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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca crbnica e debilitante que afeta mais de 200 milhdes
de pessoas em todo o0 mundo. A morbidade resultante da infeccdo por Schistosoma mansoni é
predominantemente causada por reacdo do hospedeiro contra os antigenos dos ovos do
parasito que sdo liberados no sistema porta e que ficam parcialmente retidos no figado e
intestino, desencadeando uma inflamacéo granulomatosa que pode evoluir para casos graves
de fibrose hepatica e hipertensdo portal. A evolucdo da forma grave da esquistossomose é
multifatorial e ainda ndo esclarecida, porém, estudos experimentais indicam que a indugdo e
modulacdo da resposta imunoldgica durante a formacdo do granuloma é determinante no
processo. A citocina MIF, macrophage migration inhibitory factor, é produzida por uma
grande variedade de células e tecidos, desempenha um papel importante na inducdo do
processo inflamatorio, atuando na atracéo e ativacdo de linfocitos, macrofagos e eosinofilos,
células essenciais na formacdo do granuloma esquistossomotico. Apesar de ter sido
constatado que células presentes no granuloma esquistossomoético produzem e secretam MIF
na esquistossomose, seu papel na evolucdo da doenca ainda ndo é conhecido. Desta forma,
este trabalho teve como objetivo analisar a participacdo desta citocina na evolucdo da
esquistossomose murina através da analise comparativa da infeccdo por S. mansoni em
camundongos Balb/c geneticamente deficientes na producdo de MIF (MIF") e seus
respectivos controles Balb/c ndo deficientes (WT). Camundongos de ambos 0Ss grupos
experimentais foram infectados subcutaneamente, 25 cercérias/animal de S. mansoni da
linhagem LE, e acompanhados durante 14 semanas sendo anotados 0s eventuais casos de
Obito em cada grupo experimental. Animais de cada grupo experimental também foram
necropsiados durante a fase aguda (8 semanas) e fase crénica (14 semanas) da infecgdo por S.

mansoni para quantificacdo da carga parasitaria e nUmero de ovos do parasito retidos nos



tecidos ou eliminados nas fezes. Paralelamente, foram analisados parametros imunologicos,
como resposta humoral e producéo local de citocinas, e histopatoldgicos, como infiltracdo
celular e deposicdo de colageno no figado e intestino dos animais necropsiados. A taxa de
mortalidade induzida pela infeccdo por S. mansoni foi estatisticamente superior em
camundongos MIFem comparagdo com os camundongos ndo deficientes. A avaliagdo
parasitologica demonstrou que o numero de vermes e a deposicdo de ovos no figado e no
intestino dos animais experimentalmente infectados de ambos os grupos experimentais foi
estatisticamente semelhante, tanto na fase aguda como na fase cronica da infec¢do. A analise
das alteracBes imunologicas induzidas pela infeccdo por S. mansoni revelou diferencas
importantes na resposta de camundongos MIF”". Apesar de apresentar niveis semelhantes de
citocinas pré-inflamatorias (TNF- o e IL-17) e modulatérias (IL-10), estes animais
apresentaram uma producdo reduzida de citocinas do perfil Th2, especialmente IL-4, e
aumento de IFN- y no figado em resposta a infec¢do pelo parasito. Paralelamente,
camundongos MIF 7 infectados por S. mansoni apresentaram menor inducéo de IgE sérica e o
granuloma formado ao redor do ovo do parasito foi menor e apresentava menor infiltracdo de
eosindfilos e macrofagos. A avaliacdo da deposicdo de colageno no granuloma
esquistossomotico, tanto na analise histopatoldgica como na quantificacdo de hidroxiprolina
no figado, indica uma quantidade diminuida de colageno nos camundongos MIF”" em relagdo
aos animais WT, especialmente na fase cronica da esquistossomose. Finalmente, foi possivel
quantificar um aumento significativo dos niveis séricos de ALT e AST em camundongos
durante a fase cronica da infeccdo, sendo que o aumento de ALT foi significativamente maior
em camundongos MIF”, sugerindo maior leséo hepatica nestes animais. Em conjunto, o0s
dados apresentados indicam que MIF participa do recrutamento de eosinofilos e macréfagos e

da inducéo da resposta do tipo 2 durante a formacao do granuloma esquistossomatico, e que a



formacdo adequada do granuloma é importante na protecdo do hospedeiro contra possiveis

lesbes hepaticas induzidas por antigenos do ovo do parasito.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a chronic and debilitating disease that affects over 200 million people
worldwide. The pathology observed in Schistosoma mansoni chronically infected host is
mainly associated with the intensity of the cellular-mediated granulomatous to parasite eggs
that are laid in the portal venous system and subsequently retained in liver and intestine,
which would lead to portal hypertension and consequently cause much of the morbidity and
mortality associated with this disease. Although the evolution of severe schistosomiasis
depends on multiples elements, the induction/regulation of immune response responsible for
granuloma formation around the parasite eggs is essential in this process. The migration
inhibitory factor (MIF) is a cytokine produced and expressed by variety cells that plays a
central in the role in the control of the host inflammatory, through activation of lymphocytes,
macrophage and eosinophils. Therefore, MIF would participate in granuloma formation and
consequently in the evolution of the schistosomiasis. The aim of this experimental work is to
evaluate the participation of MIF production in the S.mansoni-induced pathology in mice.
Balb/c mice genetically deficient in MIF production (MIF”") and non-deficient Balb/c mice
(WT), were infected subcutaneously with 25 cercariae/mice and the mortality was observed.
The parasite burden was evaluated by counting the total number of worms recovered after
circulatory perfusion, eggs eliminated in feces and eggs retained in tissues. Cellular
infiltration in liver and intestine were directly evaluated by histopathological analysis and
indirectly quantified through enzymatic activity and hydroxyproline production. Moreover,
hepatic function of infected animals was estimated by quantification of serum levels of AST
and ALT. The infection with S. mansoni induced a significantly higher mortality rate in MIF”"
mice than in non-deficient infected animals. Parasitological analysis showed that the number
of adult worms and the number of eggs eliminated in host feces or retained in tissue are

similar in WT and deficient mice. Therefore, the high mortality of MIF deficient mice was not



related with parasite burden. In contrast, the local production of type 2-cytokine, the cellular
infiltration (especially macrophage and eosinophils) and hydroxyproline deposition was
significantly higher in liver of non-deficient animals than MIF deficient infected mice.
Moreover, S. mansoni infected MIF-deficient mice showed higher ALT activity in serum,
suggesting deficiency in liver function. All together the results indicated that MIF is important

to granuloma formation and host protection.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AAM Macroéfagos Alternativamente Ativados

