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RESUMO

A disfuncionalidade decorrente dos habitos alimentares tem instigado
pesquisadores, e recentemente muitos estudos abordaram os efeitos decorrentes
da alteracdo da microbiota desenvolvida pela agressao de dietas inadequadas, rica
em gorduras saturadas e carboidratos simples, promovendo disbiose e levando a
problemas de saude. Assim como também o parasito Toxoplasma gondii (T. gondii),
durante a infecgao no hospedeiro intermediario, o ser humano, provoca danos as
células intestinais semelhantes aos sintomas de doencgas inflamatérias intestinais em
humanos, tais como desequilibrios alimentares. Dessa forma, a associacao entre a
infeccado pelo T. gondii e alimentagdo baseada em dietas ocidentais podem
potencializar o processo de alteragdes intestinais. Por isso, este projeto teve como
objetivo avaliar o impacto da infecgdo por T. gondii em animais com disbiose
induzida por dietas ricas em frutose e gordura saturada. Para isso, foi realizada uma
pesquisa de delineamento experimental com animais, camundongos C57/BL6,
recebidos e mantidos no CCA da UFOP, receberam-se 30 camundongos que foram
divididos em 6 grupos, cada grupo consumia uma dieta especifica; eram 3 grupos
controle e 3 foram alimentados com as dietas especificas assim como o grupo
controle, porém os camundongos foram infectados pelo T. gondii - Controle (C),
Controle infectado pelo Toxoplasma gondii (C toxo), High Fat (HF), High Fat
infectado pelo Toxoplasma gondii (HF toxo), Frutose (FR), Frutose infectado pelo
Toxoplasma gondii (FR toxo). A infeccdo por T. gondii ocasionou diminuicdo do
apetite, perda de massa corporal significativa e aumento na permeabilidade
intestinal nos camundongos infectados que consumiram dieta rica em frutose. A
dieta rica em gordura saturada ou dieta hight fat ndo causou um aumento na
permeabilidade intestinal, o que pode indicar uma resposta inflamatdria diferente
para essa infecgdo, uma vez que houve perda de animais significativa neste grupo.
No entanto, nem todos os animais que consumiram a dieta controle resistiram a
infeccado, o que sugere que fatores individuais, como o estado imunolégico, podem
influenciar a suscetibilidade a infecgdo. Diante disso, julga-se necessario mais
pesquisas para entender os mecanismos exatos por tras dessas interagdes e como
elas podem ser aplicadas a saude humana.

Palavras-chave: T. gondii; disbiose; permeabilidade; ileite; dietas ocidentais.



ABSTRACT

The dysfunctionality resulting from eating habits has instigated researchers, and
recently many studies have addressed the effects resulting from the alteration of the
microbiota developed by the aggression of inadequate diets, rich in saturated fats
and simple carbohydrates, promoting dysbiosis and leading to health problems. Just
like the Toxoplasma gondii (T. gondii) parasite, during infection in the intermediate
host, humans, it causes damage to intestinal cells similar to the symptoms of
inflammatory bowel diseases in humans, such as dietary imbalances. Therefore, the
association between T. gondii infection and Western diets can enhance the process
of intestinal changes. Therefore, this project aimed to evaluate the impact of T. gondii
infection in animals with dysbiosis induced by diets rich in fructose and saturated fat.
For this, an experimental design research was carried out with animals, C57/BL6
mice, received and maintained at the UFOP CCA, 30 mice were received and divided
into 6 groups, each group consumed a specific diet, there were 3 control groups and
3 were fed specific diets as well as the control group, but the mice were infected with
T. gondii - Control (C), Control infected by T. gondii (C toxo), High Fat (HF), High Fat
infected by Toxoplasma gondii (HF toxo), Fructose (FR), Fructose infected by T.
gondii (FR toxo). T. gondii infection caused decreased appetite, significant loss of
body mass and increased intestinal permeability in infected mice that consumed a
diet rich in fructose. The diet rich in saturated fat or high fat diet did not cause an
increase in intestinal permeability, which may indicate a different inflammatory
response to this infection, since there was significant loss of animals in this group.
However, not all animals that consumed the control diet resisted infection, which
suggests that individual factors, such as immune status, may influence susceptibility
to infection. Therefore, more research is needed to understand the exact
mechanisms behind these interactions and how they can be applied to human health.

Keywords: T. gondii; dysbiosis; permeability; ileitis; Western diets.
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1 INTRODUGAO

A toxoplasmose €& uma doenca infecciosa de carater cosmopolita que
acomete animais vertebrados, inclusive humanos de todas as idades. Sua
ocorréncia geografica € mundial e dependente das condigcbes do ambiente para
proliferagdo, tendo como preferéncia regides com climas quentes (Spagnol et al.,
2009). Essa parasitose conhecida popularmente como a “doenga do gato” é uma
zoonose adquirida, causada pelo parasito intracelular obrigatério Toxoplasma gondii
(Moura et al., 2019).

Quando o parasito € ingerido, seja através da ingestdo de carne contaminada
(cistos) ou do contato direto com fezes de gatos (oocistos), ele entra no trato
digestivo humano. No estébmago, o parasito é liberado das células da carne ou do
material fecal e se transforma em uma forma ativa chamada de taquizoito. Ao
chegar a mucosa intestinal e enfrentar a resisténcia fisica e imunoldgica, o parasito
desenvolve varias estratégias para aderéncia e invasdo dos enterocitos e
disseminacao além do epitélio intestinal, alcangando o sistema nervoso e o tecido
muscular (Melchor; Ewald, 2019).

O parasito induz uma resposta imune do tipo Th1, caracterizada pela alta
producdo de interleucina 12 (IL-12) e interferon gama (IFN-g). Essa resposta é
essencial para o controle do parasito, mas pode ser prejudicial ao hospedeiro, uma
vez essa resposta pode ser, exacerbada pela acdo de Lipopolissacarideo (LPS)
derivado da microbiota, causando alteragcdes importantes nas células intestinais que
se assemelham as fases agudas das doengas inflamatorias intestinais humanas
(Partida-Rodriguez et al., 2017; Heimesaat et al., 2006, 2007).

