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SILVA, Fabiana Leticia da. Resposta imune celular e patologia hepatica de
camundongos desnutridos, infectados com Schistosoma mansoni. 2008.
Dissertacao (Mestrado em Saude Publica) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fundacido Oswaldo Cruz, Recife, 2008.

RESUMO

O estado nutricional do hospedeiro parece ser importante cofator no agravamento da
esquistossomose mansoénica. O presente trabalho avaliou as caracteristicas da
resposta imune celular e a patologia hepatica em camundongos isogénicos C57BL/6
desnutridos e infectados pelo Schistosoma mansoni, comparando-os com eutroficos
infectados da mesma linhagem. A metodologia abordou produgéo das citocinas IFN-
vy, IL-4 e IL-13 em sobrenadante de cultura de esplendcitos (fases aguda,
intermediaria e crbénica da infecgdo), estado nutricional, carga parasitaria,
macroscopia do figado e do bacgo, estudo histopatolégico do figado, morfometria dos
granulomas hepaticos periovulares e mensuragdo bioquimica e morfométrica do
colageno hepatico. Os animais desnutridos desenvolveram peso corporal inferior,
comparados aos eutroficos. O estudo parasitolégico revelou maior quantidade de
parasitos no grupo eutrofico. Na relagdo percentual entre os pesos dos animais e
dos ¢6rgdos (figado e bago), os camundongos infectados apresentaram taxas
superiores as dos animais sem infec¢ao, caracterizando organomegalia tipica dos
estagios avancados da doenga. A histopatologia revelou maior quantidade e
tamanho dos granulomas nos animais eutroficos e intensa resposta inflamatoéria nos
espacos-porta, com abundante infiltragdo eosinofilica nas fases aguda e
intermediaria, em ambos os grupos. Na fase cronica, 40% dos eutréficos
desenvolveram fibrose periportal, ndo sendo observada essa lesao nos desnutridos.
A morfometria dos granulomas e a quantificacdo do tecido fibroso nao revelaram
diferencas entre os grupos. A imunidade celular dos animais eutroficos mostrou
niveis mais elevados de IL-13 do que IFN-y, na fase aguda, indicando perfil Th2.
Essa resposta Th2 permanece nas fases intermediaria e crbnica da infecgao,
embora em niveis mais baixos. A cinética da producéo de citocinas nesses animais
evoluiu conforme descrito na literatura. Os camundongos desnutridos, todavia,
produziram, na fase aguda, niveis mais elevados de IFN-y do que IL-13,
caracterizando um perfil Th1. Na fase intermediaria o componente Th1 diminuiu e
foram observados altos niveis de IL-13 e IL-4 (perfil Th2), que se reduziram com a
cronicidade da infeccdo. Pode-se especular que essa cinética diferente dificulte a
atuagdo das citocinas fibrogénicas, sendo uma das razdes pelas quais
camundongos desnutridos nao conseguem desenvolver fibrose periportal murina.

Palavras-chaves: Esquistossomose mansoni, Desnutricdo, Imunidade celular,
Lesdes hepaticas.



SILVA, Fabiana Leticia da. Cellular immune response and hepatic pathology in
undernourished mice, infected with Schistosoma mansoni. 2008. Dissertation
(Master of Public Health) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundagao
Oswaldo Cruz, Recife, 2008.

ABSTRACT

Nutritional status seems to be an important co-factor in aggravating schistosome
infection. So, the characteristics of the cellular immune response in inbred C57BL/6
undernourished mice infected with Schistosoma mansoni were investigated and
compared to those seen in well-nourished infected animals of the same lineage. This
investigation aimed at determining the production of cytokines IFN-y, IL-4 and IL-13
in supernatant of cultured spleen cells at 60, 90 and 150 days post-infection; host
nutritional status; parasite burden; liver and spleen morphology; morphometric
measurement of hepatic circumoval granulomas; biochemical and morphometric
determinations of hepatic collagens. The percentage relationship of the liver and
spleen weights as related to body weight were higher for infected well-nourished
mice, when compared to non-infected ones. Liver histopathology showed a greater
number of enlarged granulomas in well-nourished mice. In both undernourished and
well-nourished animals, a marked inflammatory response was detected in portal
spaces, with intensive infiltration of polymorphonuclear eosinophils at 60 and 90
time-points. Forty percent of chronically infected (150 days post-infection) well-
nourished mice developed the histologic pattern of murine periportal fibrosis.
However, infected undernourished animals were unable to develop this lesion.
Morphometric measurements of hepatic circumoval granulomas and of liver collagen
gave similar results for undernourished and well-nourished groups of mice, under the
conditions of the present trial. In well-nourished mice, cellular immune response in
the acute phase of schistosomiasis was characterized by higher levels of IL-13 than
of IFN-y (Th2 profile), these levels declining to the end of the experiment
(intermediary and chronic phases of infection). So, the kinetics of the above
cytokines in well-nourished mice is according to previous reports. In undernourished
infected mice, however, higher leves of IFN-y than of IL-13 were detected in the
acute phase of murine schistosomiasis (Th1 profile). In the intermediary phase, the
Th1 component was reduced and high levels of IL-13 and IL-4 (Th2 profile) were
detected, declining progressively. One could speculate that undernutrition could
induce some changes in the production of fibrogenic cytokines, by altering the
synthesis and deposition of extracelular mathrix. This could at least partly explain
why undernourished mice do not develop murine periportal fibrosis even 150 days
post-infection as well-nourished animals do.

Key words: Schistosomiasis mansoni, Undernutrition, Cellular immune response, Hepatic
lesions.
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1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos epidemiolodgicos

Embora sejam bastante antigas, com registros datados de mais de dois mil
anos, ainda hoje as esquistossomoses permanecem como parasitoses de alta
prevaléncia, sendo endémicas em 76 paises. Sua distribuicdo geografica tem
mudado nas ultimas décadas, devido a realizagdo de programas de controle em
algumas areas atingidas. No entanto, o numero de pessoas infectadas ou sob risco
de adquirir a infecgdo nao tem diminuido (ENGELS et al., 2002). Estimativas
sugerem que o maior numero de pessoas infectadas esteja no continente Africano,
onde poucos esforgos tém sido implantados no sentido de controlar a infecgéo
(CHITSULO et al., 2000).

Dentre as esquistossomoses, a mansénica (helmintiase do sistema vascular
mesentérico, causada pelo Schistosoma mansoni) é considerada a mais importante
por sua grande disseminagdo mundial, estimando-se que existam cerca de 200
milhdes de pessoas acometidas por essa doenga (BINA; PRATA, 2003).

No Brasil, em virtude da grande diversidade geografica, climatica, econdmica
e social que se reflete na imensa variedade de parasitas encontrados no pais
(SCHNACK et al,, 2003), a esquistossomose mansbnica € uma das mais
significativas  endemias  parasitarias (DOMINGUES; BARRETO, 2001),
representando um grave problema sanitario, com estimativas de que existam cerca
de seis milhdes de pessoas infectadas no pais, principalmente nos estados do
Nordeste e em Minas Gerais (KATZ; ALMEIDA, 2003).

A mortalidade por esquistossomose mansdnica, que ocorre, principalmente,
em decorréncia das manifestacbes clinicas da fase crénica da doenca, foi
demonstrada em estudo realizado por Ferreira e Silva (2007), que analisou os dados
obtidos no Brasil entre os anos de 1980 e 2003. Esses dados revelaram uma
reducéo de 62,9% na mortalidade no periodo estudado, porém essa reducao nao foi
uniforme ao longo dos anos, sendo a regido Nordeste aquela que concentrou a
maior distribuigdo percentual desses ébitos (62,3%).

Estima-se que Pernambuco possui uma area endémica para
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esquistossomose mansoénica que corresponde a 17,5% da area total do Estado
(FAVRE et al., 2001), onde, apenas no ano de 2006, foram notificados 762 casos da
parasitose (BRASIL. S. V. S., 2006). Nesse Estado, a doenga € historicamente
endémica na regido rural, apresentando-se, predominantemente, sob forma crénica,
acometendo pessoas de baixa renda e tendo como vetor principal o caramujo
Biomphalaria straminea (COUTINHO et al., 1997).

No entanto, em virtude da migragao dos trabalhadores do campo associada a
gradual ocupacdo e modificagdo dos espagos urbanos, tem sido observada uma
expansao continua da doenca para o litoral do Estado, acometendo pessoas de
classe média e alta, assumindo, eventualmente, nessa regido, carater de infeccao
aguda. Nas areas litoraneas, o caramujo responsavel pela transmissao da doenga é
o Biomphalaria glabrata (BARBOSA et al., 2001). Por outro lado, mesmo sendo
raras ou inexistentes as areas de infec¢cdo nos grandes centros urbanos do pais,
onde reside a populacdo de maior poder aquisitivo, as periferias dessas cidades,
onde habita a populagdo de baixa renda, reproduzem as péssimas condi¢des de
saneamento das areas rurais o que permite a instalacdo de novos focos de
transmissao da esquistossomose mansénica (KATZ; PEIXOTO, 2000).

Apesar do diagnostico e tratamento serem relativamente simples, o controle
da esquistossomose mansoénica requer, tanto medidas de saneamento basico, como
mudanc¢a dos habitos das pessoas que residem em areas endémicas. Essas
medidas tém como finalidade interromper o ciclo evolutivo do parasita (KATZ;
ALMEIDA, 2003). No entanto, esse controle é particularmente dificil por razdes que
variam, desde a extensa disseminacdo do hospedeiro intermediario; inexisténcia de
uma vacina capaz de prevenir a doenca; tempo necessario para que a educacao
sanitaria seja efetivamente aceita e implantada na populagéo, e ainda, o alto custo
das obras de engenharia sanitaria que garantam adequado abastecimento de agua
para as residéncias e eliminagdo dos dejetos, impedindo, assim, a contaminagao
dos recursos hidricos (CARVALHO et al., 1998; COURA; AMARAL, 2004; KATZ,
1999).

Embora acbes de controle tenham sido implantadas no Brasil, o que se reflete
na redugcdo da mortalidade provocada pela esquistossomose, os danos fisicos
gerados por essa doenga ainda incapacitam um grande numero de pessoas em todo
o pais (FERREIRA; SILVA, 2007).



SILVA, F. L. INTRODUGAO 21

1.2 Ciclo evolutivo

O ciclo evolutivo do S. mansoni (Figura 1) é formado por duas fases, uma que
ocorre no hospedeiro intermediario (caramujo do género Biomphalaria) e outra que
ocorre no hospedeiro definitivo (Qque pode ser o homem ou outro vertebrado). As
fases evolutivas consistem em ovo, miracidio, esporocistos, cercaria,
esquistossébmulo e verme adulto, sendo o miracidio e a cercaria as duas formas
larvarias de vida livre no meio aquatico. O ciclo completo ocorre em cerca de 80
dias. No hospedeiro definitivo, a fase sexuada dura, em média, 40 dias e vai desde a
penetracdo das cercarias até a eliminacdo de ovos nas fezes. No hospedeiro
intermediario, o ciclo € assexuado, e a duragao € aproximadamente a mesma da
fase sexuada (KATZ; ALMEIDA, 2003).

A localizagao habitual dos vermes adultos é o interior dos vasos sanguineos
da parede do reto, do sigmaoide e do intestino grosso do hospedeiro vertebrado. Uma
vez em seu habitat definitivo, a fémea fecundada coloca cerca de 300 ovos por dia
(REY, 2001). Parte desses ovos atravessa a parede dos vasos, a lamina propria do
epitélio intestinal, chegando a luz do intestino e é eliminada junto com as fezes. No
momento em que essas fezes entram em contato com cole¢gdes de agua, os ovos
maduros eclodem, liberando a larva ciliada (miracidio), que nada ativamente ao
encontro do hospedeiro invertebrado. Ao penetrar nas partes moles do caramujo, o
miracidio sofre uma reorganizagao celular, dando origem aos esporocistos primarios,
posteriormente aos secundarios, e por fim, as cercarias (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Em condi¢cées favoraveis de temperatura, luminosidade e oxigenacdo da
agua, os moluscos podem iniciar a eliminagdo das cercarias, as quais penetram
ativamente pela pele ou mucosas integras do hospedeiro que esteja em contato com
a agua, através da acado litica de enzimas e pela acdo mecénica dos seus
movimentos. ApOs atravessarem a pele, os corpos cercarianos passam por uma
série de mudangas morfologicas, bioquimicas e antigénicas, passando a ser
chamadas de esquistossdmulos, ultimo estagio larvario do parasito. Esses
esquistossémulos penetram nos vasos sanguineos e linfaticos e aqueles que néo
forem eliminados pelo sistema imunoldgico do hospedeiro migram para os pulmdes,
de onde sao distribuidos para os outros 6rgaos. A maioria deles alcanga o figado,

onde atingem a maturidade sexual no sistema venoso portal. Os vermes acasalados
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migram para as veias mesentéricas onde iniciam a oviposi¢ao, completando assim, o

ciclo evolutivo do S. mansoni (REY, 2001).

Figura 1 - Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni.
Fonte: da autora

Nota: A — Hospedeiro vertebrado infectado (vermes adultos
acasalados). B — Ovo fértil. C — Miracidio. D — Hospedeiro invertebrado.
E- Cercaria.

1.3 A doenga

A esquistossomose mansoénica se desenvolve em duas fases, uma aguda
(fase inicial) e uma cronica. Esta ultima pode apresentar trés formas clinicas:
intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica (REY, 2001).

Na fase aguda, o homem pode apresentar dermatite cercariana decorrente da
morte de cerca de até metade das cercarias que penetraram na pele. As
manifestagbes clinicas s&o micropapulas eritematosas e pruriginosas, com
intensidade e duragado geralmente pequenas (LAMBERTUCCI; SILVA; VOIETA,

2005). O desaparecimento dos sinais cutaneos corresponde ao periodo de
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incubacgao, que pode durar de quatro a oito semanas, quando ha o desenvolvimento
dos esquistossémulos (DOMINGUES; DOMINGUES, 1994). Apds esse tempo, os
pacientes podem apresentar febre alta, mal estar, astenia, urticaria, tosse, anorexia,
nauseas, vomitos, mialgias, cefaléia e diarréia. Em virtude desses sintomas também
ocorrerem em varias outras doencas infecciosas e parasitarias, o quadro clinico
pode nao sugerir o diagnostico. O exame fisico pode detectar abdome distendido e
doloroso, com figado e bago aumentados (REY, 2001).

Essas manifestagcdes da fase aguda ndo sédo evidenciadas em moradores de
areas endémicas, caracterizando a forma inaparente (LAMBERTUCCI et al., 2000).
Essa fase pode durar, em média, trinta a sessenta dias, desaparecendo quando o
paciente é submetido a tratamento especifico ou podendo evoluir para a fase
cronica, caso ndo haja tratamento (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Apds a regressdao dos sintomas, a maioria dos pacientes permanece
assintomatica quando entdo sdo observadas manifestagdes clinicas
predominantemente intestinais caracterizando a forma intestinal. Dentre os sintomas
observados podem ser destacados indisposi¢gao, emagrecimento, tonturas, anorexia,
empachamento pds-prandial, surtos diarréicos acompanhados ou nao por célicas,
alternados por constipacao intestinal. Na forma hepatointestinal os sintomas sao
praticamente os mesmos da forma intestinal, embora mais acentuados, havendo
maior comprometimento hepatico, estando o figado aumentado ao exame clinico
(REY, 2001). Os pacientes podem apresentar, também, um quadro leve de anemia,
em decorréncia da perda crénica de sangue através do intestino, associada a
eosinofilia e ao estado de caréncia nutricional da grande maioria da populagdo das
areas endémicas. Com o aumento da intensidade da infeccdo, podem ocorrer
processos inflamatdrios no figado, como reagao granulomatosa em torno dos ovos
com infiltrado celular na regido periportal e discreta fibrose (DOMINGUES;
DOMINGUES, 1994).

Quando ocorre comprometimento das fungdes e aumento do volume do
figado e do bacgo, o individuo adquire a forma hepatoesplénica da doenga, na qual
sdo observadas alteragbes anatdmicas, fisiopatolégicas e clinicas, resultantes das
lesbes teciduais provocadas pelos ovos do parasito (MELO; COELHO, 2005). Nessa
fase, ha pacientes que permanecem na sua forma clinica estacionaria ou
compensada, conservando um bom estado geral, com sintomatologia de pequena

intensidade. Outros, porém, evoluem para as formas mais graves ou
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descompensadas apresentando hipertensao portal, circulacdo colateral, varizes
esofagianas, hemorragias digestivas, fibrose periportal e ascite (DOMINGUES;
DOMINGUES, 1994; REY, 2001).

Hipertensédo portal, esplenomegalia, varizes esofagianas e circulagéo colateral
sao decorrentes do bloqueio da circulacdo pré-sinusoidal provocado pelo
desenvolvimento do tecido fibroso cicatricial resultante da intensa formagao de
granulomas. Esse bloqueio reduz o fluxo sanguineo do territorio drenado pela veia
porta. O bago aumenta de volume, em grande parte devido a congestado venosa do
ramo esplénico (veia esplénica do sistema porta), bem como devido a hiperplasia
das células do sistema macrofagico-linfocitario, com diferenciacdo plasmocitaria
(MAGALHAES FILHO; COUTINHO, 1960) e produgdo de imunoglobulinas, em

virtude da presencga de grande quantidade de substancias antigénicas.

1.4 Imunopatologia

No processo inflamatério provocado pela esquistossomose, a lesdo tipica
observada € o granuloma que se forma em torno dos ovos depositados pelos
parasitos. Esses ovos maduros liberam antigenos que atravessam os tecidos, sendo
elementos fundamentais para a formagao da reagao granulomatosa. Os granulomas
sdo compostos, principalmente, por fibras colagenas, macréfagos, eosinofilos,
linfécitos e plasmaocitos em proporgdes diferentes, variando nos diferentes érgéos e
em fungdo da fase de sua evolugdo (PEARCE; MACDONALD, 2002; WEINSTOCK;
BOROS, 1983).

Essa inflamagdo granulomatosa € considerada uma reacdo de
hipersensibilidade tipo tardia mediada por células T CD4 (BOROS; WARREN, 1970;
PEARCE; MACDONALD, 2002). Estas células podem desencadear uma resposta
Th1, com producédo de IL-2, TNF-a e IFN-y; ou uma resposta Th2, com secregao de
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (ABATH et al., 2006; BOROS; WHITFIELD, 1999;
HOFFMAN; WYNN; DUNNE, 2002; PEARCE; MACDONALD, 2002). As citocinas
Th1 ativam a resposta inflamatéria e induzem a hipersensibilidade tipo tardia. Em
contraste, as citocinas Th2 estimulam a produg¢ao de anticorpos, particularmente IgE

e aumentam a proliferagdo de eosindfilos. A resposta ThO é caracterizada pela
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producao simultanea de ambos os padrdes de citocinas (ABATH et al., 2006).