ALT Alanina aminotransferase

ANOVA Andlise de varidncia

APC Células apresentadoras de antigeno

ARG-1 Arginase 1

AST Aspartato aminotransferase

BSA Albumina de soro bovino

CCR Receptor de quimiocina do tipo CC

CD Cluster de diferenciacao

ConA Concavalina A

CXCR Receptor de quimiocina do tipo CXC

DCs Células dendriticas

DTH Reacido de hipersensibilidade tardia

ELISA Ensaio imuno-sorvente por enzima ligada (“enzime linked immunobsorbent assay”)
EPM Erro padrio da média

EPO Peroxidase de Eosindfilos

ERK1/ERK2  Membros da familia de proteinas kinases

FIZ7Z Proteina expressa em macréfagos alternativamente ativados
HTAB Hexadeciltrimetilamonio

Ig Imunoglobulina

CAM-1 Molécula de adesido intercelular

iNOS Oxido nitrico sintetase

[FN-y Interferon gama

IL Interleucina

JAB1 “JUN-activation domain-bindig protein 1”
lyso-PS Lyso-fosfatidilserine

LPS Lipofosfossacarideo de bactéria Gram negativa
MIF “Macrophage Migration Inhibitory Factor”

MHC II Complexo de histocompatibilidade do tipo 11
RNAm RNA mensageiro

NAG N-acetil-glicosaminidase

NK Células Natural Killer

NO Oxido nitrico

OPD O-fenilodiamina

PBMC Células mononucleares do sangue periférico (“Peripheral Blood Mononuclear Cells”)
PBS Salina tamponada (“phosphate buffered saline”)
PLA/A2 Fosfolipase citoplasmatica

RPMI Meio de cultura cuja férmula foi criada no Roswell Park Memorial Institute, NY
SEA Antigenos soluveis de ovo de Schistosoma mansoni
STAT4 Sinal transdutor e ativador de transcricio 4
STAT 6 Sinal transdutor e ativador de transcricio 6
SWAP Antigenos soluveis de verme adulto

TGEB Fator de transformacio de crescimento

TLR Toll-like receptors

TNF-«a Fator de necrose tumoral



ThO

Thl
Th2
Th17
Treg

YMI1

Células T CD4+ auxiliadoras que liberam simultaneamente citocinas do tipo 1 e
do tipo 2

Células T CD4+ auxiliadoras do tipo 1

Células T CD4+ auxiliadoras do tipo 2

Células T CD4+ auxiliadoras do tipo 17

Células T CD4+ designadas Regulatérias

Membro da familia da quitinase e expresso em macrofagos alternativamente
ativados

Selvagens “Wild Tipe”
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1. ASPECTOS GERAIS

A esquistossomose € uma doenca cronica e debilitante que afeta mais de 200 milhdes
de pessoas em todo o mundo, sendo que as principais areas de transmissao sdo localizadas em
vérias regides da Africa e América Latina, inclusive no Brasil (WHO, 2002).

A esquistossomose humana apresenta uma forma aguda, geralmente assintomatica, que
na maioria dos pacientes evolui para a forma cronica leve, na qual os ovos do parasito sdo
depositados em pequena quantidade nas ramificacGes terminais mais finas da veia porta,
originando granulomas periovulares que parecem situados em pleno parénquima hepaético e
em varias fases de evolugdo para cicatrizacdo (ANDRADE & PRATA, 1963; ANDRADE,
2008). Entretanto, em uma minoria de pacientes a esquistossomose pode evoluir para forma
grave, caracterizada pela intensa deposicdo de ovos na regido periportal, provocando
expansdo fibrosa sistematizada dos espacos porta, acompanhada de lesdes destrutivas e
obstrutivas do sistema da veia porta intra-hepatico (ANDRADE, 2008). A intensidade da
infeccdo e exposicdo a re-infeccdo (SANTOS et al., 2000; ANDRADE, 2008) sdo fatores
determinantes na evolucdo para forma grave da esquistossomose, entretanto, varios estudos
indicam que a formacdo e modulacdo da resposta do hospedeiro contra os antigenos dos ovos
do parasito que ficam retidos os tecidos, principalmente intestino e figado, tem papel
fundamental nesse processo.

Antigenos secretados/excretados pelos ovos de S. mansoni retidos nos tecidos do
hospedeiro induzem uma reacéo celular, denominada de granuloma periovular, que é mediada
por células T CD4+. A formacédo e modulacdo do granuloma, o desenvolvimento da fibrose
hepéatica e do grau de morbidade, depende marcadamente da producéo de citocinas. Neste
sentido, estudos experimentais tém demonstrado a importancia da producdo de TNF-a e

conseqiiente aumento da expressdo de ICAM-1 para a migracdo inicial de células para o sitio
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de retencdo dos ovos (AMIRI et al., 1992; JOSEPH & BOROS, 1993). Ficou estabelecido a
importancia da producdo de IL-4 e IL-10 na fase de modulacdo da resposta do tipo 1 e
polarizacdo da resposta do tipo 2, essencial na formacdo do granuloma e contencdo da leséo
hepatica provocada por antigenos do ovo do parasito (HOFFMANN et al., 2000), e
finalmente o papel pro-fibrético da producéo de IL-13 (CHIARIMONT et al., 1999; WYNN,
2004). Estudos recentes também indicam o papel fundamental de macrofagos
alternativamente ativados e de eosindfilos na formacdo e modulacdo do granuloma
(HERBERT et al., 1999), sugerindo que mediadores responsaveis pelo recrutamento destas
células, como é o caso de macrophage migration inhibitory factor - MIF possam estar
envolvidos na evolugdo da forma grave da esquistossomose. Descoberta ha aproximadamente
40 anos (DAVID et al., 1966), MIF é uma citocina produzida por uma grande variedade de
células em diferentes tecidos do organismo, que age como uma citocina pro-inflamatéria
classica promovendo ativacdo de macréfagos (CALANDRA et al., 1994), eosinofilos
(BOZZA et al., 2008) e células T (BACHER et al., 1996). A estimulacdo de macrofagos com
MIF induz a secre¢cdo de TNF-a, por sua vez, TNF-o estimula a secre¢do de MIF
(CALANDRA & ROGER, 2003). Alguns estudos demonstraram que a deficiéncia de MIF
afeta patologias de perfil Th2, como é o caso de modelos experimentais de asma e renite
alérgica, reduzindo a infiltracdo de eosinofilos, a secrecdo de muco, e a inducdo de
hiperreatividade bronquica (ROSSI et al., 1998; MIZUE et al., 2005). Apesar da confirmacéo
da producéo de MIF durante infeccdo por Schistosoma mansoni (BOROS et al., 1973; 1975),
ainda ndo ficou totalmente esclarecida a participacdo desta citocina na resposta imunnolégica
induzida durante a infeccdo e no desenvolvimento da patologia por S. mansoni, que serd o

foco deste trabalho experimental.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.1 A Esquistossomose