Sendo a microbiota um fator exacerbador das lesdes intestinais, o
desequilibrio microbiano denominado disbiose, conceituado como a reducido de
microrganismos  benéficos, crescimento  excessivo de  microrganismos
potencialmente prejudiciais e perda da diversidade microbiana geral, tem sido um
importante fator associado a um microambiente inflamatério crénico, em modelos
animais e humanos. Entre os varios fatores conhecidos por afetar os niveis e a
composicdo da microbiota intestinal, acredita-se que a dieta seja o principal

contribuinte. Por isso, muito se tem estudado sobre o papel da dieta na regulagao e
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composi¢cao da microbiota intestinal, sua fungao no processo de saude e na doenca
humana vem ganhando cada vez mais foco e atengéo (De Gruttola et al., 2016).

O aumento da ingestao de alimentos processados e fast food esta associado
ao desenvolvimento de doengas inflamatorias intestinais. Esses alimentos, quando
ingeridos em frequéncia regular, podem resultar em niveis aumentados de
triglicerideos e niveis diminuidos de colesterol de alta densidade (HDL) e no
acumulo de gordura; induzindo alteragdes na barreira intestinal, mudangas na
microbiota com crescimento bacteriano exagerado e comprometimento das
respostas imunoldgicas (Seo et al., 2020; Sood et al., 2019).

Sao diversas as situacdes fisiolégicas em que se sobrepbe a atuagédo do
protozoario T. gondii no organismo com atividades reguladas e influenciadas pela
microbiota intestinal, o que corrobora a hip6tese de que o microbioma humano pode
ser alvo deste parasito que tenta se adaptar ao hospedeiro (Netto Candido; Alfenas;
Bressan, 2018; Wang et al., 2019). Além disso, semelhangas entre as alteragdes
teciduais observadas nas doencas inflamatdrias intestinais com o curso da ileite
toxoplasmica, faz dessa infeccao um 6timo modelo para desvendar os mecanismos
celulares envolvidos. O presente projeto € uma pesquisa inédita que visa examinar
quais serdo as ocorréncias causadas por essa situagcdo impostas aos animais
experimentais e relacionar, futuramente, as possiveis intercorréncias que surgirao

com as pessoas que podem ser submetidas as mesmas circunstancias.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SANEAMENTO BASICO VERSUS INFECGAO PARASITARIAS

A precariedade do saneamento basico nos paises em desenvolvimento € uma
realidade angustiante, caracterizada pela falta generalizada de acesso a agua
segura, instalagdes sanitarias adequadas e sistemas de tratamento de esgoto.
Milhbes de pessoas enfrentam diariamente condi¢cdes insalubres, expostas a
doengas transmitidas pela agua e a poluicdo ambiental devido a auséncia de
infraestrutura de saneamento adequada. Essa situagao impacta melhorias na saude
publica, na qualidade de vida e na perspectiva de desenvolvimento dessas nacoes,
exacerbando desigualdades sociais e econdémicas e criando desafios significativos
para o meio ambiente. Abordar essa precariedade requer esforgcos em infraestrutura,
investimentos, politicas eficazes e educagao, a fim de melhorar a vida de muitas
comunidades e promover um desenvolvimento sustentavel (Fewtrell et al., 2005;
Pruss-Ustun et al., 2019).

O estudo de Pruss-Ustln e colaboradores (2019) da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), analisa os custos, beneficios e sustentabilidade de varias
intervengdes para melhorar o acesso a agua potavel e prevenir doencgas
relacionadas a agua. Ele destaca que investir em sistemas de abastecimento de
agua seguros e limpos € altamente benéfico em termos de redugao de doencgas e
promogao da saude.

Além disso, enfatiza que a implementacao de intervencgdes eficientes requer a
colaboragdo de diversos setores, incluindo saneamento basico, agricultura e
educacdo. Por fim, ressalta a necessidade de garantir a sustentabilidade dessas
intervengdes ao longo do tempo. Para isso é necessario o envolvimento das
comunidades locais, a capacitacdo de recursos humanos e a implementacao de
politicas abrangentes (Pruss-Ustun et al., 2019).

A agua potavel é essencial para a saude humana, mas muitas comunidades
em todo o mundo ainda ndo tém acesso a agua limpa. Isso leva a uma série de
problemas de saude, como doengas transmitidas pela agua, por alimentos expostos
a territérios propicios a contaminacdes fecais, desnutricdo e mortes prematuras
(Fewtrell et al., 2005; Pruss-Ustun et al., 2019).
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Levando em consideracdo as informacbes relatadas, o presente trabalho
propde destacar o Toxoplasma gondii, um parasito que apresenta diversas formas
de infeccdo. Em relagao as principais fontes do parasito e vias de transmissao do
Toxoplasma, a prevaléncia da doenca reflete principalmente as praticas higiénicas e
dietéticas das populacbes humanas. A maioria das pessoas estdo cientes da
associacao da toxoplasmose com gatos, mas desconhecem a exposi¢gao ao parasito
durante suas atividades diarias, especialmente o risco associado a carne mal cozida
e contaminacdo cruzada. Deve-se ter em mente que o parasito também pode ser
transmitido se ndo houver o cuidado de lavar bem as maos apds cortar a carne e
durante o cozimento da carne. Dai a necessidade de educar a sociedade sobre o
risco de transmissao da toxoplasmose, por meio da divulgagao de orientagbes para
cozinhar com seguranga: sanitizando frutas e vegetais, cozinhando as carnes
adequadamente. A reducdo da contaminagéo, advinda das carnes e vegetais, por T.
gondii, também o aumento da educagao dos profissionais de saude e do publico em
relacdo aos fatores de risco, podem ajudar a reduzir ainda mais a carga da

toxoplasmose (Miller, 2019; Salas-Lais et al., 2020).

2.2 MICROBIOMA HUMANO E O EQUILIBRIO DA SUA COMUNIDADE DE
MICRORGANISMOS

O ser humano € colonizado por ricas comunidades de microrganismos por
toda extensdo corpdrea, sendo o trato gastrointestinal o lar de uma comunidade
diversificada e rica em células. O microbioma intestinal consiste em varios tipos de
microbios eucarioticos (fungos, helmintos e protozoarios) e procarioticos (bactérias e
archaea), bem como virus. Embora protozoarios e helmintos sejam colonizadores
frequentes do intestino em paises em desenvolvimento, sua prevaléncia é
significativamente reduzida em paises desenvolvidos, 0 que os torna pouco
estudados (Hitch, et al., 2022).