Na inflamagao granulomatosa, a resposta Th2 esta geralmente associada a
uma maior deposicdo de componentes da matriz extracelular do que a resposta Th1
(CHEEVER et al., 1992). Estudos realizados em camundongos mostraram que as
citocinas Th2 ativam os macrofagos aumentando a expressao de arginase com
producdo de prolina, aminoacido essencial na produgcdo de colageno, estando,
assim, envolvidas na formacao de granulomas e na fibrogénese. Além disso, a IL-13
€ capaz de estimular os fibroblastos hepaticos a sintetizarem proteinas da matriz
extracelular, aumentando, assim, a producao de tecido fibroso. O inverso ocorre com
as citocinas Th1, que ativam os macréfagos inibindo a producédo de arginase e
induzindo a produgédo de o6xido nitrico e citrulina (MODOLELL et al., 1995). O
balango entre essas respostas determina a extensdo da inflamacdo (WYNN;
CHEEVER, 1995).

A resposta imune do hospedeiro contra os antigenos dos ovos € mais intensa
na fase aguda da infec¢do, diminuindo durante a fase crbnica. Isso acontece porque
durante a fase crénica ocorre uma diminuigdo na producdo das citocinas Th2 ao
mesmo tempo em que se verifica um ligeiro aumento na produgao das citocinas Th1.
Essa transi¢cao no perfil de citocinas produzidas leva a uma diminuicdo do tamanho
dos granulomas recentemente formados (PEARCE; MACDONALD, 2002). Esse
fendbmeno é conhecido como imunomodulacéo e foi descrito pela primeira vez por
Andrade e Warren (1964), em camundongos. Apesar de existir essa modulagao, a
continua formagdo de granulomas no parénquima hepatico pode ocasionar o
desenvolvimento de fibrose hepatica severa.

Atualmente, admite-se que a imunopatologia da esquistossomose pode ser
controloda por uma resposta imunorregulatéria dependente de uma subpopulagéo
de células T, denominadas de células T regulatérias (T reg). Essas células sao
responsaveis por manter a homeostase imunologica suprimindo a ativagdo de
células auto-reativas (SAKAGUCHI et al., 2006), assim como, controlando a
magnitude da resposta imune para patdégenos invasores (BELKAID; ROUSE, 2005),
com a finalidade de regular e prevenir a evolugao para a patologia propriamente dita
(WILSON et al., 2007). Recentes trabalhos experimentais tém sugerido a atuagéo
das células T reg naturais (Foxp3®) (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003) na
reducao do volume do granuloma hepatico. No entanto, a correlagdo da expressao

dessas células e o volume reduzido dos granulomas ainda nao esta totalmente
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esclarecido (WILSON et al., 2007).

As citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 fazem uma regulagcdo cruzada do balango
Th1/Th2 (BOROS; WHITFIELD, 1998; CHENSUE et al., 1994; JANKOVIC; SHER,
1996; WYNN et al.,, 1997). Dependendo da estimulagdo antigénica, a resposta
imunoldgica se polariza para um perfil Th1 ou Th2. A produgdo de IFN-y aumenta
durante os estagios iniciais da formagdo dos granulomas (6 semanas apos a
infeccdo) e diminui subseqlientemente durante o periodo de maxima atividade do
granuloma (BOROS; LUKACS, 1992; CHENSUE et al., 1992; LUKACS; BOROS,
1992; SHER et al., 1991). Camundongos infectados tratados com doses gradativas
de IFN-y apresentam inibicdo da deposigdo de colageno na inflamagao crbnica, bem
como de formagédo de granulomas periovulares (CZAJA et al., 1989; GIRI; HYDE;
MARAFINO, 1986). Essa citocina, o IFN-y, parece funcionar como inibidor global da
resposta Th2 em camundongos infectados, sendo considerado um antagonista da
formagao de granulomas na fase aguda (BOROS; LUKACS, 1992).

Estudos realizados em pacientes esquistossométicos que exibiam
hepatoesplenomegalia severa mostraram altos niveis de IFN-y e TNF-a
acompanhados de baixos niveis de IL-5, sugerindo que as citocinas proinflamatérias
(IFN-y e TNF-a) estariam relacionadas com a sintomatologia apresentada por esses
pacientes (MWATHA et al., 1998). Esses achados corroboram dados obtidos por
Brunet et al. (1997), em estudo realizado com camundongos deficientes em IL-4
infectados com S. mansoni, os quais nao foram capazes de desenvolver uma
resposta Th2 efetiva e apresentaram morbidade e mortalidade elevadas. A patologia
nesses animais foi atribuida ao aumento da producdo de mediadores
proinflamatérios. O mesmo ocorreu com camundongos infectados que
desenvolveram uma resposta Th1 polarizada por apresentarem uma ineficiente
expressao de IL-4. As elevadas mortalidade e morbidade apresentadas por esses
animais sao resultantes de uma resposta granulomatosa atipica que falhou em
conter ou neutralizar as hepatotoxinas produzidas pelo miracidio (FALLON, 2000a;
HOFFMAN; CHEEVER; WYNN, 2000).

Com a progressdo natural da doenga, os antigenos liberados pelos ovos
estimulam as células do hospedeiro a produzirem citocinas Th2, que suprimem a
producdo e as fungdes efetoras dos mediadores proinflamatérios (PEARCE;

MACDONALD, 2002). Observagbes feitas em camundongos demonstram que a
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doenga crbnica é caracterizada pelo estabelecimento da resposta Th2 contra os
ovos depositados nos diversos 6rgaos, tais como figado e intestinos. Uma marca
dessa resposta é a expressao de niveis maiores de citocinas indutoras do colageno
como IL-4 (FERTIN et al., 1991; SEMPOWSKI; DERDAK; PHIPPS, 1996) e IL-13
(CHIARAMONTE et al., 1999a), em relagao as citocinas supressoras do colageno
como IFN-y (CZAJA et al., 1993) e do desenvolvimento de tecido fibroso (CHEEVER,;
YAP, 1997).

Estudos realizados por Jankovic et al. (1999) utilizando camundongos
esquistossomaticos, mostraram a existéncia de uma compensacéao entre as citocinas
IL-13 e IL-4. Quando ambas as citocinas sdo suprimidas, pequenos granulomas sao
formados, uma vez que a IL-13 esta claramente associada a resposta Th2 que
ocorre durante o aparecimento da fibrose hepatica em camundongos
esquistossomoéticos  (CHEN; BOROS, 1999; HERNANDEZ; SHARPE;
ESTADECKER, 1999; HESSE et al., 2000; HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000).
Outras observacdes realizadas em modelo murino infectado demonstraram que os
animais nos quais a IL-13 estava ausente (IL-13 -/-) (FALLON et al., 2000b),
ineficiente (camundongos IL-4Ra. nocaute) (JANKOVIC et al., 1999) ou naqueles
onde a IL-13 foi neutralizada por tratamento com IL-13Ra2-Fc soluvel
(CHIARAMONTE et al.,, 1999a) falharam em desenvolver fibrose hepatica severa
que normalmente ocorre durante a infecgdo, permitindo, assim, sobrevida
prolongada desses camundongos. No entanto uma resposta Th2 polarizada leva ao
desenvolvimento de uma doenga cronica severa, com produg¢ao de granulomas
grandes e exacerbada resposta fibrogénica. Isso foi observado em experimento
realizado por Hoffmann, Cheever e Wynn (2000) com camundongos duplo-nocaute
gue ndo possuiam os genes que codificam a IL-10 e a IL-12. A IL-10 aparece, nesse
estudo, como uma citocina chave na patogénese da esquistossomose, tanto na fase
aguda quanto na fase crbénica da infec¢ao, sendo crucial para a sobrevivéncia do
hospedeiro. Esses autores atribuem a IL-10 o papel de controlar a excessiva
polarizacao Th1 e Th2 durante a infeccdo na esquistossomose murina.

A formacédo de granulomas é uma importante fungcdo de defesa durante a
infeccao, pois, em individuos cronicamente infectados os ovos sao um estimulo
antigénico continuo para a resposta imune. Caso esses antigenos nao fossem

neutralizados efetivamente, seriam muito mais danosos aos tecidos, principalmente
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o0 hepatico, que é particularmente sensivel. Embora a resposta Th2 seja uma
protecdo montada pelo hospedeiro, a persisténcia na expressao desses mediadores
podera “cicatrizar” o figado, ou seja, contribuir para o eventual desenvolvimento da
fibrose hepatica. Sendo assim, a resposta Th2 exibe caracteristicas protetora e
danosa durante a fase aguda e crénica da infecgao, respectivamente (WYNN, 2003).
Assim, a sobrevivéncia a uma doencga crénica parasitaria requer o desenvolvimento
de uma resposta imune controlada, que reconhega o patdégeno invasor e limite a
resposta potencialmente destrutiva do hospedeiro (HOFFMANN; CHEEVER; WYNN,
2000).

1.4.1 Fibrose hepatica periportal

A matriz extracelular compreende o tecido que preenche os espacos entre as
células, atuando como suporte para os vasos sanguineos e linfaticos. Suas fung¢des
incluem integracdo e sustentagcdo, sendo seus componentes moleculares
fundamentais para ancoragem, estimulagcao e movimentagao das células, bem como
para as interagdes célula-matriz e célula-célula, uma vez que nela sdo encontrados
fatores de crescimento, horménios e moléculas de adesédo (BEDOSSA; PARADIS,
2003). A matriz extracelular também ¢é responsavel pela troca de nutrientes e
oxigénio, e nela sédo eliminados os produtos resultantes do catabolismo celular
(ANDRADE, 2005).

A sintese da matriz extracelular (fibrogénese) é rigorosamente controlada, de
modo que havendo excesso dessa sintese, seus componentes sao degradados pelo
processo de fibrélise (ANDRADE, 2005). No figado existem varias células
(fibroblastos, miofibroblastos e hepatocitos) capazes de sintetizar e secretar os
componentes da matriz extracelular. Além dessas, as células estreladas de Ito tém
sido implicadas como células-chave na producao desses componentes (GABELE;
BRENNER; RIPPE, 2003). Essas células residem no espaco de Disse e sao a maior
reserva de vitamina A e gordura no figado. Sob a ag¢ao de citocinas fibrogénicas elas
se diferenciam em miofibroblastos e fibroblastos, sintetizando ativamente elementos
da matriz extracelular, tais como colagenos, elastina, proteoglicanos e proteinas de
constituicdo (ANDRADE, 2005).
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Quando ocorre um dano hepatico agudo, as células do parénquima se
regeneram e ha reposicdo das células que sofreram apoptose ou necrose. Esse
processo € acompanhado por resposta inflamatéria e uma limitada deposicdo de
componentes da matriz extracelular. Todavia, quando ha uma persisténcia desse
dano, a regeneracado eventualmente falha e os hepatécitos vao sendo substituidos
por uma abundante quantidade de proteinas da matriz, principalmente colageno,
uma vez que os estimulos da fibrogénese superam aqueles da fibrolise e o tecido
fibroso produzido em excesso se acumula, caracterizando o quadro de fibrose
(ANDRADE, 2005), que nada mais é do que o resultado de uma resposta de cura
montada pelo organismo do individuo, no sentido de reparar o dano sofrido pelo
tecido hepatico (FRIEDMAN, 2003).

A distribuicdo desse material fibroso formado depende da origem do dano
hepatico (BATALLER; BRENNER, 2005). Na esquistossomose mansoénica, a
disposicédo do tecido fibroso fica em torno das ramificacbes da veia porta. Isso se
deve ao fato de que muitos ovos que sao postos pelas fémeas nos vasos do
intestino sdo levados pela corrente sanglinea até os capilares dos espagos porta do
figado, onde ficam retidos. Uma vez localizados no parénquima hepatico, esses
ovos vao estimular a formacao de granulomas. Esses granulomas se acumulam
levando ao desenvolvimento de um manguito fibroso em torno das ramificagbes
intra-hepaticas da veia porta. Esta disposicao do tecido fibroso formado recebe o
nome de fibrose periportal ou fibrose em haste de cachimbo de barro (“clay pipe
stem fibrosis”), descrita pela primeira vez por Symmers em 1904 (REY, 2001).

A fibrose periportal € acompanhada de graus variaveis de obstrugéo vascular,
com formacéo e dilatagdo de novos vasos no tecido fibroso (BOGLIOLO, 1957), o

que garante oxigenacgao e nutricdo ao parénquima hepatico (REY, 2001).

1.4.1.1 Modelos experimentais e fibrose

Varios animais tém sido usados como modelos experimentais na reprodugao
da fibrose periportal. Entre eles estdo macacos (SADUN et al., 1970), coelhos
(CHEEVER et al., 1980) e camundongos (ANDRADE, 1987; ANDRADE; CHEEVER,
1993; ANDRADE; SILVA; SOUZA, 1997; WARREN, 1966). Estes ultimos
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representam o modelo de escolha por reproduzirem varios aspectos da doenca
humana, por desenvolverem um quadro de fibrose hepatica semelhante ao que
ocorre no homem, por serem facilmente manipulaveis e pelo seu baixo custo. Esses
modelos tém trazido uma grande contribuigdo para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na patogénese da fibrose hepatica esquistossomotica, esclarecendo
aspectos que nao podem ser investigados em seres humanos, por questdes éticas e
operacionais.

Warren (1966) conseguiu reproduzir uma lesdo equivalente a fibrose de
Symmers do homem no camundongo Swiss albino eutréfico, infectado com S.
mansoni. Andrade e Warren (1964), Andrade (1987) e Andrade e Cheever (1993)
também observaram o desenvolvimento dessa lesdo em 30 a 50% dos animais da
mesma linhagem, quando submetidos a infecgdes leves (1 a 2 pares de vermes) e
prolongadas (16 ou mais semanas). Entretanto, Coutinho et al. (1997; 2003) nao
conseguiram reproduzir esse quadro histolégico em camundongos desnutridos da
mesma cepa, submetidos as mesmas condigdes de experimentagao.

Os resultados acima citados sugerem, portanto, que tempo e carga
parasitaria, fatores causais comprovadamente importantes, ndo sado os unicos que

atuam no desenvolvimento da fibrose hepatica esquistossomatica.

1.5 Estado nutricional e reagao imune

Existe uma relagdo dindmica entre doenca, imunidade e nutricdo. A
imunidade do hospedeiro depende da replicagao celular e da sintese protéica, por
essa razdo é diretamente afetada pelo estado nutricional do individuo, que
determina a habilidade metabdlica celular e a eficiéncia com que a célula reage aos
estimulos, dando inicio e continuidade as respostas imunes. Dentre as
consequéncias das deficiéncias nutricionais pode ser citada a diminuicdo da
imunidade humoral e celular, da capacidade bactericida dos fagdcitos, da produgao
de componentes do sistema complemento, do numero total de linfocitos, do
equilibrio entre os subtipos de linfocitos T e dos mecanismos inespecificos de defesa
(BRUNETTO et al., 2007).

A desnutricdo protéico-energética provoca uma deficiéncia de calorias e
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aminoacidos, essenciais na sintese de DNA e RNA, na produgao de proteinas de
fase aguda e de energia (SAKER, 2004). Essa deficiéncia leva a um consideravel
comprometimento do sistema imune, uma vez que as citocinas sao constituidas por
aminoacidos e a expansdo clonal desse sistema depende da sintese protéica
(CHANDRA, 1992).

Considerando que a ma absorgao protéica que ocorre em camundongos
subnutridos é agravada quando estes animais s&o expostos a infecgdo pelo S.
mansoni (COUTINHO et al., 1992), Coutinho et al. (1997), utilizando dois grupos de
animais, um alimentado com dieta balanceada (controle) e outro submetido a dieta
hipoprotéica, observaram que o grupo eutréfico apresentou lesées decorrentes da
formagdo de granulomas e fibrose periportal, ao contrario do que foi visto em
animais desnutridos. Mesmo com a perda de peso corporal e com a generalizada
atrofia dos 6rgaos internos, os animais desnutridos mostraram auséncia de fibrose
periportal (apds analise histolégica e morfométrica do tecido hepatico), menor
didmetro dos granulomas e menor percentual de tecido colageno. O estudo
parasitologico revelou, nesses animais, menor carga parasitaria em relacédo aos
seus controles.

Em outro estudo, Coutinho et al. (2003) utilizaram dois grupos de
camundongos albinos Swiss infectados com S. mansoni. Um grupo foi alimentado
com dieta comercial balanceada, posteriormente substituida por dieta experimental
hipoprotéica; enquanto que outro grupo de animais foi alimentado com dieta
deficiente em proteina e, em seguida, submetido a alimentacdo com dieta
balanceada. No primeiro grupo procurou-se induzir a reducéo da fibrose hepatica ja
instalada; e no segundo, onde ndo havia fibrose, fez-se a tentativa de induzir a sua
formagao. Observou-se que os camundongos desnutridos falharam em desenvolver
a lesdo. Uma outra tentativa de induzir a formacao da fibrose nessa mesma
linhagem de camundongos foi desenvolvida por Coutinho et al. (2007).
Camundongos desnutridos e eutréficos foram submetidos a repetidas infecgdes pelo
S. mansoni. Novamente, os animais desnutridos foram incapazes de desenvolver a
fibrose periportal, enquanto que a lesao ocorreu em 44% dos animais eutrdficos.

Nesses casos, o estado nutricional pode estar relacionado com a inibicao do
desenvolvimento da fibrose periportal nos camundongos desnutridos, provavelmente
por suprimir a resposta imunolégica desses animais, o que se reflete no tamanho e

na composi¢cao dos granulomas hepaticos periovulares.
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Levando em consideracdo que a deficiéncia protéica € considerada um
potente imunodepressor (MEIRA, 1995), Oliveira et al. (2004) avaliaram a resposta
imune humoral e celular em camundongos esquistossomoticos desnutridos nao
isogénicos, na fase crbénica da infecgdo. Os animais com deficiéncia protéica
apresentaram baixos titulos séricos de I1gG1, I1gG2b e 1gG3 em relagdo a
camundongos eutroficos infectados. Contudo, ndao houve diferenca quanto a
produgao das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-5 nos dois grupos de animais estudados.

O presente trabalho visa estudar as diferengas de perfil imunologico entre
camundongos isogénicos desnutridos e eutréficos, avaliadas através da produgéo
das citocinas IL-13, IL-4, e IFN-y e desenvolvimento das lesbes hepaticas
esquistossomoticas, em trés diferentes fases da infecgdo (aguda, intermediaria e

cronica).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que o papel das citocinas na infecgado esquistossomética vem
sendo exaustivamente investigado no modelo camundongo eutréfico e também no
homem, porém com resultados ainda discrepantes; e considerando, ainda, que séo
muito escassas na literatura as referéncias sobre o perfil imunologico e a
imunopatologia de camundongos desnutridos infectados, € de grande relevancia que
sejam realizados estudos a respeito do papel do estado nutricional do hospedeiro no
desenvolvimento da imunidade celular e das lesdes hepaticas esquistossomoticas
cronicas, em virtude do contingente de pacientes desnutridos encontrados nas areas

endémicas para esquistossomose.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Existem diferencas entre hospedeiros desnutridos e eutréficos, quanto a
cinética da resposta imune celular e a morfologia hepatica, durante a infeccéo por

Schistosoma mansoni?
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar as caracteristicas da resposta imune do tipo celular e da patologia

hepatica, na infec¢do por S. mansoni, em camundongos isogénicos desnutridos e

eutroficos.

4.2 Especificos

a)

Determinar o estado nutricional dos camundongos, através da analise das

curvas ponderais.

Avaliar a producgéao das citocinas IL-4, IL-13 e IFN-y em trés diferentes tempos
de infeccdo correspondentes as fases aguda, intermediaria e crénica, em

camundongos desnutridos e eutroficos.