A esquistossomose € a doenca causada por vermes do género Schistosoma Weiland
1858, que pertencem ao Filo Platelminto, Classe Trematoda, subclasse Digenea e Familia
Schistosomatidae. De acordo coma organizacdo mundial de saude, a doenca Ocorre em 76
paises e territorios da Asia, Africa e América sendo estimado que 207 milhdes de pessoas
encontram-se infectadas. Outro dado alarmante para o controle da esquistossomose é que
aproximadamente 600 milhGes de pessoas vivem em areas de risco de transmissao de doenca,
e, de acordo com estimativas prévias, a esquistossomose causa uma perda anual de 1,7 a 4,5
milhGes de DALYs (disability adjusted life years) (WHO, 2002). Sendo, por isso, um
consideravel problema de salde publica (GRYSEELS et al., 2006).

Dentre as espécies capazes de infectar o homem, cinco delas: Schistosoma
(haematobium (Bilharz, 1852), Schistosoma mansoni Sambon 1907, Schistosoma japonicum
Katsurada 1904, Schistosoma intercalatum Fisher 1934, e Schistosoma mekongi, Voge,
Bruckner & Bruce, 1978, sdo mais prevalentes e representam a quase totalidade dos casos de
esquistossomose humana na atualidade. Conforme ilustrado na figura 1, estas diferentes
espécies de Schistosoma apresentam distribuicdo variada em torno do globo: S. japonicum
apresenta-se restrito ao Extremo Oriente, incluindo a China e as Filipinas; S. mekongi esta
limitado a algumas é&reas do sudeste da Asia; Schistosoma hematobium é a espécie com ampla
dispersdo na Africa e no Oriente Médio; Schistosoma intercalatum encontrado na Africa e S.
mansoni presente na Africa, sendo a Gnica espécie que infecta 0 homem na América Latina

(WHO, 2002).
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Figura 1: Distribuicio mundial de espécies de Schistosoma: S. mansoni: Africa, Brasil, Suriname,
Venezuela, Caribe, Egito, Peninsula Arabica; S. haematobium: Africa, Egito, Sudio, Peninsula Arédbica; S.
japonuicum: China, algumas outras nas Filipinas e alguns pontos na Indonésia; S. mekongi: Laos e
Camboja; S. intercalatum: oeste e centro da Africa. (Fonte: GRYSEELS et al., 2006)

A espécie S. mansoni é o agente da esquistossomose mansoni ou moléstia de Piraja da
Silva, Unica das infeccBes causadas pelo género Schistosoma que é endémica no Brasil. As
principais areas de transmissao sao localizadas nos Estados de Minas Gerais, Bahia, Sergipe,
Pernambuco e Alagoas (AMARAL & PORTO, 1994). Tem sido estimado que 4 a 6 milhdes
de pessoas estejam infectadas por S. mansoni no Brasil, sendo que os Estados de Minas
Gerais e Bahia concentram 70% destes casos (DRUMMOND et al., 2006). Apds a
implementacdo de medidas de controle da esquistossomose, baseada principalmente na
utilizacdo de quimioterapicos mais eficazes como a oxamniquine, a prevaléncia da infeccéo
no Brasil teve uma grande reducdo, passando de 23,3 % em 1977 para indices estimados de
6,0 % em 2004-2005 (BARBOSA et al.,, 2008). Apesar da prevaléncia geral da
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esquistossomose na populacdo brasileira ndo parecer elevada, levantamentos nacionais
(AMARAL & PORTO 1994, COURA & AMARAL 2004) demonstram a existéncia de areas
endémicas onde a prevaléncia da esquistossomose supera 15% (figura 2), bem como novos

focos de transmissao que evidenciam a expansdo da esquistossomose no Brasil.

. > 15%

< 15%

. Foci

Source: SVS/MS

Figura 2: Prevaléncia da esquistossomose no Brasil (DRUMMOND et al., 20006).

No Estado de Minas Gerais a prevaléncia da esquistossomose € de cerca de 7% (KATZ
& PEIXOTO, 2000). Estudos realizados indicaram que a esquistossomose é prevalente em
519 dos 853 municipios do estado, atingindo um milhdo de pessoas em uma area de 300.000
Km? (KATZ, 1998). Dados recentes do Ministério da Satide (2007) mostram que no ano de

2006 foram registrados 106.989 casos de esquistossomose no Brasil. Destes casos, 75.575
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foram confirmados na regido Nordeste. Na regido Sudeste foram registradas 30.787

ocorréncias, sendo que 26.463 registros ocorreram em Minas Gerais.

2.2 O ciclo evolutivo de S. mansoni

Para seu desenvolvimento, S. mansoni necessita de um hospedeiro definitivo, que
incluem humanos e outros mamiferos (MODENA et al., 2008), e um hospedeiro
intermediario, que sdo algumas espécies do género Biomphalaria. Dentre as espécies de
mamiferos que sdo encontradas naturalmente infectadas no Brasil, 0 homem tem sido
considerado, até 0 momento, a Unica espécie epidemiologicamente associada a transmissao
deste parasito (GRYSEELS et al., 2006). No entanto, existem trabalhos demonstrando que
outros mamiferos podem ser fonte de infeccdo. Um estudo na regido de Sumidouro no Rio de
Janeiro demonstrou que roedores do género Nectomys sdo altamente susceptiveis a infeccéo
por S. mansoni. Estes roedores podem ter importancia na dindmica da transmissdo de algumas
areas, podendo ser considerados reservatorios silvestres dessa doenca humana em algumas
condicdes especificas (GENTILE et al., 2006).

