidas em estado menos inflamatdério como macréfagos M2. No entanto, em estado de
obesidade ocorre a ativacdo de processos inflamatérios no figado o que causa inflamacéo
hepética crbnica patologica caracterizada pelo avango do figado gorduroso para
esteatohepatite (ROBINSON, et al., 2016; BUZZETTI et al.,, 2015). O acumulo de
lipideos hepéticos e a ocorréncia da peroxidacdo ocasionam a producdo de EROs e
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ativacdo dos receptores do tipo Toll que por sua vez convertem as células de Kupffer a um
fendtipo M1 produtoras de citocinas pro-inflamatérias (JAGER et al., 2016; DIXON et
al., 2013). Isto demonstra que no estudo presente os animais OBINF 4d e 11d mesmo
antes da infecgdo com as amebas se encontravam com esteatose hepética e provavelmente
com células de Kupffer convertidas a um fenétipo M1 caracterizado por inflamacéo.

A andlise de citocinas inflamatérias por RT-gPCR se fez necesséria e para esclarecer o
retardo de desenvolvimento do AHA em animais obesos infectados em relacdo aos
animais controle infectados. Desta forma 2 citocinas inflamatorias e uma anti-inflamatoria

foram analisadas, 116, Tnf e Tgfbl respectivamente.

A IL6 é uma citocina com diferentes ac¢des fisioldgicas que regulam o metabolismo e é
secretada por diversos tecidos, mas o papel dos tipos de células individuais ainda ndo esta
claro (MAUER et al., 2015; HAN et al., 2020). Neste trabalho foi observado que a
infeccdo por E. histolytica reduziu a niveis insignificantes a expressdo de 116 nos grupos
controle infectados comparados a expressdo observada no basal (CTSL). Sendo a 116 uma
citocina considerada inflamatéria, podemos inferir que, em nosso modelo, a E. histolytica
suprimiu a producdo de 116. Contudo a E. histolytica, ndo produziu o mesmo efeito nos
animais obesos, onde foi observado um aumento da citocina comparado ao controle
infectado.

Estrada-Villasefior et al., (2007) realizaram a indugdo experimental de AHA em
camundongos C57BL/6 e C57BL 116- KO-/- e avaliaram presenca de eosinofilos bem
como, por imunohistoquimica, a presenca de 16 em cortes do figado e concluiram que
animais com deficiéncia de 116 desenvolveram o AHA, em contraste com 0s camundongos
C57BL/6. O que sugere que a 116 desempenhe um papel protetor ou de resisténcia ao
AHA. Ventura et al. (2016) avaliaram tecido adiposo em gerbils obesos e observaram que
ndo houve mudanca significativa na quantidade de 116 em comparacdo com o controle.
Trabalhos aqui relatados ndo apresentam equivaléncia de resultados com o presente
trabalho, uma vez que ha diferenca de animais utilizados, diferenga de desafios ou
diferenga de tecidos analisados. Contudo, é importante ressaltar que o que difere os
resultados do presente trabalho corresponde a reducéo da expresséo de 116 apés a infeccéo,
tanto nos grupos controle infectados como nos obesos infectados somada a redugéo de
peso corporal dos animais. Isto pode sugerir que a condicdo da lesdo hepatica em animais

obesos somada a perda de peso corporal progressiva possa ter causado diversas mudancas
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de sinalizacdo da 116 pela condicdo metabdlica dos animais 0 que resultou na diminuicao
da injuria tecidual observada nos animais obesos por 11 dias. E necesséario aprofundar a
investigacdo para esclarecer qual ou quais fatores estariam presentes para justificar tal
quadro.