Alguns danos que afetam as células intestinais diante de uma disbiose podem
estar relacionados com colonizagdo da mucosa intestinal por um patdégeno, logo, o
hospedeiro intervém por meio de resposta inflamatdria no intuito de destruir o agente
agressor. Entretanto, apesar da microbiota comensal servir como base para um bom

funcionamento do intestino, ela ndo induz uma forte resposta defensiva epitelial, mas



14

atua com algum tipo de modulagdo imunoldgica no hospedeiro (Blum; Schiffrin,
2002).

A comunidade bacteriana que habita o corpo humano é altamente dinéamica,
ha a possibilidade de constante alteracdo de sua composicéo e atividade ao longo
da vida, essa ocorréncia se da através das interagdes entre os microrganismos com
as células do hospedeiro, com os demais microrganismos que compdem a
microbiota e com os estimulos ambientais, como estilo de vida, alteragcbes na dieta,
uso de medicamentos e antibidticos, entre outros possiveis influentes
(Rajilic-Stojanovi¢ et al., 2013; Wu, 2015; Zhang et al., 2015).

A interagao bactéria e hospedeiro € complexa com a mucosa gastrointestinal.
Sua camada externa €& favoravel para colonizacdo por bactérias e pode ser
diretamente manipulada pela dieta, uma vez que os microrganismos que degradam
o muco sao influenciados por dietas ricas em nutrientes indesejados, quando
ingeridos em quantidades excessivas. Assim, fica evidente que a dieta tem papel
importante na modulagdo do ecossistema microbiano (Garcia-Montero et al., 2021;
Netto Candido; Alfenas; Bressan, 2018; Seo et al., 2020).

Firmicutes (maioria gram +) e Bacteroidetes (maioria gram-) sdo os filos que
se destacam em maior quantidade na composicao da microbiota intestinal, cerca de
90% do ambiente microbiano (Ley Re et al., 2005). Existem varios fatores que
interferem e contribuem para a perda da diversidade da microbiota intestinal, sendo
um deles, o processo de industrializacdo dos alimentos e aderéncia a dietas
hipercaldricas (compostas com altos teores de gordura e carboidratos simples),
resultando em significativas alteragdes metabdlicas (Sonnenburg et al., 2016;
Palmas V et al., 2021).

Obesos possuem diversidade de bactérias diminuida e com maior abundancia
relativa do género Firmicutes e diminuicdo acentuada dos Bacteroidetes, reagéo
associada a ingestdo de dieta rica em gordura (Fava et al.,, 2013; Palmas et al.,
2021; Wabitsch, 2017). O aumento dos Firmicutes esta relacionado diretamente com
a gordura corporal, circunferéncia da cintura e contrario a massa muscular (Palmas
et al., 2021).

Ademais, a baixa diversidade bacteriana associa-se a perfil inflamatorio mais
pronunciado, além de resisténcia a insulina, isso se comprova ao comparar
microbiota de individuos que apresentam maior diversidade (Bouter et al., 2017;

Turnbaugh et al., 2009; Le Chatelier et al., 2013). Pesquisas realizadas por Backhed
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et al., (2004), envolvendo o transplante de microbiota intestinal, apresentaram a
possibilidade da causa da obesidade relacionada ao perfil da microbiota (Backhed et
al., 2004). Um dos primeiros estudos deste tema relatou que ao transplantar uma
microbiota de camundongos obesos ou magros para camundongos magros
germ-free gerou um aumento de gordura corporal nos animais receptores da
microbiota dos obesos, mesmo ambos recebendo quantidade de calorias e gasto
energético iguais (Turnbaugh et al., 2006). Nesse estudo, percebeu-se que as
bactérias dos obesos extrairam mais energia da dieta consumida do que o outro
grupo. Entretanto, os camundongos germ-free resistiram melhor ao aumento de
massa corporal quando submetidos a dieta rica em gordura e agucares
comparando-se com camundongos convencionalizados (Backhed et al,. 2007).

Os métodos atuais para amostragem direta do intestino sdo altamente
invasivos, portanto, a maioria dos estudos do microbioma humano é limitada ao
estudo das fezes. Embora o microbioma fecal possa fornecer informacdes sobre
mudancas gerais no microbioma, ele representa apenas o ponto final de um
processo dinamico que ocorre ao longo do trato gastrointestinal. A comparacgao de
seu perfil com o de outras localiza¢gdes intestinais mostrou que muitas espécies que
sdao dominantes em todo o intestino ndo s&o detectadas nas fezes por
sequenciamento, mas ainda podem estar presentes. Dispositivos ingeriveis estao
atualmente em desenvolvimento para facilitar a amostragem de locais ao longo do
trato gastrointestinal, embora mais desenvolvimento e testes sejam necessarios
antes da aplicagcéo generalizada (Hitch et al., 2022).

A ingestdo exagerada de carboidratos simples promove disbiose, estimula
inflamacgéao e eleva a permeabilidade intestinal (Sen et al., 2017; Collins et al., 2016).
Foi apresentado por um estudo em camundongos consumindo agua adogada com
frutose reagcbes adversas na microbiota por diversas vias, como aumento da razao
firmicutes/ bacteroidetes e diminuicdo de 46% da espessura da camada de muco
(forma uma camada semipermeavel, selecionando a entrada de ions, agua e
nutrientes e regula o contato direto do conteudo luminal com os enterdcitos), o que
favoreceu o aumento da translocagdo de endotoxinas (toxinas lipidicas, como o
LPS) (Volynets V et al., 2017).

Experimento em camundongos retratou que a alta ingestdo de dietas

agucaradas e engorduradas (gorduras saturadas) induziu disbiose e inflamagao no
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epitélio intestinal, levando a alteragdo da ativagdo da via vagal aferente que pode
levar a hiperfagia e obesidade (Paulino et al, 2009; De Lartigue et al, 2011).