O ciclo de vida de S. mansoni encontra-se esquematizado na figura 3. Os ovos
maduros de S. mansoni sdo eliminados nas fezes do hospedeiro vertebrado infectado e, ao
entrar em contato com fontes hidricas, como rios e lagos, a larva, denominada miracidio,
eclode do ovo, nada e encontra o seu hospedeiro intermediario. No Brasil, as trés espécies de
Biomphalaria que ja foram encontradas naturalmente infectadas por S. mansoni séo:
Biomphalaria tenagophila, B. straminea e B. glabrata, com grande énfase para esta Ultima
especie (PARAENSE, 2001). Durante a penetragdo no caramujo, os miracidios liberam o
conteddo das glandulas de adesdo e penetracdo, perdem suas placas ciliares e sofrem
modificagdes fisiologicas, transformando-se em esporocistos. Os esporocistos sofrem dois ou

mais ciclos de reproducédo assexuada formando as cercarias, formas larvérias de S. mansoni
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que, liberadas no ambiente aquatico, sdo infectantes ao homem. Condi¢des como iluminacéo e
temperatura da agua exercem influéncia sobre essa liberacdo da cercéaria (BOGEA et al.,
1996; WOLMARANS et al., 2002). Populacdes de caramujos, densidade de cercarias, e
padrdo de contato humano com a agua sofrem fortes variacbes temporais e espaciais,
resultando em uma distribuicdo focal da infeccdo em paises e regides. As cercarias infectam o
hospedeiro definitivo por penetracdo ativa através da pele ou mucosa quando este entra em
contato com &guas infestadas. Durante este processo, as cercarias perdem a cauda sofrem
modificacdes estruturais, fisiologicas e bioquimicas e se transformam em esquistossémulos
(CURWEN & WILSON, 2003; WHITFIELD et al., 2003). Os esquistossmulos adaptam-se
as condicgoes fisioldgicas do meio interno do hospedeiro, migram pelo tecido subcutaneo e
alcancam o sistema circulatorio. Através da corrente sanguinea e/ou linfatica, os
esquistossomulos atingem o ventriculo direito e sdo levados, via artéria pulmonar aos
pulmdes. Dos pulmdes migram aos vasos intra-hepaticos, preferencialmente, via circulacéo
passiva, pela aorta para o sistema porta-hepatico através da veia porta, ou circulando
sistemicamente por varios 6rgdos antes de atingirem artérias que derivam no sistema porta-
hepéatico (LENZI et al., 2008a). Entretanto, também se admite que parte dos esquistossdmulos
possa atingir os vasos intra-hepaticos migrando ativamente através da veia cava e artéria
hepética, ou ainda, por migracdo transdiafragmatica (LENZI et al., 2008a). Nos ramos do
seio porta-hepatico os esquistossdmulos completam seu desenvolvimento, tornam-se vermes
adultos, diferenciando-se em machos e fémeas. Em camundongos Swiss Webster,
experimentalmente infectados, sdo observados vermes acasalados nas veias portais do hilo
hepatico a partir do 25° dia ap0s a penetragédo e a postura de ovos tem inicio entre 0 30 °e o
35 ° dias apds infeccdo (LENZI et al., 2008 a). O numero de ovos produzidos diariamente
pela fémea de S. mansoni varia de acordo com a espécie do hospedeiro e da linhagem do

parasito, entretanto, a maioria dos estudos indicam a producdo de 150-400 ovos/fémea/dia
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(LENZI, et al., 2008 a). Do total de ovos eliminados pelo parasito, apenas 40 % séo capazes
de atravessar o endotélio, a membrana basal do vaso, a mucosa intestinal e alcancar a luz
intestinal sendo eliminado nas fezes (PEARCE & MACDONALD, 2002). Grande parte dos
ovos produzidos pelas fémeas do S. mansoni ficam retidos na mucosa intestinal e quando néo
deixam os vasos, sdo carreadas pelo fluxo sangliineo e se acumulam principalmente no figado,
onde se tornam alvo da resposta imune do hospedeiro (BOROS & WARREN, 1970;

WARREN, 1982).

Esporocistos no Cercdria deixa ativamente o
caramujo (sucessivas B caramugo em torno de 27-30
geragoes) 0 dias

Cercdria perde a cauda e se
(7] . .
“ transforma em esquistossémulo
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."J'-"-F'\'
&
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Figura 3: Ciclo evolutivo de S. mansoni. Disponivel em

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/schistosomiasis.html (modificado CDC).

27



2.3 Formas clinicas da esquistossomose

A infeccdo humana por S. mansoni, apesar da gravidade das lesdes esquistossomoticas,
costuma ser assintomatica ou oligossintomatica, mas a evolucdo das fases graves da doenca é
observada em cerca de 4 a 10 % dos pacientes (BICA et al.,, 2000; CARVALHO &
ANDRADE, 2005).

A fase aguda da esquistossomose ou febre de Katayama pode ser dividida em fase pré-
postural, que compreende a fase de migracdo e desenvolvimento dos vermes, e fase pos-
postural (HYAT et al., 1979). Os sintomas clinicos da fase aguda da esquistossomose séo
frequentemente relatados em pessoas ndo previamente expostas ao parasito, como turistas,
imigrantes e outras pessoas gque acidentalmente sdo expostas a infeccao primaria (CALDAS et
al., 2008; RASO et al.,, 1986; ZUIDEMA 1981; KING et al., 1998). Em populacdes
residentes em areas endémicas, o individuo infectado geralmente apresenta um quadro clinico
assintomatico nesta fase da infeccdo (BINA & PRATA, 2003; CALDAS et al., 2008). A
sintomatologia da fase aguda da esquistossomose € associada a uma resposta de
hipersensibilidade sistémica contra a migracdo do verme e o inicio da oviposi¢do, ocorrendo
em poucas semanas a meses apés a infeccdo primaria com a disseminacdo massiva de
granulomas especialmente no figado, pulmao, pancreas e linfonodos (LAMBERTUCCI,
1993; BOTTIEAU et al., 2006; CALDAS et al., 2008). As manifestac@es clinicas da forma
sintomaética sdo diversificadas e com sinais e sintomas inespecificos, como prostracdo, febre,
calafrios, urticarias, diarréia, anorexia, emagrecimento e esplenomegalia em combinag¢do com
leucocitose e eosinofilia (GAZZINELLI et al., 1985). Sintomas abdominais também podem
ocorrer mais tardiamente nesta fase, causados principalmente pela migracéo e posicionamento
dos vermes maduros (GRYSEELS et al.,, 2006). A maioria dos pacientes se recupera
espontaneamente, porém, alguns desenvolvem doenca mais séria e persistente com perda de

peso, dispnéia, diarréia, dor abdominal difusa, hepatomegalia. Complicacfes neuroldgicas,
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pulmonares, cardiacas, hepaticas ou intestinais podem ocorrer nesta fase (BOROS, 1989). Em
casos mais raros, hepatite aguda com necrose focal e enterecolites sdo observadas (RASO,
1986; CALDAS et al., 2008).