A expressdao de Tgfbl no figado dos animais que representam 0S grupos obesos
infectados, foi muito fraca ou quase sem expressao, causando provavelmente regulagéo
negativa da inflamacéo. O Tgfb1 é uma citocina que desempenha um importante papel nos
processos regenerativos hepaticos bem como considerada citocina pré-fibrética (PROELL
et al., 2007; KITAMOTO et al., 2009; DROPMANN et al., 2016). Kortem et al. (2011)
relataram baixa expressdo de TGF- B avaliada por imuno-histoquimica em tecidos de
humanos com oncocercose hiperreativa em pele e nodulos linfaticos. Os autores sugerem
que a resposta inicial de TGF- B a inflamagao é muito fraca e precisa de mais sinais para
se desenvolver ou ainda existe o fator genético predisponente, pois a liberacdo de TGF-
na circulacdo € geneticamente controlada e se correlaciona com a ocorréncia e gravidade
de certas doencas (GRAINGER et al., 1999). Modifica¢cdes na sequéncia de residuos de
nucleotideos dos genes de citocinas ou ainda de seus receptores tém sido relatada em
individuos sadios, sendo tais polimorfismos associados a diferencas entre individuos no
que se refere ao perfil de citocinas secretadas e a mudancas da expressdo desta citocina
que pode atuar como pro-inflamatério em baixas concentracdes, anti-inflamatério em altas
concentragdes e ainda associados a diferentes niveis de producédo tendo o fenétipo previsto
de alto, intermediario ou baixo produtor, isto dependente das interacbes com outras
citocinas (BIDWELL et al., 1999, BROWN et al., 2002; WARLE et al., 2003; BUDI et
al., 2017). No presente trabalho imunossupressdo ou fraca expressdo de citocina no figado
de animais dos grupos obesos infectados no periodo de 4 e 11 dias é sugestiva de sua
importancia na geracdo da lesdo hepatica amebiana controlada. No entanto foi verificado
maior expressdo no grupo CTINF11d onde as lesdes se apresentaram maiores em relagédo
aos animais OBINF11d. Neste contexto, estudos investigando sua participacdo neste
fendmeno devem ser conduzidos.

Na expressdo de Tnf dos animais obesos infectados por 4 e 11 dias foi observado
aumento gradativo ou mesmo discreto desta citocina sem diferenca significativa entre
eles. Contudo houve aumento e diferengas importantes entre as expressdes dos animais
OBINF11d em relacio aos animais do grupo CTINF11d. E interessante notar um discreto
aumento a medida que o tempo de infeccdo aumenta. Na fase precoce da infec¢do, o0 TNF-
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a se expressa com tendéncia crescente e 0 aumento do TNF-a durante o dano ao tecido
por ameba resulta na ativacdo de macrdfagos para liberar NO e, assim, exercer um efeito
anti-inflamatorio (GUAN et al., 2018). Isto implica na sinalizagdo de macréfagos M2 que
atuam no encapsulamento e morte de parasitos e tém fungfes imunorreguladoras e anti-
inflamatorias (KATAKURA et al., 2004). Acredita-se que essa populacdo de macréfagos
também desempenhe um papel critico na regulacdo negativa da imunidade protetora do
hospedeiro contra infecgbes microbianas modulando assim a expresséo de citocinas anti-
inflamatdrias, causando a supressdo da inflamacdo do tecido e aumento do reparo do
tecido (PELLICORO et al., 2014). Portanto, é proposto neste trabalho que a expressao da
citocina Tnf possa estimular macréfagos e neutrofilos que se tornam aptos a destruir
trofozoitos de E. histolytica, isto porque, o resultado de atividade de MPO no presente
trabalho, confirma maior atividade nos animais do grupo obeso infectado por 11 dias
associado ao encontro de menores AHA nos animais. Nossos resultados reforcam a
importancia do Tnf no controle da lesdo amebiana hepatica.

O papel de neutréfilos como células inflamatorias é de fundamental importancia na
avaliacdo do desenvolvimento da lesdo, uma vez que, estes fornecem informacoes
importantes sobre moléculas e mecanismos de interacdo hospedeiro / parasito e parecem
ser fundamentais na resposta de resisténcia ou progressdo da doenca (AHA) que pode
ocorrer de 3 a 7 dias ap6s a infeccdo (CAMPOS-RODRIGUES et al., 2016).

No modelo gerbil a inflamacdo aguda é ineficiente para destruicdo dos trofozoitos
permitindo o desenvolvimento do AHA que se agrava pelos produtos liticos secretados
pelas amebas como por células inflamatérias como neutréfilos, que se encontram em
maior nimero e séo as primeiras células do infiltrado inflamatério, e de areas necrdticas
(CHADEE et al., 1984; CAMPOS-RODRIGUES et al., 2016). Shibayama et al., (2008)
injetaram substancias inflamatérias (6leo mineral e adjuvante incompleto de Freud) no
peritbnio de hamsters e desafiaram os animais com E. histolytica no figado, demonstrando
protecdo contra AHA devido principalmente a acdo de neutrofilos e macrofagos que
impediram a invasdo dos trofozoitos no figado. Diante destes estudos é interessante
contextualizar que por um lado a infeccdo hepatica por amebas estimula resposta
inflamatoria aguda robusta, mas ineficiente na elimina¢do dos parasitos. Por outro lado,
quando animais se encontram previamente inflamados, o que a condi¢do de obesidade
pode causar, e sdo infectados em momento posterior, a resposta e estimulos inflamatoérios

ja estdo ativados previamente apesar de existir e ser necessario o reconhecimento do
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patdgeno por receptores especificos e que regulem a sua multiplicacéo e sobrevivéncia.