Estudar a morfologia hepatica durante trés fases da infecgdo
esquistossomotica (60, 90 e 150 dias) em relagao a formagao dos granulomas
e suas caracteristicas, bem como ao desenvolvimento da fibrose hepatica

periportal, nos dois grupos acima citados.

Caracterizar, morfometricamente, parametros relacionados aos granulomas e
quantificar, morfométrica e bioquimicamente, a producao de colageno no

figado de camundongos eutroficos e desnutridos.

Avaliar a intensidade da infeccdo através da carga parasitaria em
camundongos desnutridos e eutroficos, pela quantificagcdo do numero de ovos

no figado e do numero de parasitos recuperados apos a perfusao.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Camundongos machos, recém-desmamados (21 dias), isogénicos (C57BL/6),
pesando entre 11 e 15 g, provenientes do Centro de Criagdo de Animais de
Laboratério (CECAL — FIOCRUZ/ Rio de Janeiro), foram mantidos em gaiolas
individuais, sob condigdes padronizadas de temperatura (22 a 23°C) e luminosidade
(ciclos de 12 h de claro e 12 h de escuro).

A utilizacdo desses animais no presente trabalho foi aprovada pela Comisséao
de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ) sob licenca n° L-0028/07, cujo

certificado encontra-se anexo.

5.2 Dietas

A desnutricdo foi induzida nos animais pela administracdo da Dieta Basica
Regional (DBR). Esta dieta, caracterizada por ser multideficiente, essencialmente
hipoprotéica contendo aproximadamente 7,87% de proteina (COUTINHO; FREITAS;
ABATH, 1992), foi desenvolvida apdés a realizagdo de inquéritos de consumo
alimentar em populagbes humanas residentes em areas endémicas para
esquistossomose mansbénica em Pernambuco e outros Estados do Nordeste
brasileiro (COUTINHO, et al., 1972). A DBR, composta por quatro tipos
fundamentais de alimentos (Tabela 1), € capaz de induzir em camundongos
(COUTINHO et al., 1997) e ratos (TEODOSIO et al., 1990) um tipo de desnutri¢io
protéico-energética semelhante a forma marasmatica que ocorre no homem.

Como dieta controle utilizada na alimentacdo dos animais eutréficos, foi
fornecida a dieta comercial NUVILAB (Nuvital Nutrients LTDA., Colombo, Parana,
Brasil), contendo 22% de proteina (Tabela 1).

Todos os animais receberam dieta e agua “ad libitum”.
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Tabela 1- Composigao percentual das dietas

COMPONENTES g% PROTEINA% CARBOIDRATOS% GORDURA% MINERAIS% FIBRAS%
DBR:

Feijao Mulatinho 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09
(Phaseolus vulgaris)

Farinha de mandioca 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64
(Manihot esculenta)

Charque 3,74 2,74 0,43 0,41* 0,06 -
Batata Doce (roxa) 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48
(Iponaea batatas)

TOTAL 99,65 7,87 69,67 0,80 1,26 7,21
NUVILAB

(Nuvital Nutrientes 100,0 22,00 OBS: Dieta comercial balanceada, para camundongos.

Ltda)

Fonte: Coutinho et al. (1997).
Nota: (*) Este valor refere-se a gordura total da charque “magra” e da manta de gordura (0,21 + 0,20
=0,41)

5.3 Estado nutricional

O estado nutricional dos animais de todos os grupos foi avaliado através da
analise das curvas ponderais, obtidas apds registro semanal do peso corporal
utilizando balanga de preciséo (Precision: modelo PR 5000), além da observacéo do
aspecto clinico dos animais, tais como pelagem, postura e motilidade (COUTINHO,
1980; TEODOSIO et al., 1990).

A mortalidade espontanea dos animais, no decorrer do experimento, foi
registrada para obtengcdo da taxa de mortalidade relacionada a infeccéo e estado

nutricional.

5.4 Obtencao de cercarias e infecgao

Para obtencdo de cercarias, caramujos da espécie B. glabrata infectados

com miracidios de S. mansoni da cepa LE (Belo Horizonte) foram expostos a luz
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artificial por cerca de 40 min. Apds esse tempo, as cercarias foram quantificadas e
cerca de 30 foram distribuidas em um volume de agua de aproximadamente 10 mL
para infectar os camundongo, individualmente. Os animais foram expostos a luz e
mantidos em contato com essa suspensao por 1 h. Apds esse tempo, foram
removidos para suas respectivas gaiolas e a suspensdao examinada ao microscopio
Optico, para contagem das cercarias que nao penetraram. Essa infeccao foi
realizada 30 dias apos o inicio do consumo das respectivas dietas nos grupos
experimentais desnutridos e eutrdficos (ver item 5.5).

A fase crbnica da infecgcdo esquistossomoética murina € considerada
completamente estabelecida a partir da 122 semana (3 meses) apds a exposicao
cercariana (FALLON, 2000a; PEARCE; MCDONALD, 2002). Observagoes
realizadas em estudos prévios (ANDRADE; CHEEVER, 1993; COUTINHO et al.,
2007) demonstraram que a fibrose hepatica periportal comega a esbogar-se a partir
da 16% semana (4 meses) de infeccdo. Por essa razao, foi estabelecido que os
tempos de infecgdo utilizados no presente estudo seriam 60, 90 e 150 dias (5
meses), para avaliacdo das fases aguda, intermediaria e crbénica da infecgao,

respectivamente.

5.5 Grupos experimentais

Os camundongos foram divididos em 4 grupos (n= 76):

A - Desnutrido infectado (DI) n= 19 C - Desnutrido nao infectado (DNI) n= 19
B - Eutrofico infectado (El) n= 19 D - Eutrdfico nao infectado (ENI) n= 19

Os animais com 150 dias de infecgao, pertencentes aos grupos DI e El foram
usados para estudos parasitolégico, morfolégico (macroscopico e histopatoldgico),
morfométrico, bioquimico e imunoldgico; enquanto que os animais com 60 e 90 dias
de infeccdo participaram, apenas, dos estudos morfolégico (histopatoldgico) e
imunoldgico.

Os camundongos dos grupos néo infectados (DNI e ENI) considerados como

controles, foram sacrificados no mesmo periodo de tempo que os infectados (60, 90
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e 150 dias) e estudados, apenas, nas etapas de avaliagdo morfolégica

(macroscopica) e imunoldgica.

5.6 Estudo parasitolégico

5.6.1 Coleta e quantificacdo dos vermes apoés perfusédo do sistema venoso portal

Os camundongos dos grupos DI e El, com 150 dias de infecgdo, foram
sacrificados apos sedagao prévia por injecao intraperitoneal de Xilasina (10 mg/Kg
de peso corporal) e Ketamina (115 mg/Kg de peso corporal). Realizado o
monitoramento anestésico e a verificagdo de que o animal ndo apresentava qualquer
reflexo digital e caudal, foi efetuada uma incisdo préxima aos érgaos genitais indo
até a caixa toracica. A veia porta foi, entdo, seccionada e o ventriculo esquerdo
perfundido com solug¢ao de perfusdo [cloreto de sddio (8,5 g/L) e citrato de sodio (15
g/L)] para retirada dos vermes do sistema portal mesentérico (DUVALL; DE WITT,
1967), os quais foram decantados em calices de sedimentagcdo e posteriormente
quantificados.

ApoGs a perfusdo o figado e o bago foram removidos e pesados, para
avaliacdo morfolégica macroscopica. Posteriormente, o figado foi seccionado em
trés fragmentos destinados a estudo parasitolégico (contagem de ovos), morfolégico
(histopatologico), morfométrico e bioquimico. Todos esses procedimentos estao

descritos nos itens que se seguem.

5.6.2 Contagem dos ovos contidos no figado

Fragmentos de figado foram retirados apds a perfusdo e digeridos em
hidréxido de potassio (KOH) a 4% (CHEEVER, 1970). Os ovos encontrados foram
quantificados com o auxilio da cdmara de contagem de células “Sedgewick Rafter*
(Graticules Limited: modelo S50, Tonbridge - England).
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5.7 Estudo morfolégico

5.7.1 Andlise macroscopica dos 6rgaos

Logo apds a perfusdo, o figado e o bago dos animais foram removidos,
pesados e examinados macroscopicamente. Os valores obtidos através da pesagem
foram utilizados para determinacéo da relagao percentual entre o peso corporal dos
camundongos no momento da necropsia e o peso dos O6rgaos acima citados, em

relacdo a cada grupo.

5.7.2 Analise histopatoldgica

Amostras de figado foram fixadas em Bouin (75 mL de solugao saturada de
acido picrico, 25 mL de formaldeido e 5 mL de acido acético glacial) por 8 h, para
estudo histolégico. Apds sucessivas lavagens com etanol a 70% para completa
remocao do fixador, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes
de etanol a partir de 70% até alcool absoluto. Apds essa etapa, as amostras foram
diafanizadas em xilol e impregnadas em parafina histolégica fundida a 60°C.
Posteriormente, foram incluidas em parafina, cortadas em micrétomo rotativo (Leica:
modelo RM2125RT, Nussloch - Germany), obtendo-se cortes de 5 um de espessura.
Os cortes destinados ao estudo histopatoldgico foram corados pela hematoxilina-
eosina (HE) e aqueles utilizados no estudo morfométrico, foram corados pela técnica
do picro-sirius vermelho (PS), seletiva para colageno (JUNQUEIRA; BIGNOLOS;
BRENTANI, 1979).
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5.8 Estudo morfomeétrico

As laminas de figado, coradas pelo picro-sirius vermelho, foram examinadas
em dez campos microscopicos aleatérios, através de Sistema de Processamento e
Andlise de Imagem Leica QWin, versao 2.6 MC (Leica Cambridge, Cambridge —
England), com camara digital acoplada (Leica JVC: modelo TK-C1380, Pine Brook,
New Jersey — USA). Foram calculados os parametros: volume, densidade
volumétrica e densidade numérica dos granulomas, além de mensurada a area
percentual de tecido fibroso no figado. Todos esses parametros estdo descritos

abaixo.

5.8.1 Volume dos granulomas (V)

Foram medidos os diametros de todos os granulomas viaveis (contendo ovo
ou vestigio de ovo) encontrados nos dez campos aleatérios, para cada animal, em
cada grupo. Atribuindo-se aos mesmos uma forma esférica, os raios obtidos a partir
dos seus didmetros foram aplicados a formula utilizada para o calculo do volume da

esfera, obtendo-se, assim, o volume dos granulomas.

V=R>xPix4/3
R = raio

Pi=3,14

5.8.2 Densidade volumétrica dos granulomas (Vv)

Para se obter a densidade volumétrica, foi mensurada, manualmente, com o
uso do programa QWin, a area de todos os granulomas viaveis encontrados, cujos
diametros foram utilizados para calcular o volume dos mesmos. Todas as areas
foram somadas e o resultado foi dividido pela soma dos valores das areas dos

campos (compartimentos), ou seja, a densidade de volume € o valor da area total
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dos granulomas dividido pelo valor da area total dos compartimentos.

Vv = Area total dos granulomas
Area total dos compartimentos

5.8.3 Densidade numérica dos granulomas (Nn)

Os granulomas encontrados nos campos microscopicos aleatérios foram
somados e o resultado obtido, juntamente com o valor da densidade volumétrica, foi

aplicado a formula de Weibel (1963).

Nn=0,77 x vV N'°
WO
N = numero de granulomas

Vv = densidade volumétrica dos granulomas

5.8.4 Percentual de tecido fibroso (%)

O programa de morfometria computadorizado marcou o tecido fibroso
diferenciado pela coloragdo com picro-sirius vermelho, que é seletiva para fibras
colagenas, e, em seguida, forneceu, automaticamente, o percentual de tecido

marcado. Ao final, os percentuais dos dez campos foram somados.

5.9 Estudo bioquimico

Amostras de figado foram utilizadas para determinagao do colageno, medido
através da hidroxiprolina (BERGMAN; LOXLEY, 1963). Estes fragmentos, pesando
entre 100 e 200 mg, fixados em formol, foram colocados em 5 mL de acido cloridrico
6 N, a uma temperatura de 110°C, em estufa por 18 h, com a finalidade de serem

hidrolisados. Apds a hidrélise, foram acrescentados 5 mL de agua destilada ao
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material, que foi submetido a filtragao.

Aliquotas de 2 mL de cada amostra do material filtrado foram coletadas para
posterior neutralizagdo, colocando-se uma gota de fenolftaleina a 1% (3,3-bis[4-
hydroxyphenyl] — 1[3H] — isobenzofuranone, Sigma Chemical, St. Louis, Missouri -
USA), adicionando-se solugao de hidroxido de sédio (NaOH — 10 N) e agitando até
que o material obtivesse uma coloragdo réosea. Em seguida, gotejando-se acido
cloridrico (HCI — 3 N), o material foi agitado até que voltasse a coloragao inicial. Ao
final desse procedimento, o volume foi ajustado para 4 mL com agua destilada.

A etapa seguinte consistiu de um ensaio colorimétrico onde padrbes de
solucao de hidroxiprolina a 0,1 mM (Trans-4-Hydroxy-L-Proline, Sigma Chemical, St.
Louis, Missouri - USA) foram preparados. Esses padrdes participaram das etapas
abaixo especificadas.

Aliquotas das amostras e padrées em um volume de 200 ulL foram acrescidos
de alcool isopropanol (400 uL), procedendo-se em seguida, a oxidagdo com 200 uL
de solugdo A (Cloramina T [N-Chloro-p-toluene-sulfonamide sodium solt, Sigma
Chemical, St. Louis, Missouri - USA] + tampao citrato acetato). Em seguida, as
amostras e os padrdes foram incubados com 2,5 mL de solugdo B composta por
solugdo de Erlich (reagente de Erlich [p-Dimethylamino-Benzaldehyde, Sigma
Chemical, St. Louis, Missouri - USA] + acido perclorico a 60%) e alcool isopropanol
em banho-maria a 60°C, por 25 min. Ao final desse periodo de tempo, procedeu-se
a leitura da densidade optica em espectrofotdbmetro (Pharmacia: modelo Ultrospec
3000), em comprimento de onda de 558 nm. Os dados coletados foram aplicados a
um programa computadorizado, que fornece a quantidade de hidroxiprolina em
micromol por grama de figado. Os niveis de hidroxiprolina foram corrigidos para
intensidade da infecgao, dividindo-se a hidroxiprolina hepatica total pelo numero de
ovos de S. mansoni no figado, analisando-se os resultados com auxilio de planilha

de calculo elaborada por Cheever et al. (1987).
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5.10 Estudo imunolégico

5.10.1 Obtencéo de antigeno soluvel de ovo - SEA

Para obtencdo desse antigeno, segundo Gazzinelli et al. (1983), foi utilizado
um grupo extra de camundongos albinos Swiss outbred que ndo participaram das
demais etapas do estudo. Esses animais foram infectados (via percutdanea) com
aproximadamente 100 cercarias de S. mansoni e perfundidos 60 dias apds a
infeccdo, segundo técnica descrita no item 5.7.1. Em seguida, os figados foram
removidos, segmentados e embebidos em solugdo salina a 1,7% por 24 h a 4°C.
Apds esse periodo, foram submetidos a banho-maria por 2 h a 37°C (Fanem:
modelo 100, Sao Paulo, Brasil). Posteriormente, os figados foram triturados (em
liquidificador comum) por 5 min e a suspensao filtrada uma vez em malha de 180 um
e uma segunda vez em malha de 130 um. O material filtrado foi distribuido em
calices de sedimentacéo por 2 h, para decantacdo. O sedimento foi depositado em
tubos Falcon de 50 mL e submetido a cinco centrifugag¢des (200 x g) de 5 min a 4°C
(Centrifuga refrigerada, Beckman Instruments, Inc: modelo TJ-6R). O sobrenadante
foi, entao, desprezado e o precipitado ressuspendido em 10 mL de salina 1,7%.

Em seguida, o sedimento foi submetido a maceragdao manual com bastdo de
vidro na presenca de inibidor de protease [EDTA (“Ethylene diamine tetracetic acid”)
1 mM em metanol, PMSF (“Phenylmethylsulfonyl fluoride”) 1 mM] resfriado. Apds a
maceracao, todo o material foi ultrassonicado em trés ciclos de 20 pulsos, sendo
cada pulso de 60 s a uma poténcia de 25 W (Processador Ultrassénico 500 Watts,
Cole Parmer: modelo 501). Apds essa etapa, o material foi ultracentrifugado a 10* x
g por 10 min a 4°C e o sobrenadante submetido & nova ultracentrifugacdo a 10°x g
por 1 h a 4°C (Ultracentrifuga Beckman Coulter: modelo Optima LE-80K, Palo Alto,
Califérnia — USA). ApOs essa centrifugagao, o sobrenadante foi dialisado, utilizando-
se membrana de celulose para dialise, com capacidade de reter proteinas de peso
molecular a partir de 12 kDa, para completa retirada dos sais presentes no antigeno.

Os antigenos obtidos foram dosados através do método de Bradford (1976) e
seus perfis protéicos analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida a

uma concentragdo de 12% na presenca de dodecil sulfato de sddio a 10% (SDS-
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PAGE), de acordo com Laemmili (1970) e corados pelo Comassie Blue.
Esse antigeno, SEA, foi utilizado na etapa de estimulagdo de células

esplénicas, descrita abaixo:

5.10.2 Cultura de células esplénicas

Em condicbes estéreis, 9 animais de cada grupo (DI, EI, DNI e ENI) foram
sacrificados por deslocamento cervical em diferentes tempos (60, 90 e 150 dias,
utilizando-se 3 animais para cada tempo), sendo os bagos removidos para obtengao
de células destinadas ao estudo da resposta imune celular durante as fases aguda,
intermediaria e crbnica da esquistossomose. As suspensdes de células esplénicas
foram obtidas por maceracédo dos bagos em meio RPMI 1640 (Cultilab, Sdo Paulo -
Brasil) acrescido de antibidticos (Penicilina e Estreptomicina a 1%) e aminoacido
(1% de L-glutamina), e centrifugadas por 5 min a 300 x g a 4°C (Centrifuga
refrigerada: modelo TJ-6R, Beckman Instruments, Inc.). As hemacias foram lisadas
pela adicdo de agua estéril ao precipitado, durante 18 s. As células foram
ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 10% de SBF (Soro Bovino Fetal -
WL. Imunoquimica, Rio de Janeiro - Brasil) e a viabilidade observada pelo emprego
de Trypan Blue a 10%. As suspensdes celulares foram distribuidas em placas de
cultura de 24 pogos, em duplicata, na concentragdo de 5 x 10° células/mL
submetidas a diferentes estimulos [SEA — 20 ug/mL ou Concanavalina A (ConA) — 5
ug/mL] ou simplesmente meio de cultura (sem estimulo), e entdo, cultivadas por 24,
48 e 120 h a 37°C em estufa de CO; a 5% (Forma Scientific Inc.), para obtencao de
sobrenadante e posterior dosagem de citocinas. Esses trés tempos de cultivo foram

utilizados para determinar o melhor tempo de producéo de cada citocina.