A esquistossomose € de fato uma doenca crbénica, com uma tendéncia a exibir um
padrdo bipolar, com cerca de 90% de formas leves, em que 0s pacientes se apresentam muitas
vezes assintomaticos ou com queixas vagas, geralmente discretas e inespecificas; e de 4% a
10% de formas graves ou avancadas. Muito da sintomatologia observada na fase crénica da
esquistossomose € atribuida a resposta imune contra os ovos do parasito acumulados nos
tecidos (WYNN et al., 2004; WILSON et al., 2007). A esquistossomose cronica pode ser
classificada clinicamente em formas intestinal, hepatointestinal e a forma mais grave da
doenca denominada de forma hepatoesplénica (BOGLIOLO, 1958; PRATA & BINA, 1968;
ANDRADE, 2004). Na esquistossomose humana, a maioria dos pacientes apresenta a forma
intestinal podendo ser assintomaticos, ou apresentar sintomas abdominais, como dor local,
diarréia intermitente e fezes sanguinolentas, além de fadiga e cefaléia. Essas manifestacGes
clinicas podem estar associadas a inflamacéo e a fibrose do intestino (DUNNE & PEARCE,
1999). Alguns autores sugerem a ndo existéncia de uma forma intestinal pura, pois o
acometimento do figado é freqlente em todas as formas anatomo-clinicas da
esquistossomose, mesmo aquelas em que o figado ndo é o eixo das manifestacdes principais
da doenga (RASO & PEDROSO, 1987). Na forma hepatointestinal observa-se, além da
presenca de sintomas intestinais, a presenca de sintomas associados as lesGes hepaticas. Nos
pacientes que apresentam a forma intestinal ou hepato-intestinal da esquistossomose, 0s
granulomas periovulares se formam isoladamente nas ramificagcdes terminais mais finas da
veia porta, dando a impressdo de estarem situados em pleno parénquima hepatico. Outra

caracteristica freqiiente nos pacientes com forma leve da esquistossomose (intestinal e

29



hepatointestinal) € que os granulomas aparecem em pequeno ndmero e em varias fases de
evolucdo para cicatrizacdo (ANDRADE & PRATA, 1963; ANDRADE, 2008).

Com o acumulo de ovos nos tecidos, a esquistossomose pode evoluir para forma
grave. A forma grave da esquistossomose primeiramente descrita por PRATA & ANDRADE
(1963) ¢é caracterizada morfologicamente pela fibrose hepatica periportal, dita pipestem,
descrita por SYMMERS (1904). Esta alteracdo € caracterizada pela deposicdo e acimulo de
ovos do parasito na regido periportal, provocando expansao fibrosa sistematizada dos espacos
porta acompanhada de lesdes destrutivas e obstrutivas do sistema da veia porta intra-hepatico
(ANDRADE, 2008). Desta forma, a fibrose periportal, € geralmente associada a sinais de
hipertensdo, com alteracfes congestivas e obstrutivas de ramos intra-hepaticos e ao longo da
parede da veia porta, que dificultam a perfusdo sanguinea do 6rgdo, resultando em aumento
consideravel do baco e do figado (LAMBERTUCCI, 1993). O ba¢co aumenta por incremento
do leito vascular, congestdo da polpa vermelha e/ou hiperplasia do parénquima (FREITAS et
al., 1999; TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2002). A circulacdo colateral aumenta devido a
formacdo de anastomoses que tentam diminuir o fluxo sanguineo, desviando-o de areas de
elevada pressdo (LACERDA et al., 2002). Com freqliéncia, varizes gastricas e esofagianas
podem se romper com perdas significativas de sangue, percebida pela hematémese e melena,
sendo a principal causa de 6bitos em humanos (KHEIR et al.,1999).

Os fatores que levam alguns individuos a desenvolverem a forma grave da doenca
ainda ndo foram claramente estabelecidos e este conhecimento poderé ser primordial para o
desenvolvimento de métodos eficientes para o controle dessas formas graves da
esquistossomose. Fatores maltiplos podem estar envolvidos no desenvolvimento de formas
graves (ABATH et al., 2006). Alguns pesquisadores concordam que fatores genéticos e
imunologicos (CHEEVER et al., 1987; DESSEIN et al., 1999; DUNNE & PEARCE, 1999

BUTTERWORTH et al.,, 1985), intensidade da infeccdo e exposicdo a re-infeccdo
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(ANDRADE, 2008) estejam associados a evolucdo da forma grave da esquistossomose.
Apesar da carga parasitaria e a exposicao as re-infec¢fes estarem entre as principais causas da
evolucdo para forma grave (BINA & PRATA, 2003; CARVALHO e ANDRADE, 2005),
estes fatores ndo explicam completamente a evolucdo da esquistossomose.

A relacdo entre as manifestacGes clinicas da esquistossomose em popula¢Ges humanas
e a intensidade da infeccdo ndo apontam sempre uma correlacdo positiva, visto que a doenca
hepatoesplénica ocorre geralmente apds o pico da carga parasitaria (FALLON et al., 2000). A
prépria intensidade da infeccdo depende de varios fatores epidemioldgicos, como a
prevaléncia da infeccdo na éarea, a frequéncia e a intensidade do contato com &gua
contaminada (GAZZINELLI et al., 2001), além dos fatores inerentes ao hospedeiro. Nos
ultimos anos, um grande namero de evidéncias experimentais indicam que a capacidade do
hospedeiro de induzir e modular o processo inflamatdrio em resposta a liberacdo de antigenos
do ovo do parasito também sejam fatores determinantes na evolucdo da forma
hepatoesplénica da esquistossomose (WYNN et al., 1994; FALLON, 2000; PEARCE et. al.,

2004).

2.4 Resposta imunolégica induzida pela infeccio por Schistosoma mansoni

A resposta imunoldgica induzida por S. mansoni em seu hospedeiro vertebrado esta
intimamente envolvida no desenvolvimento de muitas das alteracbes patoldgicas que
acompanham a infeccdo (CARVALHO et al., 2008). O estudo detalhado da resposta
imunoldgica induzida por S. mansoni tem sido realizado em modelos experimentais,
geralmente utilizando-se camundongos como hospedeiro vertebrado (PEARCE &
MACDONALD, 2002; STADECKER et al., 2004; PEARCE et al., 2004), uma vez que estes

sdo animais altamente susceptiveis a infeccdo e s@o animais de facil manutencdo em
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condicdes laboratoriais. Conforme ilustrado na figura 4, dados obtidos com infeccédo
experimental de camundongos mostram que a resposta imunolégica induzida por S. mansoni

nas diferentes fases da infeccao.