A dieta ocidental, segundo a literatura é caracterizada pelo alto consumo de
gorduras e agucares e baixo consumo de fibras, isso promove reagdes adversas que
desfavorecem a composi¢ao da microbiota intestinal, consequentemente originando
disbiose consequentemente maior permeabilidade intestinal, caracterizada pela
diminuicao da diversidade bacteriana (Walker; Lawley, 2013; Sonnenburg; Backhed
F, 2016).

A ingestdo excessiva dessas dietas pode causar um aumento na
permeabilidade intestinal, o que permite que toxinas, bactérias e substancias
prejudiciais sejam absorvidas em maior quantidade pela corrente sanguinea. Isso
pode resultar em um ambiente inflamatério, que potencialmente contribui para o
desenvolvimento de doencas cronicas como obesidade, doencgas cardiacas e
diabetes (Sonnenburg; Backhed F, 2016).

Um bom exemplo é a maior transferéncia de LPS, um componente de
membrana celular de bactérias gram negativas para a circulagdo que, juntamente
com o aumento de citocinas inflamatéria, leva a um cenario de endotoxemia,
reconhecida como inflamagdo de baixo grau observada na obesidade, esse
problema ocasionado por uma infiltracdo propicia o aumento de inflamagdo e a
resisténcia a insulina no tecido. Um dos responsaveis por esta inflamacao é o LPS
que pode atravessar o intestino e chegar as células adiposas. O LPS & uma toxina
que provoca uma forte resposta pelo sistema imune. Células como macrofagos
quando em contato com o LPS promovem resposta inflamatdria (Erridge et al., 2007;
Pendyala et al., 2012; Schulz et al., 2014).

A composicdo do microbioma intestinal varia significativamente, ela pode ser
afetada por diversos fatores como idade, ambiente, dieta e doencgas. A dieta
desempenha um papel fundamental na modulagdo do microbioma intestinal.
Diferentes tipos de dieta, como dietas ricas em fibras e dietas ocidentais ricas em
gordura e agucar, foram associadas a diferentes composigdes bacterianas. Além
disso, certos nutrientes presentes na dieta podem favorecer o crescimento de certas
espécies bacterianas em detrimento de outras. Foi observado que certas doengas
estdo associadas a uma redugdo na diversidade bacteriana e a alteracbes na

presenca de certas espécies bacterianas ( Rinninella et al., 2019).
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Os Firmicutes sdo um dos principais grupos bacterianos presentes no trato
gastrointestinal humano. Dados coletados revelam que eles representam uma
proporcao significativa da comunidade bacteriana no intestino saudavel. Os
Firmicutes possuem a capacidade de degradar polissacarideos complexos, como a
celulose e a quitina. Essa habilidade contribui para a fermentacao dos alimentos néo
digeriveis pelo hospedeiro, resultando na produgdo de acidos graxos de cadeia
curta, que sado importantes fontes de energia para as células intestinais (Stojanov;
Berlec; Strukelj, 2020).

Estudos tém demonstrado que os Firmicutes desempenham um papel
fundamental na manutencdo da homeostase intestinal. Essas bactérias estao
envolvidas na regulagdo da permeabilidade intestinal, na modulagédo do sistema
imunoldgico local e na produgao de substancias protetoras, como a mucina. (Magne
et al, 2020; Stojanov; Berlec; Strukelj, 2020).

Embora a presengca aumentada de Firmicutes esteja associada a inflamagao
intestinal, nem todas as espécies dessa familia bacteriana tém efeitos negativos.
Alguns estudos sugerem que certas espécies de Firmicutes podem ter efeitos
protetores, regulando a resposta imunolégica e reduzindo a inflamacéo.
Compreender o papel dos Firmicutes na homeostase intestinal e na doenca
inflamatdria intestinal € fundamental para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas. A manipulagdo da composicdo bacteriana, através do uso de
probioticos, prebidticos ou transplante fecal, pode ser uma estratégia para modular a
microbiota intestinal e desempenhar um papel positivo na prevencao e tratamento
dessas doencas (Stojanov; Berlec, 2020; Strukelj, 2020).

A proporgao entre Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) € um marcador relevante de
disbiose intestinal em pacientes obesos. A disbiose € caracterizada pelo
desequilibrio na composicdo microbiana do intestino, que pode levar a
consequéncias negativas para a saude. Pacientes obesos apresentam uma
proporcao F/B significativamente maior em comparagcado com individuos néo obesos.
Isso sugere que a abundancia relativa de Firmicutes em relagdo aos Bacteroidetes
esta associada a obesidade. A proporcédo F/B também esta associada a alteracdes
metabdlicas, como resisténcia a insulina e aumento dos niveis de acidos graxos de
cadeia curta nas fezes. Essas alteragdes podem contribuir para o desenvolvimento
de outras comorbidades associadas a obesidade (Magne et al., 2020; Fewtrell et al.,
2019).
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As alimentagdes ocidentais ricas em gordura e carboidratos simples tém sido
associadas a um aumento na proporgado de bactérias do filo Firmicutes em relagao
as bacteroidetes no microbioma intestinal. Essa desproporg¢ao € conhecida como a
"relagdo Firmicutes/Bacteroidetes". Estudos sugerem que individuos com obesidade
tendem a apresentar uma proporcdo Firmicutes/Bacteroidetes mais alta em
comparacgao a individuos com peso saudavel. Isso levou a especulacdes de que o
aumento dos Firmicutes e a diminuicdo dos Bacteroidetes podem estar relacionados
ao aumento da obesidade e da resisténcia a insulina (Rinninella, 2019).

Uma dieta rica em gordura e agucar pode levar a alteragées na composigao
do muco intestinal. O muco normalmente serve como uma barreira protetora entre
as ceélulas intestinais e o conteudo do intestino. No entanto, a dieta inadequada pode
causar mudangas na composicdo do muco, tornando-o menos eficaz na protegao
contra substancias prejudiciais. Isso significa que substancias toxicas, patdogenos e
outros elementos indesejaveis podem passar através do revestimento intestinal e
entrar na corrente sanguinea. Isso aumenta o risco de inflamacdo e outros
problemas de saude (Martinez; Leone; Chang, 2017; Suriano et al.,2022).