As culturas sem estimulo (apenas com meio de cultura) foram utilizadas como
controle interno negativo. Ao mesmo tempo, foram utilizadas como controle positivo
as culturas estimuladas com o mitdgeno (ConA) onde foi avaliada a capacidade

imunoproliferativa dos esplendcitos.
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5.10.3 Dosagem de citocinas nos sobrenadantes

A dosagem das citocinas foi realizada através de ELISA de captura. Para IL-
13 foi utilizado kit DuoSet Mouse IL-13 (DuoSet ELISA Development System, R & D
Systems, Mineapolis, Minessota - USA); para IFN-y, o Kit OptEIA Mouse INF-y Set
(Pharmingen, San Diego, Califérnia - USA) e para IL-4 foram utilizados anticorpos
pareados (Pharmingen, San Diego, California - USA).

As placas de ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”, DYNEX
Immulon 4 HBX, USA) foram sensibilizadas com os anticorpos de captura [anti-IFN-y
(diluigdo de 1:200), anti-IL-4 (11B11 a 2 pg/mL) ou anti-IL-13 (4 pg/mL)], diluidos em
Tampao Carbonato Bicarbonato de Sodio a 0,12 M, com pH 9,5, sendo distribuidos
50 uL em cada pog¢o da placa e incubadas a temperatura de 4°C por 18 h.

Em seguida, as placas foram bloqueadas com 150 uL de uma solugédo de
PBST (Tampé&o Salina Fosfato com 0,05% de Tween 20) e 10% de SBF (Soro
Bovino Fetal - WL. Imunoquimica, Rio de Janeiro - Brasil) durante 1 h. Apds este
periodo, as placas foram lavadas trés vezes com PBST e, em seguida, adicionados
50 uL dos respectivos padrbes recombinantes de camundongos: rIFN-y, rIL-4 ou rlL-
13 em duplicatas, diluidos em meio RPMI 1640 (Cultilab, Sao Paulo - Brasil) em
concentragbes que variaram de 10 ng/mL a 0,625 ng/mL. Apds a distribuicdo dos
padroes, os sobrenadantes de cultura de esplendcitos foram colocados em
quadruplicata nas placas de ELISA, que foram incubadas a 4°C por 18 h. Em
seguida, foram lavadas com PBST e adicionados 50 uL dos anticorpos biotinilados
[anti-IFN-y (diluicdo de 1:500), anti-IL-4 (BVD624G2, a 1 ug/mL), anti-IL-13 (200
ng/mL)], diluidos com PBST e 0,1% de BSA (“Bovine Serum Albumin”) e incubadas a
temperatura ambiente por 1 h e 30 min.

Posteriormente, cada placa foi novamente lavada trés vezes com PBST. O
conjugado enzimatico, diluido 1:3000 (estreptoavidina marcada com peroxidase,
Sigma Chemical, St. Louis, Missouri - USA) em PBST contendo BSA a 0,1%, foi
adicionado as placas e estas incubadas a temperatura ambiente por 1 h. Novamente
foram lavadas com PBST e a reacdo revelada pela adicao do substrato contendo
H,O, e o cromogeno ABTS [2,2-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid),

Sigma Chemical, St. Louis, Missouri — USA] dissolvidos em tampao citrato fosfato de
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sédio a 0,1 M com pH de 5,5 para a citocina IL-4. As citocinas IFN-y e IL-13 foram
reveladas pela adicdo de TMB (3,3,5,5" — tetramethylbenzidine, DAKO, Carpinteria,
Califérnia - USA). A reacao foi, entdo, bloqueada com acido citrico a 0,2 M para a
citocina IL-4 e com acido sulfurico a 2 N para IFN-y e IL-13. A leitura foi realizada em
leitor de ELISA (Biorad Laboratories: modelo 3550) em comprimento de onda de 405
nm para a primeira citocina e em 450 nm para as duas ultimas.

As concentragcbes das citocinas nas amostras foram calculadas pelo
programa Microplate Manager, versao 4.0, a partir de curvas-padrdao obtidas com
seus respectivos recombinantes.

Os resultados foram apresentados como médias aritméticas + erro padrao da

média.

5.10.4 Determinacgao da cinética de produgao das citocinas

ApoOs a dosagem das citocinas em cada tempo utilizado para o cultivo das
células (24, 48 e 120 h), foi verificado que a maior produgéo das citocinas IL-4 e IL-
13 ocorrem no periodo de 120 h, enquanto que para IFN-y o melhor tempo de
producao foi de 24 h. Uma vez determinado o melhor tempo de produgao para cada
citocina, esse ponto foi utilizado para a construgdo de graficos de evolugdo da
cinética de producao de cada uma das citocinas nos tempos de infecgdo estudados
(60, 90 e 150 dias).

5.11 Analise estatistica

Foi realizada analise descritiva para expor os resultados obtidos utilizando-se
os “softwares” Excel v. 2000 e SPSS v. 8.0. A apresentagdo das variaveis
mensuradas foi feita através de tabelas e graficos, incluindo o uso de algumas
medidas descritivas como média aritmética, desvio padrdo ou erro padrdo da média.

Para a andlise comparativa das variaveis quantitativas foram aplicados os testes “t”
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de Student, Mann Whitney ou Analise de varidancia (ANOVA). Para testar os
contrastes foi aplicado o teste de Levene para verificar a suposigdo da
homogeneidade das variéncias; quando verificada, aplicou-se o teste de Tukey. Para
a analise das variaveis qualitativas foi utilizado o teste do Qui-quadrado. Todas as

conclusbes foram tomadas a nivel de significancia de  5%.
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6 RESULTADOS

6.1 Estudo imunolégico

6.1.1 Avaliacdo do antigeno soluvel de ovo (SEA)

A analise eletroforética do perfil protéico do SEA revelou que esse antigeno é
constituido por um conjunto de proteinas de diferentes pesos moleculares, que

variam desde superiores a 94 kDa até inferiores a 20,1 kDa (Figura 2).
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Figura 2- Eletroforese em gel de poliacrilamida com coloragéo pelo Coomassie blue, das proteinas do
antigeno soluvel de ovo (SEA).

Nota: O SEA foi aplicado no gel em diversas quantidades (5, 10, 15 e 20 pg). A primeira coluna
corresponde ao peso molecular padrao (PM).

6.1.2 Avaliagao dos niveis de citocinas apds estimulagdo com SEA

6.1.2.1 Produgéo de IFN-y

Foi observada uma maior produgédo de IFN-y aos 60 dias de infecgdo para o

grupo DI em relagdo ao grupo El, com diferenga estatisticamente significativa (p =
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0,03). Noventa dias ap6s a infecgéo, os niveis de IFN-y diminuiram em ambos os
grupos (DI e El, p > 0,05). A analise realizada na fase cronica da doenga, ou seja,
150 dias apds a infecgdo, mostrou que nao foi detectada produgao de IFN-y para

esses mesmos grupos estudados (Figura 3).
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Figura 3 - Producdo de IFN-y nos sobrenadantes de cultura de esplenécitos de camundongos
isogénicos C57BL/6 desnutridos e eutréficos, infectados com S. mansoni.

Nota: As células foram estimuladas com o antigeno SEA (20ug/mL) nos periodos de 60, 90 e 150
dias apos a infecgdo e o sobrenadante coletado apds 24h de cultivo. A cor azul representa o grupo
desnutrido infectado (DI) e a vermelha representa o grupo eutrofico infectado (El). (*) Diferenga
estatistica (p = 0,03) entre os grupos DI e El no periodo de 60 dias apds a infecgédo (X + EPM).

6.1.2.2 Produgéo de IL-4

Sessenta dias apos a infecgéo, nao foi detectada producéao de IL-4, tanto para
0 grupo desnutrido quanto para o grupo eutréfico. No periodo de 90 dias de
infeccdo, foram detectados niveis elevados dessa citocina, com valores mais altos

para os animais do grupo DI (p = 0,02). Aos 150 dias de infecg¢ao, a produgédo de IL-



SILVA, F. L. RESULTADOS 51

4 diminuiu para ambos os grupos estudados, atingindo niveis equivalentes (p > 0,05,

Figura 4).
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Figura 4 - Producdo de IL-4 nos sobrenadantes de cultura de esplenécitos de camundongos
isogénicos C57BL/6 desnutridos e eutréficos, infectados com S. mansoni.

Nota: As células foram estimuladas com o antigeno SEA (20ug/mL) nos periodos de 60, 90 e 150
dias ap0s a infecgcéo e o sobrenadante coletado ap6s 120h de cultivo. A cor azul representa o grupo
desnutrido infectado (DI) e a vermelha representa o grupo eutréfico infectado (El). (*) Diferenga
estatistica (p = 0,02) entre os grupos DI e El no periodo de 90 dias de infecgdo (X + EPM).

6.1.2.3 Producgéo de IL-13

Analisando a producéo de IL-13 no periodo de 60 dias de infeccdo foram
observados niveis mais elevados para os animais eutroficos, quando comparados
aos desnutridos (p > 0,05). No entanto, aos 90 dias, os niveis de |IL-13 do grupo DI
aumentaram e atingiram niveis mais elevados do que o grupo El (p = 0,02). Esse
ultimo grupo (El) apresentou uma diminuigdo na producgao IL-13, quando comparada
com o0s seus niveis aos 60 dias (p > 0,05). O grupo El permaneceu produzindo

niveis semelhantes de IL-13 aos 150 dias, enquanto que o DI apresentou uma
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queda, chegando a valores mais baixos que o grupo El. A diferenga entre as médias
desses grupos (DI e El), nesse periodo de tempo, foi significativa (p = 0,001, Figura
5).
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Figura 5 - Produgdo de IL-13 nos sobrenadantes de cultura de esplenécitos de camundongos
isogénicos (C57BL/6) desnutridos e eutrdficos, infectados com S. mansoni.

Nota: As células foram estimuladas com o antigeno SEA (20 ug/mL) nos periodos de 60, 90 e 150
dias apods a infeccdo e o sobrenadante coletado apés 120 h de cultivo. O ponto azul representa o
grupo desnutrido infectado (DI) e o vermelho representa o grupo eutréfico infectado (El). (*) Diferenga
estatistica entre os grupos DI e El no periodo de 90 (p = 0,02) e 150 (p = 0,001) dias de infeccdo (X +
EPM).

Para todas as citocinas avaliadas os controles positivos utilizados (culturas
estimuladas com ConA) apresentaram resultados satisfatorios relacionados a
imunoproliferacdo dos esplendcitos (dados ndo mostrados).

Na Tabela 2 encontra-se descrita, sinopticamente, a evolugdo da resposta
imune celular de ambos os grupos estudados, em todos os pontos de tempo

analisados.
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Quadro 1: Sinopse dos resultados da resposta imune celular durante a infeccéo
esquistossomatica, em camundongos isogénicos C57BL/6 desnutridos (DI) e eutroficos (EI).

60 dias de infecgao 90 dias de infecgao 150 dias de infecgao
_IE_)ﬁ1snutridos: Indicativo de perfil Desnutridos: Perfil Th2. Desnutridos: Perfil Th2.
IFN-y: 3 ng/mL IFN-y: ndo foi detectada IFN-y: ndo foi detectada
IL-4: ndo foi detectada IL-4: 1,8 ng/mL IL-4: 0,9 ng/mL
IL-13: 1,2 ng/mL IL-13: 3,6 ng/mL IL-13: 0,7 ng/mL
Eutréficos: Indicativo de perfil Eutréficos: Perfil Th2 Eutréficos: Perfil Th2
Th2
IFN-y: 0,8 ng/mL IFN-y: ndo foi detectada IFN-y: ndo foi detectada
IL-4: n&o foi detectada IL-4: 1,2 ng/mL IL-4: 1,0 ng/mL
IL-13: 2,1 ng/mL IL-13: 1,3 ng/mL IL-13: 1,2 ng/mL

Nota: Os resultados acima representam a média aritmética dos respectivos grupos (desnutridos ou
eutroficos), nos tempos de infecgédo estudados.

6.2 Estudo morfolégico

6.2.1 Macroscopia do figado e do bago

A Figura 6 mostra a relagdo percentual entre o peso corporal e o peso dos
orgaos (figado e bago) dos animais infectados e seus respectivos controles, no
momento do sacrificio (150 dias apds a infecgao).

A relacao peso corporal versus peso do figado foi maior para os animais
eutréficos, quando comparada com os desnutridos, havendo diferenca estatistica

entre os grupos El e DI (p < 0,001). A comparagao realizada entre os grupos
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eutroficos mostrou que o grupo infectado (El) apresentou uma relagdo percentual
maior que o grupo nao infectado (ENI), com p < 0,001. O mesmo foi observado entre

os grupos desnutridos infectados (DI) e ndo infectados (DNI), sendo p < 0,001.

A relagcdo peso corporal versus peso do bago mostrou que os animais
infectados, tanto eutréficos (El) quanto desnutridos (DI), apresentaram sempre
relacdes percentuais maiores que os seus respectivos controles ndo infectados (ENI

e DNI), porém essa diferenga entre as médias n&o foi estatisticamente significativa

(p > 0,05).

10.01 *
n Kk
oS
—~ 7.5 *k
[ Eg ,
[72]
%% 8 5o I Figado
3 g > Baco
g 8o ¢
o 2.5
(3}
0.0-

El ENI DI DNI

Grupos Experimentais

Figura 6 - Relagdo percentual entre o peso corporal e o peso dos 6rgdos (figado e bago) de
camundongos isogénicos C57BL/6 desnutridos (DI) e eutréficos (El), infectados com S. mansoni, em
comparagao com seus respectivos controles nao infectados (DNI e ENI).

Nota: * Diferenga estatistica significativa entre os grupos eutréficos e desnutridos, infectados. **
Diferenca estatistica significativa entre os grupos infectados eutréficos e desnutridos, comparados com

0s respectivos grupos nao infectados (p < 0,001).
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6.2.2 Histopatologia do figado

6.2.2.1 Fase aguda

Os camundongos desnutridos e com 60 dias de infeccdo apresentavam
parénquima com discreta atrofia das traves hepaticas, mas sem alteragdes
degenerativas importantes, exceto eventuais focos de necrose coagulativa aguda,
com intensa infiltracdo local de polimorfonucleares, sobretudo de eosindfilos. Esses
infiltrados inflamatorios, de carater difuso, eram frequentemente observados nos
espacos-porta médios e grandes (hepatite reacional). Os granulomas
esquistossomaticos periovulares eram pouco numerosos, de pequena dimensao,
isolados, distribuidos esparsamente pelo parénquima e, em sua maioria, compostos
predominantemente por polimorfonucleares eosindfilos e neutrofilos, com
predominio dos primeiros, além de alguns macréfagos e linfocitos (granulomas em
fase exsudativa). Esses granulomas mostravam-se, as vezes, agrupados, formando
extensos conglomerados. Em todos os camundongos desse grupo as infecgdes
foram de carater moderado, em relagcdo ao aspecto histopatologico (Figura 7).

Nos camundongos eutréficos com 60 dias de infecgdo, os aspectos
histolégicos diferiam em relagdo a presenga de maior niumero de granulomas
periovulares, isolados e esparsamente distribuidos pelo parénquima hepatico, as
vezes formando conglomerados, sendo os mesmos de maior dimensdo em relagéo
ao que foi visto no grupo dos animais desnutridos. Além disto, em muitos desses
granulomas notava-se deposicédo de pequena quantidade de colageno. Também
ocorria intensa infiltracao eosinofilica nos médios e grandes espacos-porta e, as
vezes, na porcdo central dos granulomas. Areas de necrose aguda coagulativa

(necrose isquémica) também foram observadas (Figura 8).
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Figura 7 - Camundongo desnutrido, com 60 dias
de infecgdo pelo S. mansoni. Granuloma do tipo
exsudativo, observando-se intensa proliferagcao
de eosindfilos em torno de ovo em degeneragao
(HE — 100x).

WL

Figura 8 - Camundongo eutréfico, com 60 dias

de infecgdo pelo S. mansoni. Presenca de
eosinofilia intensa em torno do ovo com miracidio
em desintegracdo e alguns mononucleares
permeando o infiltrado eosinofilico. Observa-se,

ainda, area de necrose isquémica coagulativa,
(HE — 200x).

6.2.2.2 Fase intermediaria

Aos 90 dias, fase arbitrada na presente investigagdo como “intermediaria”, o
grupo desnutrido apresentava numerosos granulomas periovulares ora isolados, ora
coalescentes, com presenca de macrofagos e deposicao colagena moderada. A
infiltrac&o eosinofilica ocorria em menor intensidade e nos granulomas depositava-
se um colageno de aspecto fibrilar. Em 3 animais desse grupo foram vistos, em
grandes espacgos-porta, conglomerados de ovos e aumento moderado do tecido
conjuntivo portal (Figuras 9, 10 e 11).

Nesse mesmo ponto de tempo, camundongos eutréficos também
apresentavam infec¢des intensas, com granulomas periovulares ora isolados, ora
agrupados. Em 4 animais ocorria aumento do tecido conjuntivo portal, com presenca
de granulomas periovulares em fase predominantemente produtiva, notando-se,
ainda, certo grau de eosinofilia em grandes espagos-porta e na intimidade de alguns

granulomas (Figura 12).
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Figura 9 - Camundongo desnutrido, com 90 dias
de infeccdo pelo S. mansoni. Granulomas
isolados, pequenos, esparsos pelo parénquima e
com pequena deposigdo de tecido colageno
(PS— 100x).

Figura 10 - Camundongo desnutrido, com 90
dias de infecgdo pelo S. mansoni. Ovos do
parasito em degeneracgéao, envolvidos por intensa
reagdo eosinofilica. Presenga de mononucleares
na estrutura do granuloma (a direita) e de
gigantocito invadindo a casca do ovo (a
esquerda) - HE— 400x.

Figura 11 - Camundongo desnutrido, com 90

dias de infeccdo pelo S.  mansoni.
Conglomerados fibrosos periovulares em espago
porta (HE— 100x).

Figura 12 - Camundongo eutrofico, com 90 dias
de infeccdo pelo S. mansoni. Infiltragdo
eosinofilica e aumento do tecido fibroso do
espago-porta devido a presenca de
conglomerados de ovos (HE— 200x).
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6.2.2.3 Fase crbnica

Na fase crbénica da infeccdo (150 dias), os camundongos desnutridos
apresentavam numerosos granulomas periovulares isolados, pequenos, sendo
freqUente formacao de extensos conglomerados de ovos nos espagos-porta e/ou em
pleno parénquima hepatico. Esses granulomas eram formados por células
mononucleares, alguns linfocitos e eosinofilos em quantidade moderada. Observava-
se, ainda, pequena deposi¢cao de colageno nos granulomas e discreto aumento de
colageno nos espacgos-porta médios e grandes. Esses granulomas de aspecto
produtivo, com pouca fibrose, contrastavam com os granulomas exsudativos, ricos
em polimorfonucleares, sobretudo eosindéfilos, presentes na fase aguda da infecgao.
Eventuais focos de esteatose nado sistematizada também foram observados. Em
nenhum dos animais foram detectadas imagens sugestivas de fibrose periportal
murina equivalente a fibrose hepatica humana de Symmers (Figuras 13 e 14).