Intensidade
da
resposta imune

Semanas ap6s
a infecgéo

Cronica

¢ o0
/"J -
Esquistossomulos /f =) Ovos
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Figura 4. Balanco da producdo de citocinas Thl e Th2 em infeccdo primaria por S. mansoni em

camundongos (modificado de PEARCE & MACDONALD, 2002).

Durante a migracdo dos esquistossdmulos, diferenciacdo e maturagdo dos vermes
adultos, periodo entre a 3% e a 5% semana ap0s a infeccdo em camundongos, 0s autores relatam
uma resposta com predominio de células CD4+ Thl (VELLA & PEARCE, 1992; PEARCE et
al.,, 1991; WYNN, et al., 1998; HOFFMANN, et al., 2000; PEARCE & MACDONALD,
2002; STADECKER, et al., 2004) e consequente produgdo de interferon-gama (IFN-y),
interleucina-2 (IL-2) e IL-12 (DUNNE & PEARCE, 1999; STADECKER, 1998). Ainda nédo
estdo estabelecidos os mediadores imunoldgicos da patogénese da forma aguda, nem a que

antigenos esta resposta estd dirigida. No entanto, ha estudos indicando a importancia dos
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antigenos de esquistossomulos como provaveis mediadores (SILVA et al., 2008; HIATT et
al., 1979; CAPRON & DESSAINT, 1985; BUTTERWORTH et al., 1994).

No periodo de cinco a seis semanas, etapa marcada pelo inicio da producéo de ovos,
ocorre uma mudanca no perfil de citocinas circulantes (figura 4), sendo observado aumento
de producdo de citocinas do tipo Th2, incluindo IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, eosinofilia e
producédo de IgE (CHEEVER et al., 2000; PEARCE & MACDONALD, 2002; PEARCE, et
al., 2004). Varios autores demonstraram que antigenos secretados/excretados pelo ovo do
parasito (SEA) sdo responsaveis pela inducao da resposta Th2 nessa fase (PEARCE, et al.,
1991; STADECKER et al., 1998; PEARCE & MACDONALD, 2002; MAIZELS &
YAZDANBAKHSH, 2003; PEARCE, et al., 2004). A producdo de IL-4 é considerada fator
crucial para o desenvolvimento da resposta do tipo-2 (HSIH et al., 1992; KOPF et al., 1993;
SWAIN et al., 1990) e, juntamente com IL-10, também esta envolvida no controle da resposta
Th1 predominante na fase inicial da infeccdo por S. mansoni (PEARCE & MACDONALD,
2002; HESSE et al., 2004).

A producdo de citocinas do tipo-2 é fundamental para o desenvolvimento da reacdo
celular, denominada de granuloma, que envolve os ovos de S. mansoni retidos nos tecidos do
hospedeiro. Os granulomas sdo estruturas compactas e organizadas, compostos por células
migrantes, especialmente macréfagos, eosindfilos, linfocitos T-CD4" , que juntamente com
células dos drgdos afetados, dispdem-se em meio a componentes de uma matriz extracelular
heterdgenea, formando uma estrutura esférica que se organiza ao redor do ovo do parasito
(BOROS &WARREN, 1970; LENZI, 1991 LENZI et al., 2008). A formacdo do granuloma
envolve interagdes dindmicas e intricadas entre celula-célula e célula-matriz, que sofrem
profundas modificagdes no decorrer da infeccdo. Na fase inicial denominada fase pré-
granulomatosa, as células migrantes, predominantemente macréfagos, linfocitos e eosindfilos

comecam a arranjar-se desordenadamente na proximidade dos ovos, formando agregados

33



celulares. Na fase madura do granuloma, chamada exudativa-produtiva, existe uma grande
riqueza celular, compreendendo células migrantes e locais (fibroblastos e miofibroblastos)
dispostas de maneira mais organizada, caracterizada por 3 camadas distintas: central (com
predominio de macrdfagos) a camada medial (com fibras arranjadas concentricamente) e a
camada periférica (com riqueza celular e fibras reticulares frouxamente dispostas)
(WEINSTOCK & BOROS, 1983; LENZI et al., 1998; LENZI et al., 2008 b). Nessa fase, por
volta de 8 semanas ap0s a infeccdo, a resposta Th2 se torna altamente polarizada e bem
estabelecida (CHEEVER et al., 2000; PEARCE et al., 2004; STADECKER et al., 2004). A
producdo local aumentada de IL-4 e IL-13 inibe a producdo de citocinas pro-inflamatorias e
aumenta a expressdo de MHC-11 e CD23 em mondcitos/macréfagos e células B (DE WAAL
MALEFYT et al., 1993), auxiliando na amplificacdo da resposta Th2 e na infiltracdo de
outros tipos celulares. Os macréfagos presentes no granuloma se tornam alongados,
frequientemente fusiformes e se dispdem radialmente de forma concéntrica em torno do ovo,
ficando justapostos uns aos outros, formando interdigitacGes entre membranas que favorecem
0 encontro entre eles. O citoplasma se torna abundante, e adquirem aspecto de células
epitelidides. Simultaneamente, os macréfagos fundem-se uns aos outros originando células
gigantes multinucleadas (PEREIRA & BOGLILO, 2000). Estudos recentes demonstram que
macrofagos ativados na presenca de citocinas do tipo 2 (macréfagos alternativamente
ativados) em conjunto com os fibroblastos sdo os principais produtores de colageno, o que
caracteriza a fase produtiva fibrética do granuloma (LENZI et al., 1998 b; ANTHONY et al.,
2007).

Nas semanas subseqiientes, ocorre uma gradual regulacdo da funcéo das células T CD4"
e da imunopatologia, num processo denominado imunomodulacdo. Os granulomas que se
formam em torno do ovo tornam-se gradativamente menores (ANDRADE & WARREN

1964). A modulagdo do granuloma na fase cronica é geralmente acompanhada por uma
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reducdo da producéo de citocinas do tipo 2, sendo que células do bago de animais infectados
na fase cronica quando re-estimuladas in vitro produzem um padrdo misto de citocinas. O
processo de modulacdo da resposta granulomatosa na fase cronica da esquistossomose tem
sido associado com um progndstico benigno da doenca (PEARCE & MACDONALD, 2002).
Desta forma, estudos que esclarecam os mecanismos envolvidos na formacdo e modulacdo do
granuloma podem gerar novas estratégias de tratamento ou mesmo ferramentas que permitam
identificar na populacdo infectada alteracfes que indiquem um progndstico maligno da

esqu istossomose.