No entanto, é importante ressaltar que a pesquisa sobre a relacéo
Firmicutes/Bacteroidetes e sua associagdo com a dieta € ainda muito recente e
complexa. A diversidade e a composicdao do microbioma intestinal podem variar
entre individuos, e outros fatores, como genética, estilo de vida e outros habitos
alimentares, também desempenham um papel importante. Portanto, embora haja
evidéncias preliminares de que a alimentagdo ocidental rica em gordura e agucar
possa afetar a proporcao Firmicutes/Bacteroidetes, € necessaria mais pesquisa para
entender completamente a relacdo entre microbioma intestinal, alimentagao e saude

humana (Rinninella, 2019).

2.3 EFEITOS DO TOXOPLASMA GONDII NO ROMPIMENTO DOS ENTEROCITOS
E A POSSIVEL INFLUENCIA DAS DIETAS HIPERCALORICAS

O Toxoplasma gondii € um parasito intracelular que causa a toxoplasmose,
uma infecgdo comum em seres humanos e animais. Estudos recentes sugerem que
o T. gondii pode desempenhar um papel na ruptura dos enterocitos. Essa
disfuncionalidade pode levar a uma falha na absorg&o de nutrientes, bem como a um

aumento da permeabilidade intestinal e um encurtamento das vilosidades,
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prejudicando a absorcdo adequada de nutrientes, podendo ocorrer também
destruicdo das células epiteliais e desestruturagcdo das vilosidades nas areas
infectadas, permitindo a passagem de toxinas e bactérias para a corrente
sanguinea. Isso pode desencadear uma série de inflamagdes como a ileite (Miller;
Farajidavar; Vegesna, 2019).

O sistema imunolégico reconhece a presencga do parasito como um agente
invasor e inicia uma resposta imune para tentar elimina-lo, liberando citocinas e
células imunoldgicas, como linfocitos, macrofagos e células dendriticas para
combater a infeccdo. Algumas células imunes, como os macréfagos, liberam
substancias toxicas na tentativa de defesa contra o T. gondii. No entanto, a
capacidade do parasito de se homiziar e modular a resposta imune pode levar a
uma infeccdo persistente e a episddios recorrentes de inflamacéao intestinal. Além
disso, acredita-se que dietas hipercaldricas possam potencializar os efeitos do
parasito, uma vez que ingerida excessivamente apresentando reagdes similares a
infeccao do T. gondii (Miller; Farajidavar; Vegesna, 2019).

Dietas ricas em carboidratos simples e gorduras saturadas quando
consumidas exageradamente, podem causar danos a integridade da mucosa
intestinal, surgimento de desequilibrios no microbioma, resultando numa diminuigcéo
de bactérias benéficas e no aumento de bactérias patogénicas. Essas alteragdes
podem promover inflamagdo intestinal e absor¢do inadequada de nutrientes,
prejudicando o funcionamento adequado do intestino. Desencadeando maior
permeabilidade intestinal, proporcionando absor¢ao aumentada de toxinas, bactérias
e outras substancias prejudiciais, na corrente sanguinea, consequentemente,
originando um ambiente inflamatério e potencialmente contribuinte ao
desenvolvimento de doengas cronicas e vulnerabilidade imunolégica (Sonnenburg,
Backhed, 2016).

Ha poucos estudos relacionando dietas, inflamacgao intestinal e infec¢ao por T.
gondii, entretanto, alguns estudos comparam a eficiéncia de probidticos na tentativa
de reverter a inflamagao causada pelo parasito no microbioma intestinal, através
desses estudos observou-se que a ingestdo dos microrganismos vivos presente em
tal composto recupera o equilibrio entre a comunidade bacteriana presente no
intestino, ajuda a manter a microbiota intestinal saudavel, seletiva no processo de

absorcao, devido a reconstituicdo das vilosidades, além de colaborar na otimizagao
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do funcionamento digestivo e imunolégico (Salas-Lais et al., 2020; Kemgang et al.,
2014; Marranzino et al., 2012).

Apesar desse projeto ndo estar nessa mesma linha de pesquisa, o abordado
€ praticamente o oposto, uma vez que esta proposto analisar quais os efeitos
causados pela ingestao da dieta hipercaldrica (frutose e gordura saturada) para com
microbioma intestinal associadas a infecgao pelo T. gondii na fase aguda. Visto que
a infeccao por T. gondii na fase aguda provoca inflamacéo intestinal e que as dietas
hipercaloricas também, quando consumidas em excesso (Souza et al., 2020; Palmas
et al., 2021).

Dessa forma, ja que esse tipo de dieta vem se sobressaindo e ganhando um
publico alvo em alta escala, uma verdadeira pandemia de maus habitos alimentares,
julga-se importantissimo iniciar estudos acerca dessas patologias, uma vez que as
doencgas parasitarias também vem ganhando espaco novamente (Souza et al., 2020;
Albuquerque et al., 2017).

A globalizagdo e o desenvolvimento econdmico estimularam as transicdes
nutricionais em muitos paises em desenvolvimento. Essa mudanca nutricional global
geralmente envolve aumento do consumo de gordura animal e alimentos ricos em
energia, diminuicdo das fibras e ingestdo mais frequente de fast food (Hu, 2011). Se
agrava no Brasil quando somada aos habitos alimentares tradicionais de muitos
estados brasileiros que tendem ao consumo preferencial de carboidratos simples,
ampliando nao s6 a disbiose como também causando estados de desnutricdo
(Zanin; Bacchi; Almeida, 2019). Além disso, coexistem a desnutricdo e as caréncias
nutricionais, associadas a disbiose, comorbidades importantes como o sobrepeso e
a obesidade, associados a um conjunto de doengas crbnicas nao transmissiveis
(Guerra; Bezerra; Carnut, 2020; Monteiro, 1995).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo da disbiose causada pela alteragdo no padrao dietético
interfere na ileite por Toxoplasma gondii em camundongos infectados pelo parasito.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em camundongos C57BI/6:

e Avaliar o impacto do consumo das dietas na massa corporal dos animais;

Avaliar o impacto da infecgdo na massa corporal dos animais;

e Avaliar o impacto do consumo das dietas na ileite provocada pela infecgao do
T. gondii na mucosa intestinal.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BI/6, com 8-10 semanas de idade, obtidos
e mantidos no Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP, em caixas de
polipropileno, com 5 animais por caixa, com controle de luz e temperatura, e
receberam agua e dietas ad libtum. Todos os procedimentos contidos neste projeto
foram submetidos a aprovacdo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFOP antes de seu inicio, CEUA: protocolo N° 5422280721.