O grupo de camundongos eutroficos revelou auséncia de alteragdes
degenerativas nas células do parénquima hepatico. As lesées encontradas eram ora
de carater moderado, ora intenso, sendo representadas por infiltracdo de células
mononucleares e alguns linfécitos nos espacgos-porta e em torno de veias
centrolobulares, além de numerosos granulomas periovulares formados em torno de
ovos de S. mansoni degenerados ou de resto de cascas, a maioria de
predominancia colagena, as vezes exibindo componente exsudativo, particularmente
eosindfilos. Também pdde ser observada presenca de pigmento pardo-amarelado,
grumoso, sobretudo nos  espagos-porta mais  calibrosos  (pigmento
esquistossomotico). Esses granulomas eram isolados e distribuidos de modo né&o
sistematizado no parénquima. Nos casos de infecgdo mais intensa, apresentavam-
se em colescéncia, formando extensos conglomerados. Em quatro dos dez
camundongos do grupo eutréfico infectado (40%) foram detectados espagos-porta
com intensa deposi¢cdo de ovos, vascularizagao aumentada, acentuada hiperplasia
de ductos Dbiliferos e infiltragdo inflamatéria crénica, caracterizando o

desenvolvimento da fibrose hepatica periportal murina (Figuras 15 e 16).
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Figura 14 - Camundongo desnutrido, com 150
dias de infeccdo pelo S. mansoni. Detalhe do
granuloma periovular, observado em maior
aumento: observar presenga de eosinofilos,
riqueza de células mononucleares e inicio de
deposigao colagena (HE— 400x).

Figura 13 - Camundongo desnutrido, com 150
dias de infecgdo pelo S. mansoni.
Conglomerados de ovos degenerados e
granulomas colagenizados (HE- 200x).

Figura 15 - Camundongo eutrofico, com 150 dias
de infecgdo pelo S. mansoni. Infiltragdo difusa
por polimorfonuclearares e presenga de
granulomas periovulares colagenizados,
envolvendo restos de cascas de ovos (HE-
200x).

Figura 16 - Camundongo eutrofico, com 150 dias
de infecgdo pelo S. mansoni. Fibrose hepatica
periportal murina: observar o aumento do tecido
conjuntivo portal com restos de estruturas

granulomatosas periovulares, infiltracao
inflamatéria crénica, hiperplasia de ductos
biliferos e neoformagao vascular (HE- 200x).
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6.3 Estudo morfomeétrico

De acordo com a analise morfométrica realizada no tecido hepatico dos
camundongos infectados, o percentual de tecido fibroso encontrado foi mais elevado
para os animais eutroficos em relagdo aos desnutridos. Do mesmo modo, o0s
pardmetros sobre densidade volumétrica e numérica dos granulomas
esquistossomoticos periovulares mostraram valores mais altos para o grupo de
animais alimentados com dieta NUVILAB (El), em comparagdo com 0s animais
alimentados com a dieta DBR (DI). O parametro volume dos granulomas, todavia,
apresentou-se mais elevado entre os animais desnutridos comparados com o0s
eutroficos. No entanto, nenhum dos parametros analisados apresentou diferenca
significativa entre os grupos (p > 0,05). Todos os valores estdo expostos na Tabela
3.

Tabela 2 - Analise morfométrica realizada no tecido hepatico de camundongos isogénicos
C57BL/6 desnutridos (DI) e eutrdficos (El), infectados com S. mansoni.

Grupo n ® X EPM

Fibrose (%) DI 8 6,88 1,13
El 8 8,07 0,87

Volume dos DI 8 4,24 x 10° 0,72 x 10°

granulomas (um?®) El 8 3,77 x 10° 0,57 x 10°
Densidade DI 8 0,019 0,002
volumeétrica El 8 0,025 0,006
Densidade DI 8 107,44 15,71
numérica (mm™) El 8 148,99 42,29

Nota: n = numero de animais por grupo (dos 10 animais usados no estudo histopatolégico, apenas 8
participaram do estudo morfométrico); X = média; EPM =erro padrdo da média.
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6.4 Estudo bioquimico

A Figura 17 ilustra a quantidade de colageno hepatico medido através da
dosagem bioquimica da hidroxiprolina. No grupo eutréfico foi observado um discreto
aumento na quantidade de tecido colageno em relagdo ao grupo desnutrido, no
entanto essa diferenga n&o foi significativa (p > 0,05). Esse resultado apresentou

associagao com o percentual de tecido colageno mensurado morfometricamente.
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Figura 17 - Niveis de hidroxiprolina hepatica (umol/g de figado), mensurada através da dosagem
bioquimica em camundongos isogénicos C57BL/6 desnutridos (DI) e eutroficos (El), infectados com
S. mansoni.

6.5 Estado Nutricional

O estudo da curva ponderal dos animais (Figura 18) revelou superposi¢cao das
curvas dos grupos El e ENI, o mesmo fenbmeno sendo observado em relagdo aos
grupos DI e DNI. As curvas dos grupos eutroficos mostraram, durante todo o
experimento, valores maiores quando comparadas as dos grupos desnutridos (p <
0,001).

Os animais alimentados com dieta balanceada apresentaram curvas
ascendentes a partir da 3?2 até a ultima semana de experimento. Por outro lado, os
animais alimentados com dieta DBR mostraram curvas discretamente ascendentes

nas dez primeiras semanas de experimento e, a partir desse ponto, mantiveram-se
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estaveis até o final do periodo estudado. O estado nutricional dos animais parece
nao ter sofrido influéncia da infeccdo, uma vez que ambos os grupos infectados

apresentaram comportamento semelhante ao de seus respectivos controles.
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Figura 18 - Curvas ponderais de camundongos isogénicos C57BL/6 desnutridos (DI) e eutréficos (El),
infectados com S. mansoni e seus respectivos controles nao infectados (DNI e ENI).

Nota: Os valores numéricos apresentados se referem as médias de peso corporal de cada grupo,
obtidas na 24? semana de experimento; a seta representa o ponto de tempo no qual a infecgao dos
grupos DI e El foi realizada.

A mortalidade espontdnea dos animais foi acompanhada durante todo o
experimento. O percentual de mortalidade diferiu significativamente entre os 4
grupos estudados (p < 0,001). Os valores mais elevados foram encontrados entre os
grupos infectados, com maior percentual para o grupo desnutrido (37,6 %). Entre os

grupos controles, o percentual mais baixo foi verificado no grupo ENI (5,5 %).
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6.6 Estudo parasitolégico

6.6.1 Numero de parasitos coletados apods perfusao do sistema venoso portal

A quantidade média de parasitos coletados em cada grupo, apds perfusao do
sistema venoso portal (Figura 19), mostra que camundongos desnutridos
desenvolveram cargas parasitarias significativamente menores que camundongos
eutroficos (p < 0,0001).
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Figura 19 - Numero de parasitos coletados por perfusdo do sistema venoso portal em camundongos
isogénicos C57BL/6 desnutridos (DI) e eutrdficos (El), infectados com S. mansoni.
Nota: * p < 0,05.

6.6.2 Numero de ovos encontrados no figado total

O numero médio de ovos de S. mansoni encontrados no figado total dos
camundongos nao revelou diferenga significativa (p = 0,75) entre os grupos El e DI
(Figura 20).
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Figura 20 - Numero de ovos encontrados no figado de camundongos isogénicos C57BL/6 desnutridos
(DI) e eutroficos (El), infectados com S. mansoni.
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7 DISCUSSAO

A elucidagdo dos mecanismos responsaveis pela patofisiologia e patogénese
das lesbes hepaticas da esquistossomose mansénica requer o desenvolvimento de
um modelo experimental que mimetize caracteristicas patofisiolégicas da doencga
humana. Nesse contexto, animais de laboratorio, particularmente camundongos, tém
sido bastante utilizados na infeccdo experimental por S. mansoni, contribuindo para
esclarecer aspectos imunopatoldégicos da parasitose, particularmente aqueles
associados a formacgao de granulomas e subsequente fibrogénese hepatica (ABATH
et al., 2006). No entanto, sdo escassas, na literatura, referéncias sobre o perfil
imunoldgico e patolégico de camundongos desnutridos infectados, considerando que
o estado nutricional do hospedeiro é tido como um dos provaveis fatores
coadjuvantes no agravamento dessa infecg¢ao parasitaria.

Camudongos “outbred” Swiss webster desnutridos apresentam granulomas
periovulares menores, inflamagao portal menos intensa e menor produgao de tecido
fibroso, quando comparados com animais eutréficos da mesma linhagem. Além
disso, os camundongos desnutridos s&o incapazes de desenvolver o quadro da
fibrose hepatica periportal semelhante a humana (COUTINHO, 2004). A literatura
também descreve os efeitos que a ma nutricdo do hospedeiro exerce sobre a
biologia do Schistosoma, alterando seu desenvolvimento corporal e reduzindo a
carga parasitaria (MAGALHAES et al., 1986). Estudos realizados por Oliveira et al.
(2003) demonstraram que as caracteristicas fenotipicas de vermes adultos
recuperados de camundongos desnutridos sédo diferentes daquelas observadas em
parasitos recolhidos de camundongos eutroficos (atrofia dos vermes machos,
alteragcdes morfométricas no sistema reprodutivo das fémeas e oviposicao
prejudicada). Diante disso, os resultados do presente estudo foram discutidos de

maneira organizada nas seccgdes abaixo.
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7.1 Avaliacao da cinética de produgao das citocinas

O papel da resposta imune na formagao dos granulomas esquistossomoticos
periovulares tem sido bastante estudado em camundongos infectados eutréficos.
Todavia, faltam na literatura, nessa area de estudo, informagdes sobre
camundongos infectados desnutridos. O presente trabalho avaliou a resposta imune
celular quanto a produgéo das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-13 em trés diferentes tempos
da infecgéo (60, 90 e 150 dias) em camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6,
submetidos a desnutricao protéico-caldrica, comparando-os com seus respectivos
controles eutroficos.

Por questbes operacionais que dificultavam a realizagdo do estudo
imunolégico nos mesmos animais utilizados para as demais avaliagbes, foi usado
um grupo distinto de camundongos da mesma linhagem (C57BL/6), submetido as
mesmas condigdes de experimentagdo. A escolha das citocinas estudadas deve-se
ao fato de que IL-4 e IFN-y sdo consideradas fatores de diferenciacdo da resposta
de células Th (NELMS et al.,, 1999), importantes na caracterizagao do perfil de
resposta desenvolvida pelos camundongos, em cada tempo de infecgéo; e ainda,
por ser a IL-13 considerada como uma importante citocina efetora na patogénese da
fibrose hepatica esquistossomatica (WYNN, 2003).

Durante a infeccdo esquistossomética no modelo murino eutréfico, é
observada uma dicotomia Th1/Th2 (MOSMANN; SAD, 1996). Na fase inicial da
doenga ocorrem altos niveis de IFN-y, que caracterizam o perfil de resposta Th1.
Com a producao de ovos pelos vermes adultos, uma forte resposta Th2 passa a ser
observada, representada por niveis elevados de IL-4 e IL-13 (STADECKER et al.,
2004; PEARCE et al., 1991). As fungdes efetoras de cada resposta sdo distintas,
inclusive no que se refere ao desenvolvimento da fibrose hepatica, sendo a IL-13
considerada um mediador primario da fibrogénese, enquanto o IFN-y apresenta uma
marcada atividade anti-fibrogénica (CHIARAMONTE et al., 2001; HOFFMAN;
CHEEVER; WYNN, 2000; PEARCE; MACDONALD, 2002). No entanto, a
contribuicdo da IL-4 para o desenvolvimento de fibrose na esquistossomose é
controversa (CHEEVER et al.,, 1994; PEARCE et al., 1996). Chiaramonte et al.
(2001) demonstraram que a expressao de IL-4 é mantida em camundongos
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deficientes em IL-13, porém é incapaz de repor a atividade fibrogénica da IL-13
durante a infecgao esquistossomotica.

A avaliagado da imunidade celular, no presente estudo, mostrou que na fase
aguda (60 dias pés-infecgdo), os camundongos desnutridos apresentaram resposta
indicativa de perfil Th1, com intensa producédo de IFN-y e baixa produgao de IL-13,
enquanto que os eutréficos apresentaram resposta indicativa de perfil Th2,
representada por niveis mais elevados de IL-13. Vale salientar que nos dois grupos
de animais estudados né&o foi detectada producéo de IL-4. Uma explicagéo para isso
seria que os niveis dessa citocina poderiam estar abaixo do limite de detec¢do da
técnica empregada, ou ainda pelo fato de que essa citocina seria rapidamente
utilizada apdés sua producdo. Os resultados do grupo eutrofico corroboram as
informagdes disponiveis na literatura, uma vez que nesse tempo de infecgao, ja
havendo oviposi¢céo, os antigenos dos ovos estimulam o desenvolvimento de uma
resposta Th2, enquanto que o grupo desnutrido apresenta um retardamento no
desenvolvimento dessa resposta. Esse retardamento €, provavelmente, ocasionado
pelo atraso na deposicdo dos ovos pelos parasitos, atraso este induzido pela
desnutricdo (COUTO et al., 2002; FERREIRA et al., 1993, 1998; TSHIKUKA et al.,
1997).

Apesar de nao ter sido detectada a citocina IL-4 aos 60 dias de infecgcao, a
sintese de IL-13 em ambos os grupos DI e El representa um indicio de que houve
producdo inicial de IL-4, uma vez que essa citocina é responsavel por desencadear
a resposta Th2 (NELMS et al., 1999).

E importante salientar que a IL-13 atua como uma citocina efetora critica da
resposta Th2. Mesmo que sua producdo seja marcadamente reduzida na auséncia
de IL-4, a IL-13 residual é suficiente para mediar muitas de suas fung¢des efetoras in
vivo (WYNN, 2003). Na esquistossomose murina a produgéo de IL-13 diminui mais
de 80% na auséncia de IL-4 (CHIARAMONTE et al., 1999), no entanto a formacéo
de granulomas ocorre normalmente, a menos que a IL-13 também seja neutralizada
(WYNN, 2003), demonstrando, assim, sua importancia no desenvolvimento da
patologia na esquistossomose.

Aos 90 dias de infecgdo, periodo de transicdo entre fase aguda e crénica
(fase intermediaria), ambos os grupos desenvolveram resposta Th2, porém nos
desnutridos essa resposta se apresentou mais forte do que nos eutroficos. Nesses

ultimos, o componente Th2 comecgou a diminuir em relagdo ao periodo de 60 dias.
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Apesar de terem sido detectados niveis de IL-4 nesse periodo (90 dias), os niveis de
IL-13 comegaram a diminuir e n&o foi detectada producgéo de IFN-y. Nos desnutridos,
o componente Th2 aumentou aos 90 dias, tanto pela produgao de IL-4, que passou
a ser detectada, como pela elevacao dos niveis de IL-13 em relagdo ao periodo de
60 dias. Como nos camundongos eutroficos, também nao foi detectada producgao de
IFN-y no grupo desnutrido, nesse tempo da infecgéo.

Aos 150 dias pés-infecgao, periodo correspondente a consolidagcao da fase
crbnica, ambos o0s grupos continuaram apresentando resposta Th2. No grupo
desnutrido, a produgao tanto de IL-4 como de IL-13 se revelou bastante reduzida em
relacdo ao periodo de 90 dias. No grupo eutréfico, porém, os niveis de ambas as
citocinas ndo sofreram alteragdes significativas, permanecendo constantes ao se
comparar com o tempo de 90 dias. Produgao de IFN-y ndo foi detectada em nenhum
dos dois grupos.

De modo semelhante aos resultados obtidos nos grupos DI e El, Chiaramonte
et al. (2001) observaram que em camundongos C57BL/6 eutroficos os maiores
niveis de expressao de IL-4 e IL-13, eram alcangcados entre 9 e 12 semanas apos a
infeccdo. Além disso, Silva et al. (2004) demonstraram que camundongos da
linhagem BALB/c, eutréficos, cronicamente infectados (150 dias), que
desenvolveram fibrose periportal ou apenas granulomas isolados, tiveram a resposta
Th1 suprimida, apresentando niveis elevados de IL-4 e IL-5, caracterizando o perfil
de resposta Th2. Esses achados corroboram as observagdes relacionadas tanto
com animais desnutridos como eutroéficos, os quais apresentaram perfil Th2 na fase
cronica da infecgao.

A cinética de produgao das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-13 nos camundongos
desnutridos ndo acompanhou a cinética de produg¢ado dessas mesmas citocinas nos
animais eutréficos, os quais apresentaram desenvolvimento de resposta imune
similar ao que se acha descrito na literatura (PEARCE; MACDONALD, 2002).

No presente estudo, a caréncia protéica parece nao ter exercido influéncia
direta sobre os niveis de producdo dessas citocinas, uma vez que 0s animais
desnutridos, em determinados tempos de infeccdo, produziram niveis mais elevados
de citocinas que os eutrdficos. Essas observacbes foram de encontro as nossas
expectativas, representando um questionamento que, até o presente momento, nao

somos capazes de explicar.
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A produgao de IL-13 no grupo DI, que se mostrava relativamente baixa no
periodo de 60 dias quando comparada ao grupo EI, apresentou niveis
significativamente mais elevados que o grupo El no periodo de 90 dias. No entanto,
a produgado dessa citocina no grupo desnutrido sofreu modulagdo durante a fase
cronica, chegando a niveis significativamente mais baixos que o grupo eutrdfico.
Nesse ultimo, a producdo de IL-13 apresentou-se sem grandes oscilagdes,
principalmente entre as fases intermediaria e cronica da infecgdo, nas quais o0s
niveis dessa citocina permaneceram praticamente constantes.

Diante dessas observacdes é possivel especular que as oscilacdes dos niveis
de producado de IL-13, observados nos animais desnutridos, poderiam alterar sua
atividade fibrogénica, no processo de formagao e deposigdo da matriz extracelular,
dificultando, dessa maneira, o desenvolvimento do quadro de fibrose periportal no

modelo murino desnutrido, como observado por Coutinho et al. (1997).

7.2 Avaliagao morfolégica

7.2.1 Aspectos macroscopicos

A relagao percentual mais elevada entre o peso corporal dos animais e o peso
dos orgdos (figado e bago), observada nos camundongos infectados, tanto
desnutridos quanto eutroficos, nos animais sem infecgdo, mostrou que os grupos
infectados desenvolveram um quadro de organomegalia caracteristico dos estagios
avangados da esquistossomose manséOnica. A hepatomegalia, apesar de ter sido
observada em ambos os grupos infectados, apresentou-se de forma mais acentuada
nos animais eutroficos, demonstrando que o estado nutricional do hospedeiro é fator
importante nessa patologia, considerando que os animais alimentados com dieta
balanceada possuem uma maior reserva de proteinas no figado do que aqueles
alimentados com dieta hipoprotéica (COUTINHO et al., 2003). O mesmo n&o ocorreu
com a esplenomegalia, que ndo mostrou diferenga entre desnutridos e eutroficos
infectados. A hipertrofia do bago € diretamente influenciada pelo fator infecgao, que

propicia estimulagcdo antigénica levando a uma hiperplasia das células do sistema
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fagocitico mononuclear do baco (MAGALHAES FILHO; COUTINHO, 1960) e pelas
alteragbes hemodinamicas resultantes da hipertenséo portal. Nesse caso, o estado
nutricional exerce, apenas, uma influéncia secundaria (COUTINHO et al., 2003,
2007; COUTINHO, 2004).