Neutréfilos ativados aumentam a producdo de EROs, ativam macréfagos que por
sua vez liberam citocinas pré-inflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-8, TNF (JARINO-
LUNA et al., 2002). Neutrdfilos sdo tambem descritos como geradores de mediadores
antiinflamatorios e pro-resolugdo incluindo EROs. Estes podem conferir um fenotipo
reparador em macrofagos no figado sendo que a mudancga ocorre em mondcitos Ly6C hi
(Limphocyte antigen 6 complex, Locus C1 High - mondcitos imaturos altos) para
macrofagos Ly6C lo (Limphocyte antigen 6 complex, Locus C1 Low - mondcitos
maduros baixos) no figado inflamado de camundongos receptores. Neste contexto, €
proposto que EROs desempenhe importantes funcGes na modulacdo da inflamacéo
hepatica (DALLI & SERHAN et al., 2012; SERHAN, 2014; YANG et al., 2019).

A anédlise de atividade de neutrofilos (MPO) é utilizada como um marcador de
infiltracdo de neutréfilos nos tecidos e é crucial para compreender seus efeitos em
inflamacéo pois sdo as células centrais do estresse oxidativo uma vez que, liberam EROs
(HAQQANI et al. 1999; PULLI et al., 2013; WANG et al., 2020). A inoculacéo de E.
histolytica em camundongos SCID deficientes de neutrofilos produziu abscessos
amebianos maiores do que os observados em camundongos normais (SEYDEL, 2000).
No entanto, em lesdes hepéaticas amebianas, a secrecdo de lectina Gal / GalNac,
amebaporos e cisteina proteinases, acbes mediadas pelos trofozoitos, também resulta na
destruicdo de neutréfilos e liberacdo de seus produtos toxicos, que podem desempenhar
um papel importante no aumento das lesdes de abscesso hepatico (MONAH et al., 2003;
HELK et al., 2013).

No presente trabalho, a analise de atividade de MPO no tecido hepatico, apresentou
resultados que até o momento ndo foram encontrados na literatura; isto é, condicdo de
obesidade associada a AHA. Com os resultados apresentados pode ser observado que o
aumento da atividade de neutréfilos foi gradativo em funcdo do tempo de infeccdo
hepética, sendo, portanto, maior nos animais do grupo obeso com 11 dias de infeccdo em
relacdo a atividade avaliada nos animais controle infectados 11d. E importante, neste
momento, associar os resultados de morfometria que evidenciaram menores AHA nos
animais do grupo obeso infectado por 11 dias em relagdo ao grupo controle infectado por
11 dias. Os animais do grupo CTINF11d apresentaram AHA maiores, e menor atividade
neutrofilica em relacdo ao seu controle, grupo CTSL. Contudo, os animais OBINF11d
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apresentaram maior atividade de MPO em relacdo aos animais do grupo CTINF11d. E
provavel que a alta atividade neutrofilica em detrimento da obesidade, em nosso modelo
de amebiase, tenha colaborado para reducdo do AHA nos animais OBINF11d em relacdo
aos animais CTINF11d. A associagdo obesidade e parasitose amebiana por maior tempo
revelou ser favoravel para o controle da infeccéo.

Nossos resultados nos desafiam a prosseguir investigando as moléculas envolvidas na
associacdo obesidade e abscesso hepatico amebiano, que favoreceu o hospedeiro e que por
evidéncias, se beneficiou com uma menor gravidade da amebiase considerando maior
tempo de infeccdo e ainda teve seu peso diminuido.
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8. CONCLUSAO

A obesidade alterou o curso do abscesso hepatico amebiano em gerbil (Meriones
unguiculatus) demonstrado por alteracdes associadas aos aspectos bioquimicos, imunolégicos
e patoldgicos que podem revelar mecanismos relacionados a reducdo da lesdo amebiana
quando considerado maior tempo de infeccdo. Ha necessidade de maior investigacdo de
diversos aspectos fisiopatologicos desta relacdo para que sejam claramente determinadas

novas caracteristicas clinicas, o curso e também o prognostico da doenca.
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