4.1.1 Calculo amostral

Para o calculo amostral foi utilizado o programa Biostat 5.3. O dado de
referéncia para o calculo foi a ileite, com diferenga na média entre os grupos de 3,8;
desvio padrao do erro (0,2); 6 tratamentos e poder de teste de 80%, com alfa de
0,05. O numero encontrado foi de 4 animais para tratamento. Foi acrescentado um
percentual de perda de 10% para os grupos sem infecgédo (gavagem) e de 30% para
os grupos infectados (gavagem + infecgcdo). Assim, no final foram utilizados 30

animais.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram recebidos no CCA 40 camundongos da linhagem C57BI/6, com 8 a 10
semanas de idade, sendo 10 animais para treinamento e 30 para experimento, os 30
camundongos experimentais foram divididos em seis grupos: Controle (C), Controle
infectado pelo Toxoplasma gondii (C toxo), High Fat (HF), High Fat infectado pelo
Toxoplasma gondii (HF toxo), Frutose (FR), Frutose infectado pelo Toxoplasma
gondii (FR toxo). Os animais receberam a dieta referente a cada grupo (dieta
controle ou HF ou FR) durante um periodo de 8 semanas onde se mostra
estabelecida a disbiose relacionada a dieta (Safari et al., 2019). Apds instalada a
disbiose, os animais dos grupos nao infectados - controle (C, FR, HF) foram

inoculados com salina, os demais animais dos grupos infectados (C toxo, FR toxo,
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HF toxo) receberam 20 cistos da cepa ME49 de Toxoplasma gondii via gavagem
completa. Durante os 8 dias de infecgao fez-se o monitoramento da massa corporal
dos animais. Apos 8 dias da infecgdo, os animais foram submetidos ao ensaio de
permeabilidade intestinal por meio do kit Parallel Artificial Permeability Assays

(PAMPA), e em seguida eutanasiados para a coleta dos 6rgéos.

4.3 DIETAS

As dietas foram preparadas tendo como referéncia a dieta padrdo para
roedores AIN-93M (Reeves et al., 1993), com alteragdo nos seus componentes,
tendo como referéncia base para alteragbes de nutrientes os trabalhos de Steatosis
and gut microbiota dysbiosis induced by high-fat diet are reversed by 1-week chow
diet administration (Safari et al., 2019) e de Dietary Carbohydrate Constituents
Related to Gut Dysbiosis and Health (Seo et al., 2020). Foi realizada avaliagao do
consumo da dieta nos grupos por meio de pesagem das dietas oferecidas e das
sobras, sendo considerada a diferenca entre dieta fornecida e sobras, tem-se a
quantidade ingerida pelos animais (quantidade de dieta ingerida = dieta fornecida -

sobra da dieta fornecida).

4.4 PARASITO

Parasitos da cepa ME49 de Toxoplasma gondii foram mantidos in vivo em
camundongos Swiss infectados por via oral através de gavagem completa com
solugao salina contendo 10 cistos do parasito. Para a uniformizagdo do tamanho do
cisto, os camundongos foram mantidos por 30 dias e sé apés este periodo retirou-se
os cérebros. Fez-se a maceragao em salina, contou-se os cistos e os mesmos foram
utilizados para infecgdo dos camundongos C57BI/6 dos grupos C toxo, HF toxo e FR

toxo.

4.5 INFECCAO

Camundongos C57BI/6, com 8-10 semanas de idade, apds divididos em

grupos de acordo com o delineamento experimental proposto, receberam por
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gavagem completa 100uL de salina para os grupos controles ou 100uL de salina

contendo 20 cistos da cepa ME49 de Toxoplasma gondii para os grupos infectados.

4.6 PERMEABILIDADE

A permeabilidade foi avaliada por meio da administragdo oral, via gavagem,
de FITC-dextran (44 mg por 100 g de peso corporal em uma concentracéo de 20
mg/mL, MW 4000; Sigma-Aldrich). Os camundongos foram submetidos a jejum total
(dgua e dieta) por um periodo de 12h, antecedendo a administracdo de
FITC-Dextran. Apés 4 horas, o soro foi coletado por pungao da veia facial e a
intensidade de fluorescéncia foi medida para cada amostra. Assim, teve-se os dados
apresentados como intensidade de fluorescéncia de FITC-dextran no sangue
(Gallotti, B. et al., 2020).

4.7 ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram expressos como a média () desvio padrao. A significancia da
diferenca entre os grupos foi calculada pelo teste T por meio do software Excel para
determinacao das diferengas entre os grupos. Os resultados estdo expressos em

média (x) desvio padrao, os valores de p<0,05 foram considerados significante.
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5 RESULTADOS

O impacto do consumo das dietas C e FR, e da infeccdo dos animais
demonstrou uma perda de massa corporal nos camundongos do grupo C toxo maior,
quando comparado com o grupo HF (p=0,04). Os camundongos do grupo FR toxo
apresentaram perda de massa corporal aumentada em comparagao a eles mesmos
antes de serem infectados pelo T. gondii, (FR toxo x C — p=0,01; FR toxo x FR —
p=0,0002; FR toxo x HF — p=0,0007). Dados mostrados no GRAF.1.