7.2.2 Aspectos histopatoldgicos

Estudos desenvolvidos no modelo murino sobre a patologia hepatica
esquistossomaotica mostraram que a ma nutricado do hospedeiro afeta a proliferagao
de fibroblastos, producdo de colageno e albumina, acarretando modificacdo dos
tecidos conectivos (COUTINHO, 2004).

Os achados histopatolégicos dos grupos estudados revelaram que, aos 60
dias apds a infecgao (fase aguda), os animais dos grupos DI e El apresentaram
intensa resposta inflamatéria nos espacos porta, com grande infiltragdo de
polimorfonucleares, especialmente eosindfilos, bem como alguns focos de necrose
coagulativa aguda. A principal diferenca observada entre os grupos, nesse tempo de
infeccdo, baseia-se, na quantidade e dimensdes das lesbes granulomatosas, sendo
o grupo DI aquele que apresentou menor numero de granulomas. Nesse grupo, as
lesdes eram de menor tamanho, quando comparadas as do grupo EIl. A composigao
celular dos granulomas de ambos os grupos era basicamente de eosinodfilos, com
presenca de neutrofilos, linfécitos e macréfagos, em menor quantidade. No grupo El,
além de granulomas maiores, ja podia ser observada uma pequena deposi¢ao de
colageno, confirmando que a nutricdo adequada do hospedeiro favorece a resposta
inflamataria, contribuindo para o aumento da colagenizagao (COUTINHO, 2004).

Em virtude de a resposta granulomatosa ser comandada por citocinas Th2,
fenotipicamente os granulomas apresentam uma grande e distinta populagdo de
eosindfilos (ABATH et al., 2006), tendo IL-4, IL-5 e IL-13 papéis importantes no
desenvolvimento, diferenciacdo e recrutamento dessas células para os sitios de
inflamagdo (CHIARAMONTE et al., 1999a; 1999b; JABARA et al.,, 1988;
HAMAGUCHI et al., 1987). Além disso, IL-5 e IL-4 aumentam o tempo de vida dos
eosindfilos in vitro, sugerindo que a sobrevivéncia prolongada dessas células,

observada nos granulomas periovulares, esteja relacionada a produgdo dessas
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citocinas, como descrito por Rumbley et al. (1999). Grande concentragdao do
componente eosinofilico foi encontrada nos granulomas dos animais desnutridos e
eutréficos, porém em maior quantidade nestes ultimos.

Os eosindfilos, além de serem capazes de destruir parasitos do S. mansoni
na presencga de anticorpos especificos, pelo mecanismo de citotoxidade celular
dependente de anticorpo (ADCC), também s&o incriminados na destruicdo dos ovos
depositados pelos vermes (JAMES; COLLEY, 1976), indicando fungbes dirigidas a
diferentes estagios do ciclo do parasito (CAPRON; CAPRON, 1992). Semelhante ao
que foi visto no presente estudo, Rumbley et al. (1999) afirmam que os eosindfilos
constituem aproximadamente 90% das células dos granulomas de fase aguda em
camundongos C57BL/6. Chiaramonte et al. (2001), avaliando a resposta
granulomatosa de diferentes cepas de camundongos esquistossomoticos,
observaram que os eosindfilos representavam a populagéo celular dominante (60%),
enquanto linfocitos, macrofagos, mastécitos, neutréfilos e outras células
inflamatdrias correspondem a 40% da composigao celular.

Na fase intermediaria (90 dias apos a infecgdo), os camundongos desnutridos
mostraram maior numero de granulomas, em relagédo ao periodo de 60 dias. Nesses
granulomas, a infiltragdo eosinofilica apresentou-se menos intensa do que na fase
aguda, podendo ser observada uma populacdo distinta de macréfagos. Como os
macrofagos ativados também sdo responsaveis pela produgdo de colageno nesse
modelo experimental (HESSE et al., 2001), o numero aumentado dessas células
poderia explicar a moderada colagenizagdo dos granulomas desse grupo, observada
nesse ponto de tempo.

Os animais eutréficos, aos 90 dias apds a infecgdo, mostraram granulomas
em fase produtiva, ainda apresentando certo grau de eosinofilia, bem como
persisténcia do processo inflamatério dos espagos porta. Em 3 animais do grupo DI
e 4 do El houve aumento moderado do tecido conjuntivo portal, ocasionado pelo
processo inflamatdrio acentuado.

Na fase crbénica da infeccdo (150 dias), os camundongos desnutridos
apresentaram numerosos granulomas periovulares isolados. Apesar de esses
granulomas terem sido visualisados, muitas vezes, formando extensos
conglomerados, ndo se observava deposigdo de colageno intensa no interior das

lesdes, ou mesmo nos espagos-porta. Também nao houve desenvolvimento de
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fibrose periportal nesses animais, confirmando, assim, os achados de Coutinho et al.
(1997, 2003, 2007).

No grupo eutréfico, os granulomas apresentavam-se em maior numero e
tamanho que no grupo desnutrido, tendo, em sua maioria, predominancia do
componente colageno. Da mesma forma como foi visto nos camundongos
desnutridos, esses granulomas mostravam-se ora dispersos, ora agrupados.
Quarenta por cento dos animais desse grupo desenvolveram o padrdo da fibrose
hepatica periportal murina, corroborando os achados de Andrade e Warren (1964),
Andrade (1987) e Andrade e Cheever (1993) que observaram o desenvolvimento
dessa lesdo em 30 a 50% dos animais eutroficos estudados. Os 60% restantes
apresentaram caracteristicas do padrado histolégico de granulomas isolados
(HENDERSON et al., 1993).

Embora todos os camundongos tenham sido expostos ao mesmo numero de
cercarias, o numero de vermes recuperados diferiu discretamente entre os animais.
Essa pequena diferenca na carga parasitaria pode ter influenciado, de alguma
forma, o desenvolvimento dos padrdes histopatolégicos observados, tal como foi
descrito por Silva et al. (2004).

Com base nas caracteristicas da resposta inflamatéria, na quantidade de
lesbes granulomatosas e desenvolvimento da fibrose hepatica, os camundongos
avaliados histologicamente apresentaram infeccdo ora de carater moderado, ora
intenso. Essas observagdes diferem do que foi descrito em trabalhos anteriores,
utiizando a mesma cepa de camundongo (C57BL/6), nos quais a infecgao
apresentava intensidade leve (CHEEVER et al., 1987; CHIARAMONTE et al., 2001).
Uma provavel explicagdo para a falta de concordancia entre os resultados poderia

ser a utilizagao de cepa parasitaria diferente no presente estudo.

7.3 Avaliagdao morfométrica e bioquimica

Os dados referentes a mensuragao do colageno hepatico, realizada através
de analise morfométrica e bioquimica, mostraram equivaléncia de resultados entre
ambas as técnicas, sendo a primeira considerada mais sensivel (BARBOSA Jr,

2001). Ambos os grupos (desnutridos e eutroficos) revelaram quantidades
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semelhantes de tecido fibroso, ndo havendo diferenga estatistica entre os mesmos.
Esse resultado difere dos achados de Coutinho et al.,, (2003, 2007) onde foi
observado que os animais eutroficos apresentaram valores mais elevados para a
quantidade de tecido colageno, em relagdo aos desnutridos. Todavia, deve ser
levado em consideragao que, nos trabalhos acima citados foram utilizadas diferentes
cepas, tanto de camundongo quanto de parasito (camundongos albinos Swiss
“outbred”, e parasitos da cepa BH — Belo Horizonte, respectivamente). Os demais
parametros morfométricos analisados aos 150 dias de infecgdo (volume, densidade
volumétrica e numérica dos granulomas) também nao diferiram estatisticamente
entre animais desnutridos e eutréficos. Provavelmente, o tamanho da amostra,
considerado pequeno para analise estatistica, pode ter contribuido para a

semelhanca entre os resultados.

7.4 Avaliagao do estado nutricional

No presente estudo, o estado nutricional dos animais, avaliado através de
curvas ponderais mostrou que, em todo o periodo observado, os animais
alimentados com dieta hipoprotéica apresentaram pesos corporais inferiores aos
camundongos que receberam dieta balanceada. Além do prejuizo no ganho de
peso, a desnutricdo pbéde ser comprovada através dos aspectos clinicos
apresentados por esses animais, como dificuldade de locomogéo e ericamento dos
pélos. A infeccdo pelo S. mansoni parece nao ter influenciado de modo marcante o
estado nutricional de ambos o0s grupos, uma vez que os animais infectados
apresentaram, quanto a curva ponderal, comportamento semelhante aos seus
respectivos controles nao infectados. Esses achados corroboram as observacdes
realizadas por Coutinho et al. (2003, 2007), em estudos anteriores. A sobreposi¢cao
de desnutricdo e infeccdo, como ja era esperado, afetou negativamente a
sobrevivéncia dos animais do grupo DI, que apresentaram maior percentual de
mortalidade esponténea, comparados com os demais grupos, sobretudo quando

atingiram a fase crénica da infecgao.
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7.5 Avaliagao da carga parasitaria

Os resultados referentes a avaliagdo da carga parasitaria dos animais,
mostraram que o numero de parasitos recuperados foi maior para o grupo eutréfico,
quando comparado ao desnutrido.

A diferenca entre o numero de vermes recuperados do grupo El, em
comparagao com o grupo DI, da suporte a hipotese defendida por varios autores, de
que o estado nutricional do hospedeiro exerce influéncia sobre a biologia do parasito
(FERREIRA; COUTINHO, 1999), podendo induzir alteragées nos vermes adultos de
ambos os géneros (NEVES et al, 2001, 2002). Essas alteracbes sao,
provavelmente, decorrentes da indisponibilidade de nutrientes essenciais requeridos
para um adequado crescimento e desenvolvimento dos mesmos no interior dos
vasos sanguineos, ocasionada pela caréncia nutricional do hospedeiro (OLIVEIRA et
al., 2003).

Em relagdo ao numero de ovos encontrados no figado total dos animais dos
grupos El e DI, foi observada uma discreta redug¢ao na quantidade absoluta de ovos
do grupo desnutrido. Embora essa diferenca entre os grupos nao tenha sido
significativa, a redugdo na fecundidade dos vermes, descrita em hospedeiros
desnutridos, poderia explicar o menor numero de ovos encontrados no figado total
desses animais (COUTINHO et al., 1997, 2003, 2007).
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8 CONCLUSOES

o Camundongos desnutridos, infectados pelo S. mansoni, apresentaram niveis

de citocinas que sugerem alteragdes na cinética de producgao dos perfis Th1/Th2.

o Oscilagdes nos niveis da citocina IL-13 observadas no grupo desnutrido
poderiam contribuir para a falta de desenvolvimento da fibrose hepatica periportal

nesses animais.

e Apesar do estudo da histopatologia hepatica, na fase aguda da infec¢ao (60
dias) néo ter apresentado diferengas entre camundongos desnutridos e eutréficos,
quanto a composic¢ao celular dos granulomas, no grupo El houve leve deposi¢cao
de colageno, confirmando o efeito positivo do estado nutricional adequado sobre a

colagenizagao desses granulomas.

o Histologicamente, os camundongos da cepa C57BL/6 desenvolveram lesdes
hepaticas moderadas ou intensas, ao contrario do que se acha registrado na
literatura. Na presente investigagdo, o uso de cepa parasitaria diferente pode
explicar a maior susceptibilidade do hospedeiro definitivo, em relacdo a infeccao

pelo S. mansoni.

o A carga parasitaria de camundongos desnutridos e eutréficos apenas diferiu
significativamente no que diz respeito ao numero de parasitos, maior no grupo dos
eutroficos, sendo equivalente a quantidade de ovos existente no figado total dos
animais, determinada no momento do sacrificio (150 dias). Esse achado reforga a
hipdtese de que o estado nutricional do hospedeiro exerce influéncia sobre o

desenvolvimento dos parasitos.

o A infeccdo esquistossomadtica aparentemente nao influiu na curva ponderal
dos camundongos, a diferenga detectada entre animais desnutridos e eutréficos
guardando relagdo com o tipo de dieta consumida pelos mesmos.
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RESUMO

O estado nutricional do hospedeiro parece ser importante cofator no agravamento da
esquistossomose mansoénica. O presente trabalho avaliou as caracteristicas da
resposta imune celular em camundongos isogénicos C57BL/6 desnutridos e
infectados pelo Schistosoma mansoni, comparando-os com eutroficos infectados da
mesma linhagem. A metodologia abordou produgdo das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-13
em sobrenadante de cultura de esplendcitos (fases aguda, intermediaria e crénica
da infec¢do), estado nutricional, carga parasitaria, macroscopia do figado e do baco,
estudo histopatolégico do figado, morfometria dos granulomas hepaticos
periovulares e mensuragao bioquimica e morfométrica do colageno hepatico. Os
animais desnutridos desenvolveram peso corporal inferior, comparados aos
eutroficos. O estudo parasitologico revelou maior quantidade de parasitos no grupo
eutrofico. Na relagcédo percentual entre os pesos dos animais e dos érgéos (figado e

baco), os camundongos infectados apresentaram taxas superiores as dos animais
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sem infecgao, caracterizando organomegalia caracteristica dos estagios avangados
da doencga. A histopatologia revelou maior quantidade e tamanho dos granulomas
nos animais eutréficos e intensa resposta inflamatéria nos espacgos-porta, com
abundante infiltragdo eosinofilica nas fases aguda e intermediaria, em ambos os
grupos. Na fase cronica, 40% dos eutréficos desenvolveram fibrose periportal, ndo
sendo observada essa lesdo nos desnutridos. A morfometria dos granulomas e a
quantificacdo do tecido fibroso n&o revelaram diferengas entre os grupos. A
imunidade celular dos animais eutréficos mostrou niveis mais elevados de IL-13 do
que IFN-y, na fase aguda, indicando perfil Th2. Essa resposta Th2 permanece nas
fases intermediaria e crénica da infeccao, embora em niveis mais baixos. A cinética
desses animais evoluiu conforme descrito na literatura. Todavia, a producao dessas
citocinas nos desnutridos parece alterada em relagdo aos eutréficos. Na fase aguda
esses animais produziram niveis mais elevados de IFN-y do que IL-13,
caracterizando perfil Th1. Na fase intermediaria o componente Th1 diminuiu e foram
observados altos niveis de IL-13 e IL-4 (perfil Th2), que diminuiram com a
cronicidade da infeccdo. Pode-se especular que essa cinética diferente dificulte a
atuagdo das citocinas fibrogénicas, sendo uma das razdes pelas quais

camundongos desnutridos ndo conseguem desenvolver fibrose periportal murina.

Palavras-chaves: Esquistossomose mansoni, Desnutricdo, Imunidade celular,
Lesdes hepaticas.

INTRODUGAO

No Brasil, em virtude da grande diversidade geografica, climatica, econdmica
e social que se reflete na imensa variedade de parasitas encontrados no pais
(SCHNACK et al,, 2003), a esquistossomose mansbnica € uma das mais
significativas  endemias  parasitarias (DOMINGUES; BARRETO, 2001),
representando um grave problema sanitario, com estimativas de que existam cerca
de seis milhdes de pessoas infectadas no pais, principalmente nos estados do
Nordeste e em Minas Gerais (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Uma das consequéncias mais graves da esquistossomose mansénica crénica

€ o desenvolvimento de fibrose hepatica periportal (fibrose de Symmers) que
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compromete essencialmente os espacgos-porta, sendo acompanhada de graus
variaveis de obstrugao vascular, com formacéo e dilatacdo de novos vasos no tecido
fibroso (BOGLIOLO, 1957). A etiopatogénese das formas clinicas graves da doenca
ainda nao é completamente entendida (COUTINHO, 2004), sendo necessario, para
isso, o estudo de animais de laboratdrio, utilizados como modelos experimentais,
que reproduzam aspectos da doenca humana.

O quadro histolégico da fibrose periportal foi reproduzido por Warren (1966)
em camundongos albinos Swiss eutroficos, infectado com S. mansoni. Anos mais
tarde, Andrade e Warren (1964), Andrade (1987) e Andrade e Cheever (1993)
também observaram o desenvolvimento dessa lesdo em 30 a 50% dos animais da
mesma linhagem, quando submetidos a infecgdes leves (1 a 2 pares de vermes) e
prolongadas (16 ou mais semanas). Entretanto, Coutinho et al. (1997; 2003) nao
conseguiram reproduzir esse quadro histolégico em camundongos desnutridos da
mesma linhagem, submetidos as mesmas condicbes de experimentacdo. Esses
achados sugerem que tempo e carga parasitaria, fatores causais comprovadamente
importantes, ndo sdo os unicos que atuam no desenvolvimento da fibrose hepatica
esquistossomatica.

Estudos da resposta imune tém sido bastante utilizados na tentativa de
explicar o desenvolvimento das lesdes hepaticas em animais eutroficos, porém
pouco se conhece a respeito da resposta imunolégica dos camundongos
desnutridos. Oliveira et al. (2004) avaliaram a resposta imune humoral e celular em
camundongos esquistossomaoticos desnutridos nao isogénicos, na fase crbnica da
infecgdo. Os animais com deficiéncia protéica apresentaram baixos titulos séricos de
IgG1, 1gG2b e 1IgG3 em relacdo a camundongos eutroficos infectados. Contudo, ndo
houve diferenga quanto a producgdo das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-5 nos dois grupos
de animais estudados.

O presente estudo avalia as caracteristicas da resposta imune celular e
lesbes hepaticas em camundongos isogénicos apresentando deficiéncia protéica,

em trés fases da infeccdo esquistossomaotica.
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METODOLOGIA

Animais: Camundongos machos, recém-desmamados (21 dias), isogénicos
(C57BL/6), pesando entre 11 e 15 g, provenientes do CECAL (Centro de Criagcao de
Animais de Laboratério — FIOCRUZ/ Rio de Janeiro), foram mantidos em gaiolas
individuais, sob condigdes padronizadas de temperatura (22 a 23°C) e luminosidade
ciclos de 12 h de claro e 12 h de escuro). A utilizagdo desses animais no presente
trabalho foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ).

Dietas: A desnutricdo foi induzida pela administragcdo da Dieta Basica Regional
(DBR), que se caracteriza por ser uma dieta multideficiente, essencialmente
hipoprotéica contendo aproximadamente 7,87% de proteina, baseada no padrao
dietético de populagbes humanas de areas endémicas para esquistossomose, no
Nordeste do Brasil (COUTINHO; FREITAS; ABATH, 1992). Como dieta controle
utilizada para alimentagao dos animais eutroficos, foi fornecida a dieta comercial
NUVILAB (Nuvital Nutrients LTDA., Colombo, Parana, Brasil), contendo 22% de

proteina (Tabela 1). Todos os animais receberam dieta e agua “ad libitum”.

Infecgao: Realizada apds 30 dias do inicio do consumo das respectivas dietas nos
grupos experimentais desnutridos e eutréficos. Cercarias foram obtidas caramujos
da espécie Biomphalaria glabrata infectados com Schistosoma mansoni da cepa LE
(Belo Horizonte) foram expostos a luz por cerca de 40 min para eliminagao de
cercarias. Apos esse tempo, aproximadamente 30 cercarias foram distribuidas em
um volume de agua de aproximadamente 10 mL, para cada camundongo. Os
animais foram mantidos em contato com essa suspensdo por 1 h e apods a

recontagem das cercarias, foram, entdo, removidos para suas respectivas gaiolas.