2.5 Granuloma: Protecio versus Patologia

Para muitos autores, a formacdo do granuloma constitui um importante mecanismo de
defesa do hospedeiro, pois é capaz de sequestrar toxinas secretadas pelo ovo do parasito retido
no tecido, protegendo-o da lesdo hepatica mais intensa e aguda. Por outro lado, o
estabelecimento de uma resposta do tipo Th2 no curso da doenca é de fundamental
importancia para prevenir um quadro agudo que pode ser letal, marcado pela predominancia
de citocinas pro-inflamatérias do tipo Th1 (MACDONALD et al., 2002; PEARCE &
MACDONALD, 2002). A importancia deste mecanismo é demonstrada em varios estudos.
Animais imunossuprimidos ou atimicos desenvolveram resposta granulomatosa diminuida ao
redor do ovo de S. mansoni, composta principalmente por macréfagos imaturos, com presenca
de necrose liquefativa no figado e no pulmao, com intensa destrui¢cdo do parénquima tecidual,
liberacdo de enzimas hepéticas e morte (AMSDEN et al., 1980). Infec¢cbes em camundongos
tolerizados contra antigenos de ovos do parasito ndo desenvolvem granuloma, mas
apresentaram lesdes hepaticas graves (FALLON & DUNNE, 1999; DUNNE & DOENHOFF,
1983). Algumas linhas de pesquisa independentes, tém associado a patologia da

esquistossomose crénica com a persisténcia de um estado pré-inflamatorio marcado pelo
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aumento de citocinas tipo Thl como IFN-y, TNF-a, a deficiéncia de citocinas anti-
inflamatdrias Th2 como IL-4 e IL-10 (BRUNET et al., 1997; HOFFMANN et al., 2000;
RUTITZKKY et al., 2001), em células B (HERNANDEZ et al., 1997) e em macrofagos
alternativamente ativados (HERBERT et al., 2004). Em camundongos geneticamente
deficientes na producdo de IL-4, ou em camundongos deficientes para IL-4 e IL-13, a
infeccdo por S. mansoni resultou em aumento de mortalidade e morbidade dos animais, que
foram atribuidas ao aumento da producéo de citocinas pro-inflamatdrias, IFN-y, TNF-a. ¢ NO
(BRUNET et al., 1997; FALLON et al., 2000; CHIARIMONTE et al., 1999; JANKOVIC, et
al., 1999). Mais recentemente, trabalhos experimentais sugerem que o nao estabelecimento de
uma resposta de perfil 2 ap6s a ovoposi¢do pode resultar em uma exacerbada inflamacao
granulomatosa, mediada por Th17 e Thl, que pode provocar intensas e extensas injdrias no
parénquima hepatico, podendo resultar em morte do hospedeiro (STADECKER et al., 2004).
O estabelecimento da resposta Th2 também é importante na eliminacao dos ovos. A fim
de atingirem o limem do intestino e serem conseqlientemente liberados pelas fezes, 0os ovos
de S. mansoni também dependem do estabelecimento de uma reacdo granulomatosa, mediada
por linfécitos T, para atravessar o endotélio, a membrana basal e o epitélio do intestino, onde
séo liberados (PEARCE & MACDONALD, 2002). A influéncia da resposta imune adquirida
na excrecdo de ovos foi demonstrada tanto em humanos quanto em camundongos
(DOENHOFF et al., 1997). KARANJA et al., (1997) demonstraram haver uma correlacéo
entre reduzida excrecdo de ovos e a baixa contagem de linfocitos T CD4" em pacientes
portadores da imunodeficiéncia humana (HIV). Em modelos experimentais, os estudos
realizados com camundongos deficientes em linfécitos T e B apresentaram excre¢do de ovos
de S. mansoni nas fezes reduzida (AMIRI et al., 1992; OZAKI et al., 1997) ou retardada
(CHEEVER, et al., 1999). Conforme discutido, os ovos que ndo sdo eliminados nas fezes

ficam retidos no intestino do hospedeiro ou, quando ndo deixam 0s vasos, séo carreados pelo
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fluxo sanglineo e se acumulam principalmente no figado, e 0 aumento da retencdo de ovos
nos tecidos € um dos fatores que podem determinar a evolucao dos quadros graves da doenca.
Por isso, a inflamacdo intestinal, ao facilitar a eliminagcdo dos ovos do parasito, também atua
como um mecanismo de protecdo do hospedeiro.

Apesar da importancia da formacéo do granuloma para a protecdo do hospedeiro contra
injarias maiores que o parasito poderia ocasionar aos tecidos, a resposta inflamatéria formada
ao redor dos ovos disseminados do parasito é fator determinante no desenvolvimento da
patologia durante a fase cronica da esquistossomose. Citocinas produzidas por células Th2,
como IL-13, podem ser responsaveis por mediar certos aspectos da patologia associada a
esquistossomose cronica (WYNN & CHEEVER, 1995), como progressao da fibrose hepatica
e a hepatoesplenomegalia (CHEEVER et al., 1987; HOFFMANN et al., 1998; De JESUS et
al., 2004). Conforme discutido anteriormente, IL-13 produzida durante a evolucdo do
granuloma estimula macréfagos a produzir coldgeno, importante para a contencao dos

antigenos de ovo e para a remodelacdo tecidual (WYNN, 2004) e consequentemente ser
responsavel pelo desenvolvimento da fibrose hepatica, hipertensdo portal, e formas graves da
doenca. Experimentos realizados em camundongos deficientes para IL-13 demonstraram que
estes ndo desenvolveram fibrose intensa que normalmente ocorre durante a infecgdo por S.
mansoni, resultando em maior sobrevivéncia do hospedeiro (FALLON et al., 2000).
Recentemente, a ativacdo via IL-21/IL-21R foi relacionada com a promocao da fibrose na
esquistossomose por induzir o desenvolvimento de células Th2 (PESCE et al., 2006) e
aumentar a expressao de receptores de IL-4 e IL-13 nos macréfagos, contribuindo com a
ativacgdo alternativa e consequentemente com o processo de fibrose (HESSE et al., 2001).