Grafico 1: Massa Corporal dos animais, 2023
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Média da massa corporal entre os camundongos C57BL/6. Camundongos fémeas C57BL/6 foram
divididos em seis grupos: C, C toxo, HF, HF toxo, FR, FR toxo. Os animais receberam a dieta
referente a cada grupo (dieta C - controle ou HF - high fat ou FR - frutose) durante um periodo de 8
semanas. Apds 8 semanas, os animais dos grupos nao infectados - controle (C, FR e HF) foram
inoculados com salina, os demais animais dos grupos infectados (C toxo, FR toxo e HF toxo)
receberam 20 cistos da cepa ME49 de T. gondii via gavagem completa. Nesse periodo fez-se o
monitoramento da massa corporal dos animais. Os resultados estdo expressos em média () desvio
padrdo, os valores de p<0,05 para os que foram considerados significantes e sdo sinalizados pelo
simbolo *.

Fonte: Elaboragao propria.

Apos a infeccdo, observou-se alteragdes clinicas importantes nos animais,
como a perda de peso (GRAF.1) que é uma manifestacdo frequente em

camundongos infectados por T. gondii. O parasito pode afetar negativamente o
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sistema digestivo e causar danos ao intestino, resultando em problemas de
absorcao de nutrientes, permeabilidade intestinal (GRAF.4) e, possivelmente, na
reducdo do apetite dos animais (GRAF.3). Ademais, a presenca de inflamagao no
organismo do camundongo infectado também pode contribuir para a perda de peso.
Além destas disfuncionalidades, alguns grupos tiveram perda de animais, conforme
mostrado no GRAF.2.

Gréfico 2: Curva de sobrevivéncia, 2023
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Curva de sobrevivéncia dos camundongos C57BL/6. Camundongos fémeas C57BL/6 foram divididos
em seis grupos: C, C toxo, HF, HF toxo, FR, FR toxo. Os animais receberam a dieta referente a cada
grupo (dieta C - controle ou HF - high fat ou FR - frutose) durante um periodo de 8 semanas. Apos 8
semanas, os animais dos grupos nao infectados - controle (C— n= 5, FR— n=5 e HF— n= 5) foram
inoculados com salina, os demais animais dos grupos infectados (C toxo— n= 4, FR toxo— n=5 e HF
toxo— n= 5) receberam 20 cistos da cepa ME49 de T. gondii via gavagem completa. Observagéao:
linhas sobrepostas em 100% (animais sobreviventes).

Fonte: Elaboragéo propria.

A avaliagdo do consumo da dieta nos grupos foi determinada por meio de
pesagem das dietas oferecidas e das sobras, sendo considerada a diferenga entre
dieta fornecida e sobras, tem-se a quantidade ingerida pelos animais (dieta fornecida
- sobras da dieta fornecida = dieta ingerida). Observou-se uma menor ingestao de

dieta por animais que consumiram a dieta HF (HF x C — p= 0,00000031; HF x FR
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— p= 0,00008; HF toxo x C toxo — p=0,0006; HF toxo x FR toxo — p=0,0006). O

GRAF.2 representa a média de consumo das dietas por cada grupo.

Gréafico 3: Consumo alimentar, 2023

7,00

6,00 -

5,00

4,00

3,00

Ingestéo (Q)

200 *
1,00
0,00

C FR HF C toxo FR toxo HF toxo

Quantidade de dieta ingerida pelos camundongos C57BL/6. Camundongos fémeas C57BL/6 foram
divididos em seis grupos: C, C toxo, HF, HF toxo, FR, FR toxo. Os animais receberam a dieta
referente a cada grupo (dieta C - controle ou HF - high fat ou FR - frutose) durante um periodo de 8
semanas. Apos 8 semanas, os animais dos grupos nao infectados - controle (C— n=5,FR—-n=5¢e
HF— n= 5) foram inoculados com salina, os demais animais dos grupos infectados (C toxo— n= 4,
FR toxo— n= 5 e HF toxo— n= 5) receberam 20 cistos da cepa ME49 de T. gondii via gavagem
completa. Nesse periodo fez-se o monitoramento da ingestédo alimentar dos animais. Os resultados
estao expressos em média (+) desvio padréo, os valores de p<0,05 para os que foram considerados
significantes e sao sinalizados pelo simbolo *.

Fonte: Elaboragéo propria.

Ao analisarmos a permeabilidade intestinal, nossos resultados demonstraram
permeabilidade aumentada apenas nos grupos FR toxo (p=0,02) e C toxo (p=0,02)

(infectados), quando comparados com o grupo FR (sem infecgéo).
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Gréafico 4: Permeabilidade intestinal, 2023
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Permeabilidade intestinal avaliada nos camundongos C57BL/6. Camundongos fémeas C57BL/6
foram divididos em seis grupos: C, C toxo, HF, HF toxo, FR, FR toxo. Os animais receberam a dieta
referente a cada grupo (dieta C - controle ou HF - high fat ou FR - - frutose) durante um periodo de 8
semanas. Apos 8 semanas, os animais dos grupos nao infectados - controle (C - n=5FR—>n=5¢
HF — n= 5) foram inoculados com salina, os demais animais dos grupos infectados (C toxo — n= 3,
FR toxo — n=5 e HF toxo — n= 2) receberam 20 cistos da cepa ME49 de T. gondii via gavagem
completa. Apés 7 dias da infecgdo, os animais foram submetidos ao ensaio de permeabilidade
intestinal e em seguida eutanasiados para a coleta de 6rgéos. Os resultados estdo expressos em
média (t) desvio padréo, os valores de p<0,05 para os que foram considerados significantes e sao
sinalizados pelo simbolo *.

Fonte: Elaboragéo propria.
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6 DISCUSSAO

Os camundongos que consumiram a dieta FR, grupo FR toxo (infectados),
apresentaram maior permeabilidade que os camundongos do grupo de dieta FR
(sem infeccao) (GRAF.4). Além disso, os camundongos do grupo FR toxo, tiveram
perda de massa corporal aumentada em relagédo aos outros grupos (C toxo e HF
toxo) (GRAF.1). Acredita-se que a resposta a infecgéo pelo parasito T. gondii e a
permeabilidade intestinal em animais que consumiram a dieta FR sejam
influenciadas por uma resposta imunoldgica, resultando em reagdes adversas ao
ileo relacionada a resposta inflamatoria e permeabilidade intestinal aumentada
(Sousa; Silva, 2013; Marranzino et al., 2012; Salas-Lais, 2020).