Grupos experimentais: Os camundongos foram divididos em 4 diferentes grupos,
com 19 animais cada um. Grupo desnutrido infectado (Dl); grupo desnutrido n&o

infectado (DNI); grupo eutréfico infectado (El); grupo eutréfico nao infectado (ENI).

Avaliacao do estado nutricional: O estado nutricional dos animais de todos os
grupos foi avaliado através da analise das curvas ponderais, obtidas apds registro

semanal do peso corporal, além da observagao do aspecto clinico dos animais, tais
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como pelagem, postura e motilidade (COUTINHO, 1980; TEODOSIO et al., 1990).

Estudo parasitolégico: Os camundongos foram sacrificados apos sedagao prévia
por injecao intraperitoneal de Xilasina (10 mg/Kg de peso do corporal) e Ketamina
(115 mg/Kg de peso do corporal) 20 semanas apds a infeccdo e submetidos a
perfusao do sistema venoso portal para coleta e quantificagdo dos vermes (DUVALL,;
DE WITT, 1967) e contagem dos ovos contidos no figado, apds digestdo em KOH a
4% (CHEEVER, 1970).

Estudo morfolégico: Figado e baco foram removidos, pesados e examinados
macroscopicamente. Os valores obtidos através da pesagem foram utilizados para
determinacdo da relagcdo percentual entre o peso corporal dos camundongos no
momento da necropsia e o0 peso dos 6rgdos acima citados, para cada grupo.
Posteriormente, amostras de figado foram fixadas em Bouin, incluidas em parafina e
cortadas em 5 um de espessura. Os cortes destinados ao estudo histopatolégico
foram corados pela hematoxilina-eosina e aqueles utilizados no estudo
morfométrico, foram corados pela técnica do picro-sirius vermelho, seletiva para
colageno (JUNQUEIRA; BIGNOLOS; BRENTANI, 1979).

Estudo morfométrico: Os corte histologicos de figado, coradas pelo picro-sirius
vermelho, foram examinadas em dez campos microscopicos aleatérios, através de
Sistema de Processamento e Analise de Imagem Leica QWin, versao 2.6 MC (Leica
Cambridge, Cambridge — England), com camara digital acoplada (Leica JVC: modelo
TK-C1380, Pine Brook, New Jersey — USA). Foram calculados os parametros:
volume, densidade de volume e densidade numérica dos granulomas, além de

mensurada a area percentual de tecido fibroso no figado.

Estudo bioquimico: Amostras de figado foram utilizadas para determinacao do
colageno, medido através da hidroxiprolina (BERGMAN; LOXLEY, 1963). Os dados
obtidos foram aplicados a um programa computadorizado, que fornece a quantidade
de hidroxiprolina em micromol por grama de figado. Os niveis de hidroxiprolina foram
corrigidos para intensidade da infecgao, dividindo-se a hidroxiprolina hepatica total
pelo numero de ovos de S. mansoni no figado, analisando-se os resultados com

auxilio de planilha de calculo elaborada por Cheever et al. (1987).
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Estudo imunolégico: Camundongos infectados (via percutanea) com
aproximadamente 100 cercarias de S. mansoni, foram perfundidos 60 dias apds a
infeccado e seus figados removidos, segmentados e embebidos em solugao salina a
1,7% por 24 h a 4°C. Apods esse periodo, foram submetidos a banho-maria por 2 h a
37°C. Posteriormente, os figados foram triturados, e a suspensao filtrada uma vez
em malha de 180 um e uma segunda vez em malha de 130 um. O material filtrado
foi distribuido em calices de sedimentacédo por 2 h, para decantacdo. O sedimento
foi submetido a cinco centrifugagbes (200 x g) de 5 min a 4°C, o sobrenadante
desprezado e o precipitado ressuspendido em 10 mL de salina 1,7%. Em seguida, o
sedimento foi macerado manualmente, na presenca de inibidor de protease [EDTA
(“Ethylene diamine tetracetic acid”) 1 mM em metanol, PMSF (“Phenylmethylsulfonyl
fluoride”) 1 mM] resfriado. Apds a maceragao, todo o material foi ultrassonicado. Em
seguida, o material foi ultracentrifugado a 10* x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante
submetido a nova ultracentrifugagéo a 10° x g por 1 h a 4°C. Apos essa etapa, o
sobrenadante foi dialisado, utilizando-se membrana de celulose. Os antigenos
obtidos foram dosados através do método de Bradford (1976) e seus perfis protéicos
analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida a uma concentragéo de
12% na presencga de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), de acordo com Laemmili

(1970) e corados pelo Comassie Blue.

Cultura de células esplénicas: Em condigcbes estéreis, 9 animais de cada grupo
(DI, EI, DNI e ENI) foram sacrificados por deslocamento cervical em diferentes
tempos (60, 90 e 150 dias, utilizando-se 3 animais para cada tempo), sendo os
bacos removidos para obtencao de células destinadas ao estudo da resposta imune
celular durante as fases aguda, intermediaria e crénica da esquistossomose. As
suspensdes de células esplénicas foram obtidas por maceragao dos bagcos em meio
RPMI 1640 (Cultilab, Sdo Paulo - Brasil) acrescido de antibioticos (Penicilina e
Estreptomicina a 1%) e aminoacido (1% de L-glutamina), e centrifugadas por 5 min a
300 x g a 4°C (Centrifuga refrigerada: modelo TJ-6R, Beckman Instruments, Inc.). As
hemacias foram lisadas pela adicao de agua estéril ao precipitado, durante 18 s. As
células foram ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 10% de SBF (Soro
Bovino Fetal - WL. Imunoquimica, Rio de Janeiro - Brasil) e a viabilidade observada

pelo emprego de Trypan Blue a 10%. As suspensdes celulares foram distribuidas
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em placas de cultura de 24 pocos, em duplicata, na concentragdo de 5 x 10°
células/mL submetidas a diferentes estimulos [SEA — 20 ug/mL ou Concanavalina A
(ConA) — 5 ug/mL] ou simplesmente meio de cultura (sem estimulo), e entao,
cultivadas por 24, 48 e 120 h a 37°C em estufa de CO, a 5%, para obtengcdo de
sobrenadante e posterior dosagem de citocinas. Esses trés tempos de cultivo foram
utilizados para determinar o melhor tempo de producéo de cada citocina.

Dosagem de citocinas nos sobrenadantes: A produgao das citocinas IFN-y, IL-4 e
IL-13 por células esplénicas foi avaliada através de ELISA de captura, utilizando
pares de anticorpos Pharmingen ou R & D Systems, seguindo as intrugbées do
fabricante. As reagdes foram reveladas pelo uso de TMB (3,3,5,5 -
tetramethylbenzidine, DAKO) ou ABTS [2,2'-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid), Sigma] como substrato. Para as leituras das densidades Opticas foram

utilizados comprimentos de onda de 450 ou 405 nm, respectivamente.

Determinagdo da cinética de produgado das citocinas: Apdés a dosagem das
citocinas em cada tempo utilizado para o cultivo das células (24, 48 e 120 h), foi
verificado que a maior producao das citocinas IL-4 e IL-13 ocorrem no periodo de
120 h, enquanto que para IFN-y o melhor tempo de produgéao foi de 24 h. Uma vez
determinado o melhor tempo de producgao para cada citocina, esse ponto foi utilizado
para a constru¢ao de graficos de evolugao da cinética de produgao de cada uma das

citocinas nos tempos de infecgao estudados (60, 90 e 150 dias).

Analise estatistica: Os resultados obtidos foram analisados pelos testes ANOVA, “t”
de Student, Mann-Whitney ou Qui-Quadrado. Para todos os testes, valores de p <

0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Estado Nutricional

A avaliacdo do estado nutricional revelou que os animais desnutridos
apresentaram pesos corporais inferiores aos camundongos eutréficos, com
diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,001). Além do ganho de peso
prejudicado, a desnutricdo pdde ser comprovada através dos aspectos clinicos
apresentados por esses animais, como dificuldade de locomocéo e ericamento dos
pélos. A infecgao pelo S. mansoni parece nao ter influenciado o estado nutricional de
ambos 0s grupos, uma vez que os animais infectados apresentaram, na curva
ponderal, comportamento similar aos seus respectivos controles nao infectados.
Esses achados corroboram as observagdes realizadas por Coutinho et al. (2003;

2007) em estudos anteriores (Figura 1).
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Figura 1: Curvas ponderais de camundongos isogénicos (C57BL/6) desnutridos (DI) e eutréficos (El)
infectados com S. mansoni e seus respectivos controles ndo infectados (DNI e ENI). Os valores
numéricos apresentados se referem as médias de peso corporal de cada grupo, obtidas na 242
semana de experimento, a seta representa o ponto de tempo no qual a infecgdo dos grupos DI e El
foi realizada.
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Avaliacao da carga parasitaria

A quantidade média de parasitos coletados em cada grupo (Figura 2), mostra
que camundongos desnutridos desenvolveram cargas parasitarias significativamente
menores que camundongos eutroficos (p < 0,0001). Com relagdo ao numero de ovos
de S. mansoni encontrados no figado total dos animais (Figura 3), foi observada
uma discreta redugdo na no valor absoluto do grupo desnutrido, no entanto, a
diferenga entre os grupos néao foi significativa (p = 0,75). A diferenga entre o numero
de vermes recuperados do grupo El, em comparagdo com o grupo DI, suporta a
hipétese defendida por outros autores de que o estado nutricional do hospedeiro
exerce influéncia sobre o comportamento biolégico do parasito (FERREIRA;
COUTINHO, 1999), podendo induzir alteragdes nos vermes adultos de ambos os
géneros (NEVES et al.,, 2001; 2002). Essas alteragdes s&o, provavelmente,
decorrentes da indisponibilidade de nutrientes essenciais requeridos para um
adequado crescimento e desenvolvimento do parasito no interior dos vasos
sanguineos, ocasionada pela caréncia nutricional do hospedeiro (OLIVEIRA et al.,
2003). A reducéao na fecundidade dos vermes, descrita em hospedeiros desnutridos,
poderia explicar o menor numero de ovos encontrados no figado total desses
animais (COUTINHO et al., 1997; 2003; 2007).
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Figura 2: Numero de parasitos coletados Figura 3: Numero de ovos encontrados no
por perfusao do sistema venosos portal em figado de camundongos isogénicos
camundongos isogénicos (C57BL/6) (C57BL/6) desnutridos (DI) e eutréficos
desnutridos (DI) e eutrdficos (El), (El), infectados com S. mansoni.

infectados com S. mansoni (*) p < 0,001.
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Estudo morfolégico macroscopico do figado e do bago

A Figura 4 mostra a relagdo percentual entre o peso corporal e o peso dos
orgaos (figado e bago) dos animais infectados e seus respectivos controles, no
momento do sacrificio (150 dias apds a infecgao).

A relacao peso corporal versus peso do figado foi maior para os animais
eutréficos, quando comparada com os desnutridos, havendo diferenca estatistica
entre os grupos El e DI (p < 0,001). A comparagao realizada entre os grupos
eutroficos mostrou que o grupo infectado (El) apresentou uma relagdo percentual
maior que o grupo nao infectado (ENI), com p < 0,001. O mesmo foi observado entre
0s grupos desnutridos infectados (DI) e n&o infectados (DNI), sendo p < 0,001. A
hepatomegalia, apesar de ter sido observada em ambos os grupos infectados,
apresentou-se de forma mais acentuada nos animais eutréficos, mostrando que o
estado nutricional do hospedeiro, € um fator determinante nesse processo
patologico, considerando que os animais alimentados com dieta balanceada
possuem uma maior reserva de proteinas no figado do que aqueles alimentados
com dieta hipoprotéica (COUTINHO et al., 2003).

A relagcdo peso corporal versus peso do bago mostrou que os animais
infectados, tanto eutréficos (El) quanto desnutridos (Dl), apresentaram sempre
relagbes percentuais maiores que os seus respectivos controles nédo infectados (ENI
e DNI), porém essa diferenga entre as médias nao foi estatisticamente significativa
(p > 0,05). A hipertrofia do bacgo é diretamente influenciada pelo fator infecgdo, que
propicia estimulagdo antigénica levando a uma hiperplasia das células do sistema
fagocitico mononuclear do bago (MAGALHAES FILHO; COUTINHO, 1960). Nesse
caso, o estado nutricional exerce, apenas, uma influéncia secundaria (COUTINHO et
al., 2003, 2007; COUTINHO, 2004).
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Figura 4: Relagado percentual entre o peso corporal e o peso dos 6rgaos (figado e bago) de
camundongos isogénicos (C57BL/6) desnutridos (DI) e eutroficos (El), infectados com S.
mansoni, em comparagdo com seus respectivos controles ndo infectados (DNI e ENI). *
Diferenga estatistica significativa entre os grupos eutroficos e desnutridos, infectados. #*x
Diferenca estatistica significativa entre os grupos infectados eutréficos e desnutridos, comparados
com os respectivos grupos nao infectados (p < 0,001).

Estudo histopatolégico do figado

Fase aguda

Os camundongos desnutridos e com 60 dias de infeccdo apresentavam
parénquima com discreta atrofia das traves hepaticas, mas sem alteragdes
degenerativas importantes, exceto eventuais focos de necrose coagulativa aguda,
com intensa infiltracdo local de polimorfonucleares, sobretudo de eosindfilos. Esses
infiltrados inflamatérios, de carater difuso, eram frequentemente observados nos
espacos-porta médios e grandes (hepatite reacional). Os granulomas
esquistossomaticos periovulares eram pouco numerosos, de pequena dimensao,
isolados, distribuidos esparsamente pelo parénquima e, em sua maioria, compostos
predominantemente por polimorfonucleares eosindfilos e neutrofilos, com
predominio dos primeiros, além de alguns macrofagos e linfécitos (granulomas em
fase exsudativa). Esses granulomas mostravam-se, as vezes, agrupados, formando
extensos conglomerados. Em todos os camundongos desse grupo as infec¢des
foram de carater moderado, em relagdo ao aspecto histopatologico (Figura 5).

Nos camundongos eutréficos com 60 dias de infeccdo, os aspectos
histologicos diferiam em relacdo a presenga de maior numero de granulomas

periovulares, isolados e esparsamente distribuidos pelo parénquima hepatico, as
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vezes formando conglomerados, sendo os mesmos de maior dimensdo em relagao
ao que foi visto no grupo dos animais desnutridos. Além disto, em muitos desses
granulomas notava-se deposicdo de pequena quantidade de colageno. Também
ocorria intensa infiltracdo eosinofilica nos médios e grandes espacos-porta e, as
vezes, na porcdo central dos granulomas. Areas de necrose aguda coagulativa

(necrose isquémica) também foram observadas (Figura 6).

Figura 5: Camundongo desnutrido, com 60 dias
de infecgdo pelo S. mansoni. Granuloma do tipo
exsudativo, observando-se intensa proliferacao
de eosindfilos em torno de ovo em degeneragéo
(HE — 100x).

Figura 6: Camundongo eutrofico, com 60 dias de
infeccdo pelo S. mansoni. Presenga de
eosinofilia intensa em torno do ovo com miracidio
em desintegracdo e alguns mononucleares
permeando o infilirado eosinofilico (HE — 200x).

A principal diferenga observada entre os grupos, nesse tempo de infecgéo,
baseia-se, principalmente na quantidade e dimensdes das lesdes granulomatosas,
sendo o grupo DI aquele que apresentou menor numero de granulomas. Nesse
grupo, as lesées eram de menor tamanho, quando comparadas as do grupo EI. A
composi¢cao celular dos granulomas de ambos os grupos era basicamente de
eosindfilos, com presengca de neutrdfilos, linfocitos e macréfagos, em menor
quantidade. Em virtude de a resposta granulomatosa ser comandada por citocinas
Th2, fenotipicamente, os granulomas apresentam uma grande e distinta populagéo
de eosindfilos (ABATH et al., 2006), tendo IL-4 e IL-13 papéis importantes no
desenvolvimento, diferenciacdo e recrutamento dessas células para os sitios de
inflamagdo (CHIARAMONTE et al., 1999a; 1999b; JABARA et al.,, 1988;
HAMAGUCHI et al., 1987) justificando, assim, a grande concentragdo do
componente eosinofilico encontrado nos granulomas dos animais desnutridos e

eutroficos, porém em maior quantidade para estes ultimos. Os eosindfilos, além de
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serem capazes de destruir parasitos do S. mansoni na presenga de anticorpos
especificos, pelo mecanismo de citotoxidade celular dependente de anticorpo
(ADCC), também s&o incriminados na destruigdo dos ovos depositados pelos
vermes (JAMES; COLLEY, 1976), indicando fungdes dirigidas a diferentes estagios
do ciclo do parasito (CAPRON; CAPRON, 1992).

Fase intermediaria

Aos 90 dias, fase arbitrada na presente investigagdo como “intermediaria”, o
grupo desnutrido apresentava numerosos granulomas periovulares ora isolados, ora
coalescentes, com presenga de macrofagos e deposigdo colagena moderada. A
infiltracdo eosinofilica ocorria em menor intensidade e nos granulomas depositava-
se um colageno de aspecto fibrilar. Em 3 animais desse grupo foram vistos, em
grandes espacos-porta, conglomerados de ovos e aumento moderado do tecido
conjuntivo portal (Figuras 7, 8, 9).

Nesse mesmo ponto de tempo, camundongos eutréficos também
apresentavam infecg¢des intensas, com granulomas periovulares ora isolados, ora
agrupados. Em 4 animais ocorria aumento do tecido conjuntivo portal, com presenca
de granulomas periovulares em fase predominantemente produtiva, notando-se,
ainda, certo grau de eosinofilia em grandes espagos-porta e na intimidade de alguns

granulomas (Figura 10).
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Figura 7: Camundongo desnutrido, com 90 dias
de infeccdo pelo S. mansoni. Granulomas
isolados, pequenos, esparsos pelo parénquima e
com pequena deposicdo de tecido colageno
(PS— 100x).

Figura 8: Camundongo desnutrido, com 90 dias
de infeccao pelo S. mansoni. Ovos do parasito
em degeneracao, envolvidos por intensa reagcéo
eosinofilica. Presenga de mononucleares na
estrutura do granuloma (a direita) e de
gigantocito invadindo a casca do ovo (a
esquerda) - HE— 400x.
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Figura 9: Camundongo desnutrido, com 90 dias  Figura 10: Camundongo eutréfico, com 90 dias
de infecgdo pelo S. mansoni. Conglomerados de infecgdo pelo S. mansoni. Infiltracdo
fibrosos periovulares em espago porta (HE- eosinofilica e aumento do tecido fibroso do
100x). espaco-porta devido a presenga de
conglomerados de ovos (HE- 200x).

Nessa fase, os camundongos desnutridos mostraram maior numero de
granulomas, em relagdo ao periodo de 60 dias. Nesses granulomas, a infiltragéo
eosinofilica apresenta-se menos intensa que na fase aguda, podendo ser observada
uma populagado distinta de macréfagos. Como os macrofagos ativados também sao
responsaveis pela produgao de colageno, nesse modelo experimental (HESSE et al.,
2001), o numero diferenciado dessas células poderia explicar a moderada
colagenizagao dos granulomas desse grupo observada nesse ponto de tempo. Os
animais eutréficos, aos 90 dias apds a infecgao, mostraram granulomas em fase
produtiva, ainda apresentando certo grau de eosinofilia, bem como persisténcia do
processo inflamatério dos espagos porta. O aumento moderado do tecido conjuntivo
portal, observado em animais de ambos os grupos foi, provavelmente, ocasionado

pelo processo inflamatdrio acentuado.