A dieta rica em frutose é conhecida por causar alteragdes no metabolismo,
incluindo resisténcia a insulina, aumento da gordura visceral e inflamacéo. Essas
alteragdes podem contribuir para a disfuncdo intestinal, aumentando a
suscetibilidade a infecgbes por patdégenos intestinais, como o toxoplasma. A reagao
inflamatdéria causada pela infecgdo pode levar a danos no tecido intestinal,
desencadeando uma resposta imunoldgica local e sistémica. Essa resposta inclui a
liberagdo de mediadores inflamatérios, como citocinas, quimiocinas e moléculas de
adesdo, que podem afetar a permeabilidade intestinal (Stojanov; Berlec; Strukelj,
2020; Sousa; Silva, 2013; Marranzino et al., 2012; Salas-Lais, 2020). Ademais, a
dieta rica em frutose pode ocasionar inflamagao crénica e alteragdes metabdlicas,
que podem comprometer a funcédo da barreira intestinal. A resisténcia a insulina, por
exemplo, pode afetar a expressdo de proteinas de juncédo estreita no epitélio
intestinal, levando a uma barreira intestinal comprometida e aumento da
permeabilidade (Fava et al, 2013; Zhou et al, 2019).

Com relagdo ao consumo alimentar os camundongos que ingeriram a dieta
HF, apresentaram uma menor ingestdo alimentar que todos os outros grupos. A
dieta HF é uma dieta rica em gordura, especificamente gordura saturada, uma fonte
rica em nutrientes e possui maior densidade calérica do que proteinas e
carboidratos. Alimentos com maior densidade energética tendem a proporcionar
uma sensacado de saciedade mais duradoura, pois fornecem mais calorias por
unidade de volume. Isso significa que, em uma quantidade igual de calorias, a

gordura saturada ocupa menos espago no estdmago, mas fornece mais energia.
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Isso pode levar a uma sensagdo de saciedade mais duradoura (Dowis; Banga,
2021).

O grupo HF toxo, no qual havia um consumo predominante de gordura
saturada, substéncia capaz de alterar o metabolismo dos camundongos, levando ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina e a disturbios metabdlicos, situacdes que
podem afetar a capacidade dos camundongos de queimar gordura e perder massa
corporal durante a privagdo ou diminuigdo do consumo da dieta (Dowis; Banga,
2021). Essa afirmativa € uma possivel explicagdo para a auséncia de diferenga
significativa na perda de massa corporal nos camundongos do grupo HF toxo
(GRAF.1), pois no estudo em questéo, foi observado que ao serem infectados pelo T.
gondii, esse grupo também apresentou uma diminuigdo brusca na ingestao da dieta
high fat. No entanto, é importante ressaltar que essa é apenas uma hipétese e que
outros fatores também podem ter influenciado a resposta dos camundongos.
Estudos adicionais sdo necessarios para aprofundar o entendimento sobre esse
fenbmeno.

Além disso, 3 camundongos do grupo HF toxo foram a 6bito no oitavo e ultimo
dia apos infeccdo pelo T. gondii (GRAF.4). A ingestdo exagerada de gordura
saturada, tem sido associada a efeitos inflamatdrios e disfungdo do sistema
imunoldgico em estudos em humanos e animais (Hitch, 2022; Zhang et al., 2015).
Uma das possibilidades é que a dieta rica em gordura saturada tenha contribuido
para um estado de inflamacao crénica de baixo grau nos camundongos, o que pode
ter prejudicado a resposta imunoldgica adequada a infecgdo pelo T. gondii,
resultando em uma menor capacidade de combater o parasito.

Além disso, dietas ricas em gorduras saturadas tém sido associadas a
alteracbes no microbioma intestinal, levando a mudangas na composicao bacteriana
e na integridade da barreira intestinal. Essas alteragdes podem aumentar a
permeabilidade intestinal, permitindo que toxinas e patdogenos atravessem a parede
intestinal e alcancem a corrente sanguinea (Pendyala, Walker, Holt, 2012; Dowis;
Banga, 2021). No entanto, no presente estudo, os camundongos que consumiram
dieta HF n&o apresentaram aumento da permeabilidade intestinal.

Outra possivel explicagdo esta relacionada a influéncia da dieta HF no perfil
lipidico dos camundongos. Na qual ha um aumento nos niveis de colesterol e
triglicerideos, consequentemente, alterando a funcdo e o reparo celular. Essas

alteragdes podem prejudicar a resposta inflamatoéria e defesa do hospedeiro contra a
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infeccdo pelo T. gondii (Dowis; Banga, 2021; Zhang et al., 2015). Portanto, a dieta
HF pode ter afetado severamente o sistema imunolégico dos camundongos,
tornando-os mais suscetiveis a infecgao pelo T. gondii, justificando as perdas de
alguns camundongos do grupo HF toxo.

Adicionalmente é fundamental destacar sobre a sobrevida dos animais
infectados pelo T. gondii, um parasito intracelular obrigatério que invade as células
do sistema imunoldgico, como células dendriticas e macrofagos, interferindo na
resposta imune do hospedeiro. Isso pode levar a imunossupressao, comprometendo
a capacidade do animal de combater a infeccdo e tornando-o mais suscetivel a
doencas oportunistas. Além disso, a replicagao rapida do parasito dentro das células
pode causar danos e necrose tecidual, resultando em disfungdes nos érgaos vitais
(Miller; Farajidavar; Vegesna, 2019).

Esses fatores combinados podem levar ao agravamento da infecgdo e a
morte prematura do animal, explicando por que alguns animais infectados podem
nao sobreviver aos 8 dias recomendados de inoculagdo. Sabendo disso, é

recomendado que haja diminuicdo do tempo de inoculagéo.
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7 CONCLUSAO

Concluimos a partir dos resultados encontrados que a alimentagao,
especialmente o consumo de dietas ricas em frutose e gordura de porco, podem
influenciar aumentando a resposta de forma negativa do organismo a infecgéo pelo
parasito, proporcionando vulnerabilidade e, até mesmo, morte dos animais. No
entanto, mais estudos sao necessarios para compreender 0S mecanismos
especificos por tras dessas interacbes e como elas podem ser aplicadas a saude
humana.
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