Fase cronica

Na fase crbénica da infeccdo (150 dias), os camundongos desnutridos
apresentavam numerosos granulomas periovulares isolados, pequenos, sendo
frequente formagao de extensos conglomerados de ovos nos espagos porta e/ou em

pleno parénquima hepatico. Esses granulomas eram formados por células



SILVA, F. L. APENDICEA 100

mononucleares, alguns linfécitos e eosindfilos em quantidade moderada. Observava-
se, ainda, pequena deposicao de colageno nos granulomas e discreto aumento de
colageno nos espacgos-porta médios e grandes. Esses granulomas de aspecto
produtivo, com pouca fibrose, contrastavam com os granulomas exsudativos, ricos
em polimorfonucleares, sobretudo eosindfilos, presentes na fase aguda da infecgao.
Eventuais focos de esteatose nao sistematizada também foram observados. Em
nenhum dos animais foram detectadas imagens sugestivas de fibrose periportal
murina equivalente a fibrose hepatica humana de Symmers (Figuras 11 e 12).

O grupo de camundongos eutroficos revelou auséncia de alteragdes
degenerativas nas células do parénquima hepatico. As lesdes encontradas eram ora
de carater moderado, ora intenso, sendo representadas por infiltracdo de células
mononucleares e alguns linfécitos nos espacgos-porta e em torno de veias
centrolobulares, além de numerosos granulomas periovulares formados em torno de
ovos de S. mansoni degenerados ou de resto de cascas, a maioria de
predominancia colagena, as vezes exibindo componente exsudativo, particularmente
eosindfilos. Também pdde ser observada presenga de pigmento pardo-amarelado,
grumoso, sobretudo nos  espagos-porta  mais  calibrosos  (pigmento
esquistossomotico). Esses granulomas eram isolados e distribuidos de modo néao
sistematizado no parénquima. Nos casos de infecgdo mais intensa, apresentavam-
se em colescéncia, formando extensos conglomerados. Em quatro dos dez
camundongos do grupo eutrdfico infectado (40%) foram detectados espacgos-porta
com intensa deposicdo de ovos, vascularizacdo aumentada, acentuada hiperplasia
de ductos biliferos e infiltracdo inflamatéria crénica, caracterizando o

desenvolvimento da fibrose hepatica periportal murina (Figuras 13 e 14).
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Figura 11: Camundongo desnutrido, com 150

dias de infeccdo pelo S
Conglomerados de ovos degenerados
granulomas colagenizados (HE— 200x).

mansoni.

e

Figura 12: Camundongo desnutrido, com 150
dias de infeccdo pelo S. mansoni. Detalhe do
granuloma periovular, observado em maior
aumento. Observar a presenga de eosindfilos, a
rigueza de células mononucleares e inicio de
deposicéo colagena (HE— 200x).

Figura 13: Camundongo eutrofico, com 150 dias
de infecgdo pelo S. mansoni. Fibrose hepatica
periportal murina. Observar a extensa area de
fibrose com restos de estruturas granulomatosas,

neo-vascularizacdo e infiltracdo inflamatoria
cronica (PS — 100x).
Nesta fase,

Figura 14: Camundongo eutrofico, com 150 dias
de infecgdo pelo S. mansoni. Fibrose hepatica
periportal murina. Observar o aumento do tecido

com restos de estruturas
granulomatosas periovulares, infiltragéo
inflamatéria crbnica, hiperplasia de ductos
biliferos e neoformagéo vascular (HE- 200x).

conjuntivo portal

0os camundongos desnutridos apresentaram numerosos

granulomas periovulares. Apesar de esses granulomas terem sido visualisados,

muitas vezes, formando extensos conglomerados, ndo se observava deposicao de

colageno intensa no

interior das

lesoes,

OU mesmo nos espagos porta,
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caracterizando, assim, o padrao histologico de granulomas isolados (HENDERSON
et al.,, 1993), ndo sendo observado desenvolvimento de fibrose periportal nesses
animais, confirmando, assim, os achados de Coutinho et al. (1997; 2003; 2007).

No grupo eutréfico, os granulomas apresentavam-se em maior numero e
tamanho que nos desnutrido, tendo, em sua maioria, predominancia do componente
colageno. Da mesma forma que os desnutridos, esses granuloma mostravam-se ora
dispersos, ora agrupados. No entanto, foi observada, em 40% dos animais desse
grupo, formacédo de fibrose hepatica periportal. Os demais 60% apresentaram
caracteristicas de granulomas isolados (HENDERSON et al., 1993).

Embora todos os camundongos tenham sido expostos ao mesmo numero de
cercarias, o numero de vermes recuperados diferiu discretamente entre os animais.
Essa diferengca na carga parasitaria pode ter influenciado o desenvolvimento dos
padrdes histopatolégicos observados nesse grupo, assim como descrito por Silva et
al. (2004).

Os camundongos avaliados histologicamente apresentaram infecgdo ora
carater moderado, ora intenso, baseado nas caracteristicas da resposta inflamatéria,
quantidade de lesdes granulomatosas e fibrose hepatica. Essas observagdes
contrastam com o que foi descrito em trabalhos anteriores que utilizaram a mesma
cepa de camundongo (C57BL/6), nos quais a infec¢do apresentava intensidade leve,
comparada com outras linhagem de animais isogénicos (CHEEVER et al., 1987,
CHIARAMONTE et al., 2001).

Estudo morfométrico

De acordo com a analise morfométrica realizada no tecido hepatico dos
camundongos infectados, o percentual de tecido fibroso encontrado foi mais elevado
para os animais eutroficos em relacdo aos desnutridos. Do mesmo modo, os
pardmetros sobre densidade volumétrica e numérica dos granulomas
esquistossomoticos periovulares mostraram valores mais altos para o grupo de
animais alimentados com dieta NUVILAB (El), em comparagdo com 0s animais
alimentados com a dieta DBR (DI). O parametro volume dos granulomas, todavia,
apresentou-se mais elevado entre os animais desnutridos, quando comparados aos
eutroficos. No entanto, nenhum dos parametros analisados apresentou diferenca

significativa entre os grupos (p > 0,05)
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Estudo bioquimico

A Figura 15 ilustra a quantidade de colageno hepatico medido através da
dosagem bioquimica da hidroxiprolina. No grupo eutréfico foi observado um discreto
aumento na quantidade de tecido colageno em relagdo ao grupo desnutrido, no
entanto essa diferengca nao foi significativa (p > 0,05). Esse resultado apresentou

associagao com o percentual de tecido colageno mensurado morfometricamente.
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Figura 15: Niveis de de hidroxiprolina hepatica (umol/g de figado), mensurada através da dosagem
bioquimica em camundongos isogénicos (C57BL/6) desnutridos (DI) e eutréficos (El), infectados com
S. mansoni.

Os dados referentes a mensuragao do colageno hepatico, realizada através
de analise morfométrica e bioquimica, mostraram equivaléncia de resultados entre
ambas as técnicas, sendo a primeira considerada a mais sensivel (apud BARBOSA
Jr, 2001). Ambos os grupos (desnutridos e eutroficos) revelaram quantidades
semelhantes de tecido fibroso, ndo havendo diferencga estatistica entre os mesmos.
Esse resultado difere dos achados de Coutinho et al.,, (2003, 2007) onde foi
observado que os animais eutroficos apresentaram valores mais elevados para a
quantidade de tecido colageno, em relagdo aos desnutridos. Todavia, deve ser
levado em consideragao que, nos trabalhos acima citados foram utilizadas diferentes
cepas, tanto de camundongo quanto de parasito (camundongos albinos Swiss
“outbred”, e parasitos da cepa BH — Belo Horizonte, respectivamente). Os demais
parametros morfométricos analisados aos 150 dias de infecgdo (volume, densidade
volumétrica e numérica dos granulomas) também nao diferiram estatisticamente,

entre animais desnutridos e eutroéficos.
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Avaliacao dos niveis de citocinas

Producgao de IFN-y

Foi observada uma maior produgédo de IFN-y aos 60 dias de infecgao para o
grupo DI em relagdo ao grupo El, com diferenga estatisticamente significativa (p =
0,03). Noventa dias apos a infecgéo, os niveis de IFN-y diminuiram em ambos os
grupos (Dl e EI, p > 0,05). A andlise realizada na fase crbénica da doencga, ou seja,
150 dias apos a infecgdo, mostrou que nao houve producédo de IFN-y para esses

mesmos grupos estudados (Figura 16).
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Figura 16: Producdo de IFN-y nos sobrenadantes de cultura de esplenécitos de camundongos
isogénicos (C57BL/6) desnutridos e eutroficos, infectados com S. mansoni. As células foram
estimuladas com o antigeno SEA (20ug/mL) nos periodos de 60, 90 e 150 dias apds a infecgéo e o
sobrenadante coletado ap6s 24h de cultivo. A cor azul representa o grupo desnutrido infectado (DI) e
a vermelha representa o grupo eutrofico infectado (El). (+) Diferenga estatistica (p = 0,03) entre os
grupos DI e EIl no periodo de 60 dias ap6s a infecgao (X + EPM).

Producgao de IL-4

Sessenta dias apods a infeccdo, nao foi observada producédo de IL-4, tanto

para o grupo desnutrido quanto para o grupo eutrofico. No periodo de 90 dias de
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infeccao, foram detectados niveis elevados dessa citocina, com valores mais altos
para os animais do grupo DI (p = 0,02). Aos 150 dias de infecg¢ao, a producao de IL-
4 diminuiu para ambos os grupos estudados, atingindo niveis equivalentes (p > 0,05,
Figura 17).
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Figura 17: Produgdo de IL-4 nos sobrenadantes de cultura de esplenécitos de camundongos
isogénicos (C57BL/6) desnutridos e eutréficos, infectados com S. mansoni. As células foram
estimuladas com o antigeno SEA (20ug/mL) nos periodos de 60, 90 e 150 dias apds a infecgéo e o
sobrenadante coletado ap6s 120h de cultivo. A cor azul representa o grupo desnutrido infectado (DI)
e a vermelha representa o grupo eutréfico infectado (El). (*) Diferenga estatistica (p = 0,02) entre os
grupos DI e EIl no periodo de 90 dias de infecgéo (X + EPM).

Producao de IL-13

Analisando a producédo de IL-13 no periodo de 60 dias de infeccdo foram
observados niveis mais elevados para os animais eutroficos, quando comparados
aos desnutridos (p > 0,05). No entanto, aos 90 dias, os niveis de IL-13 do grupo DI
aumentaram e atingiram niveis mais elevados do que o grupo El (p = 0,02). Esse
ultimo grupo (El) apresentou uma diminui¢do na produgéo IL-13, quando comparada
com o0s seus niveis aos 60 dias (p > 0,05). O grupo El permaneceu produzindo

niveis semelhantes de IL-13 aos 150 dias, enquanto que o DI apresentou uma
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queda, chegando a valores mais baixos que o grupo El. A diferenga entre as médias
desses grupos (DI e El), nesse periodo de tempo, foi significativa (p = 0,001, Figura
18).
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Figura 8: Producdo de IL-13 nos sobrenadantes de cultura de esplenécitos de camundongos
isogénicos (C57BL/6) desnutridos e eutrdficos, infectados com S. mansoni. As células foram
estimuladas com o antigeno SEA (20 pug/mL) nos periodos de 60, 90 e 150 dias apods a infecgéo e o
sobrenadante coletado apos 120 h de cultivo. O ponto azul representa o grupo desnutrido infectado
(DI) e o vermelho representa o grupo eutréfico infectado (El). (x) Diferenga estatistica entre os grupos
DI e El no periodo de 90 (p = 0,02) e 150 (p = 0,001) dias de infecgéo (X + EPM).

Na Tabela 1 encontra-se descrita, sinteticamente, a evolugdo da resposta

imune celular de ambos os grupos estudados, em todos os tempos analisados.
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Tabela 1: Quadro sindptico dos resultados da resposta imune celular durante a infeccao
esquistossomadtica, em camundongos isogénicos (C57BL/6) desnutridos (DI) e eutréficos

(El).

60 dias de infecgao

90 dias de infecgao

150 dias de infecgao

Desnutridos: Indicativo de perfil
Th1.

Desnutridos: Perfil Th2.

Desnutridos: Perfil Th2.

IFN-y: 3 ng/mL

IFN-y: nenhuma producgao

IFN-y: nenhuma produgao

IL-4: nenhuma producéo

IL-4: 1,8 ng/mL

IL-4: 0,9 ng/mL

IL-13: 1,2 ng/mL

IL-13: 3,6 ng/mL

IL-13: 0,7 ng/mL

Eutréficos: Indicativo de perfil

Th2

Eutroficos: Perfil Th2

Eutroéficos: Perfil Th2

IFN-y: 0,8ng/mL

IFN-y: nenhuma producgao

IFN-y: nenhuma produgao

IL-4: nenhuma producéao

IL-4: 1,2 ng/mL

IL-4: 1,0 ng/mL

IL-13: 2,1 ng/mL

IL-13: 1,3 ng/mL

IL-13: 1,2 ng/mL

Durante a infecgdo esquistossomotica do modelo murino, € observada uma
dicotomia Th1/Th2 (apud MOSMANN; SAD, 1996). Na fase inicial da doenga séo
observados altos niveis de IFN-y que caracterizam o perfil de resposta Th1. Com a
producdo de ovos pelos vermes adultos, uma forte resposta Th2 passa a ser
observada, representada por niveis elevados de IL-4 e IL-13 (STADECKER et al.,
2004; PEARCE et al., 1991). As fungdes efetoras de cada resposta sado distintas,
inclusive no que se refere ao desenvolvimento de fibrose hepatica, sendo a IL-13
considerada um mediador primario da fibrogénese, enquanto o IFN-y apresenta uma
marcada atividade anti-fibrogénica (PEARCE; MACDONALD, 2002; HOFFMAN;
CHEEVER; WYNN, 2000; CHIARAMONTE et al., 2001). No entanto, a contribuicdo
da IL-4 para o desenvolvimento de fibrose na esquistossomose € controversa
(CHEEVER et al., 1994; PEARCE et al., 1996). Chiaramonte et al. (2001)

demonstraram que a expressao de IL-4 € mantida em camundongos deficientes em
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IL-13, porém é incapaz de repor a atividade fibrogénica da IL-13 durante a infecgao
esquistossomatica.

A avaliagédo da resposta imune celular, no presente estudo, mostrou que aos
60 dias de infecgdo, os camundongos desnutridos apresentaram resposta Th1 com
intensa producgédo de IFN-y e baixa produgédo de IL-13, enquanto que os eutréficos
apresentaram uma resposta Th2, representada por niveis mais elevados de IL-13.
Nesses dois grupos nao foi detectada produgao de IL-4. Os resultados do grupo
eutréfico corroboram as informacgdes disponiveis na literatura, uma vez que nesse
tempo de infeccdo, ja havendo oviposi¢cdo, os antigenos dos ovos estimulam o
desenvolvimento de uma resposta Th2, enquanto que o grupo desnutrido apresenta
um retardamento no desenvolvimento dessa resposta. Esse retardamento é,
provavelmente, ocasionado por alteracbes no sistema reprodutor dos parasitos
fémeas, causando disturbios na formagao e deposi¢do dos ovos (apud COUTO et
al., 2002; FERREIRA et al., 1993; FERREIRA et al., 1998; TSHIKUKA et al., 1997).

Apesar de nao ter sido detectada IL-4 em ambos os grupos, a produgao de
IL-13 pdde ser observada tanto no grupo DI (menores niveis), quanto no grupo El
(maiores niveis). Isso é possivel uma vez que a IL-13 €& produzida
independentemente da IL-4, sendo considerada como uma citocina critica no
desenvolvimento da resposta Th2 (WYNN, 2003).

Aos 90 dias de infeccdo, ambos os grupos desenvolveram resposta Th2,
porém nos desnutridos essa resposta se apresentou mais forte do que nos
eutréficos. Nesses ultimos, o componente Th2 comegou a diminuir em relagado ao
periodo de 60 dias. Apesar de terem sido detectados niveis de IL-4 nesse periodo
(90 dias), a producéao de IL-13 comecou a diminuir € nao foi detectada producao de
IFN-y. Nos desnutridos, o componente Th2 aumentou, tanto pela produgéo de IL-4,
como pelo aumento dos niveis de IL-13, em relagdo ao periodo de 60 dias. Como
nos eutroficos, também nao foi detectada produg¢ao de IFN-y no grupo desnutrido.

Aos 150 dias apds a infecgao, periodo correspondente a consolidacédo da fase
crénica, ambos 0s grupos continuaram apresentando resposta Th2, sendo mais
baixa no grupo desnutrido. A producdo tanto de IL-4 como de IL-13 se revelou
bastante reduzida. No grupo eutrdéfico, porém, os niveis de ambas as citocinas nao
sofreram alteragdes significativas permanecendo constantes. Produgédo de IFN-y n&o

foi detectada em nenhum dos dois grupos estudados.
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Os resultados obtidos nos grupos DI e El estdo de acordo com os achados de
Chiaramonte et al. (2001) que observaram que os maiores niveis de expressao de
IL-4 e IL-13, em camundongos C57BL/6 eutdficos, eram alcangados entre 9 e 12
semanas apos-infeccdo. Além disso, Silva et al. (2004) demonstraram que
camundongos da linhagem BALB/c, eutrdficos, cronicamente infectados (150 dias),
que desenvolveram fibrose periportal ou apenas granulomas isolados no figado,
tiveram a resposta Th1 suprimida, apresentando niveis de IL-4 e IL-5 e
caracterizando, assim, o perfil de resposta Th2.

A cinética de produgao das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-13 nos camundongos
desnutridos ndo acompanhou a cinética de produgao dessas mesmas citocinas nos
animais eutréficos, os quais apresentaram desenvolvimento de resposta imune
similar ao descrito na literatura (PEARCE; MACDONALD, 2002).

Nesse estudo, a caréncia protéica parece nao ter exercido influéncia direta
sobre os niveis de produgao dessas citocinas, uma vez que os animais desnutridos,
em determinados tempos de infec¢ao, produziram niveis mais elevados de citocinas
que os eutréficos. Essas observagdes foram de encontro as nossas expectativas,
representando um questionamento que, até o presente momento, ndo fomos
capazes de explicar.

A producgao de IL-13 nos animais desnutridos, que apresentavam niveis mais
elevados que os eutréficos no periodo de 90 dias, sofreu modulagdo durante a fase
cronica, chegando a niveis significativamente mais baixos que os eutroficos. Nesses
ultimos, a produgao de IL-13 apresentou-se sem grandes oscilagdes, principalmente
entre as fases intermediaria e cronica da infecgao, nas quais os niveis dessa citocina
permaneceram praticamente constantes.

Diante dessas observagdes € possivel especular que a redugao dos niveis de
IL-13 observados nos animais desnutridos, na fase crbénica da esquistossomose,
poderia alterar sua atividade fibrogénica, no processo de formagédo e deposigdo da
matriz extracelular, dificultando, dessa maneira, o desenvolvimento do quadro de
fibrose periportal no modelo murino desnutrido, como observado por Coutinho et al.
(1997).
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