Apesar de na fase crbnica da infeccdo a resposta a novos ovos depositados ser
diminuida, as lesdes teciduais sdo acumulativas, sendo determinadas pela habilidade do

hospedeiro de controlar o nimero de vermes adultos, de inibir a fecundidade dos mesmos e,
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finalmente, de destruir os ovos retidos e reparar as lesGes teciduais sem gerar acimulo
exacerbado de colageno (CHEEVER et al., 2002). Portanto, a inducdo de uma resposta Th2
intensa e/ou prolongada e ndo modulada pelo hospedeiro pode ter conseqiéncias patoldgicas
graves para 0 hospedeiro infectado por S. mansoni, especialmente durante a fase crénica da
infeccdo.

Neste sentido, estudos realizados em humanos e em modelos experimentais tém
demonstrado que citocinas sdo importantes componentes na formacdo e na modulacdo da
resposta granulomatosa contra antigenos do parasito (CALDAS et al., 2008;
MONTENEGRO, et al., 1999), podendo ser determinantes na evolucdo da esquistossomose

grave.

2.6 Papel das citocinas na formacio e modulacio do granuloma

A importancia das citocinas Th2 foi experimentalmente demonstrada pela grande
reducdo no tamanho do granuloma em camundongos geneticamente deficientes em Stat 6
(sinal transdutor e ativador de transcricdo 6), essencial para o desenvolvimento da resposta
Th-2, e em animais tratados com anti-IL-4 (KAPLAN et al., 1998) e infectados por S.
mansoni. Em contraste, a infeccdo por S. mansoni em camundongos geneticamente
deficientes em Stat 4 (sinal transdutor e ativador de transcricdo 4), fator intracelular
indispensdvel para desencadear a resposta Th-1, ndo reduz o tamanho do granuloma
(MACKENZIE et al., 1999). Na formag&o do granuloma, a principal fonte de IL-4 séo células
T CD4" diferenciadas em Th2 que sdo ativadas e recrutadas para o figado e intestino,
principais locais de deposicdo de ovos do parasito. Entretanto, a ativacdo e diferenciacdo das
células Th2 dependem da presenca de IL-4 e a origem inicial da citocina necessaria para
induzir o desenvolvimento da resposta Th2 ndo estd claramente estabelecida. Trabalhos

experimentais tém mostrado que o reconhecimento de lipidios e carboidratos derivados do
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parasito por células do sistema inato € determinante na inducdo da resposta Th2 na
esquistossomose (PEARCE et al., 2004; THOMAS, et al., 2003; PERONA-WRIGHT et al.,
2006), especialmente lacto-N-fucopentaose Il (LNFPIII) encontrado em glicoproteinas do
SEA (OKANO et al., 1999, 2001; THOMAS et al., 2003). Receptores de lectinas do tipo C
(VAN DIE et al., 2003) e receptores do tipo Toll, como TLR-2 e TLR-4 (VAN DER KLEIJ et
al., 2002; GOODBRIDGE et al., 2004), expressos na superficie de células dendriticas (DCs)
ou outras células do sistema inato podem estar envolvidas no reconhecimento destes
glicoconjugados e lipideos secretados pelo ovo do parasito. O reconhecimento de padrbes
moleculares destes antigenos pelas DCs induz um processo alternativo de maturacdo e
ativacdo destas células, que resulta na auséncia de producédo de 1L-12 (MACDONALD et al.,
2001; PERONA-WRIGHT et al., 2006). As células dendriticas que foram ativadas por
antigenos de helmintos seriam APCs determinantes no processo de diferenciacao de linfocitos
Th2.

Outras células ndo linfécitéarias, como eosindfilos e mastdcitos, também podem ter um
papel crucial na diferenciacdo da resposta Th2 na esquistossomose. Ha relatos de que uma
glicoproteina que compde o SEA, a IPSE (IL-4 inducing principal S. mansoni eggs), possa
estimular a secrecdo de IL-4 por baséfilos humanos (SCHARAMM et al., 2003). Uma
segunda proteina homologa a proteina de mamiferos, TCTP (translationally controlled tumor
protein), também ativa a liberacdo de histamina por basofilos, sugerindo uma ativacao direta
deste tipo celular que também € capaz de produzir IL-4 (RAO et al., 2002). Trabalhos
realizados por SABIN et al (1995,1996) sugerem que antigenos do ovo de S. mansoni podem
também estimular eosindfilos a produzir IL-4, sendo esta uma das principais fontes da
citocina no inicio da infeccdo. Finalmente, alguns autores (COFFMAN, 1997) sugerem que
durante a ativacao do linfdcito pode haver producéo de IL-4 autocrina que seria determinante

para a diferenciacdo desta célula em Th2.
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Conforme discutido anteriormente, a diferenciacio de linfocitos T CD4" do tipo 2 e
migracdo para o tecido é essencial para o desenvolvimento da reacdo granulomatosa, que
envolve os ovos de S. mansoni. As células teciduais juntamente com ceélulas Th2 que
migraram para o local de deposicdo do ovo do parasito produzem citocinas e quimicionas que
irdo promover infiltracdo, expansdo e ativacdo de outras populacdes celulares, que
determinam a formacdo e modulacdo do granuloma. Células do figado (ou do endotélio) de
animais infectados com S. mansoni expressam niveis aumentados de moléculas de adeséo
intercelular (ICAM-1), direcionando células para o local da inflamacdo (AMIRI et al., 1992).
O aumento de expressao de ICAM-1 pode ser regulado por TNF-a, citocina que € induzida
durante a infeccdo por S. mansoni em modelos experimentais quanto em humanos (AMIRI, et
al., 1992; HASSEB et al., 2001), especialmente durante a maturacdo e ovoposi¢cdo do verme
(HASSEB et al., 2001). Trabalhos experimentais mostram que macréfagos produzem TNF-a
guando estimulados com SEA, e a neutralizacdo desta citocina resultou na reducdo do
tamanho do granuloma hepético em camundongos infectados com S. mansoni (JOSEPH &
BOROS, 1993; LUKACS et al., 1994), confirmando seu papel no recrutamento das células
durante a formacéo do granuloma ao redor do ovo (AMIRI et al., 1992; JOSEPH & BOROS,
1993; CHEEVER et al., 1999; BRUNET et al., 1997; BOGLIOLO, 2000).

Na presenca de citocinas Th2, macréfagos sdo ativados de maneira alternativa em
comparacgdo a ativacdo cléssica em um ambiente de citocinas Thl. Originalmente descritos
como macréfagos ativados por IL-4 como oposicdo a classica combinacdo de IFN-y e LPS,
macréfagos alternativamente ativados (AAM), sdo também referidos como células M2,
(MARTINEZ, et al., 2008). Podem ser distinguidos pela alta expressdo de arginase-1
(ARG1), IL-4 receptor a (IL-4R a), receptor de manose (CD206) e a auséncia da expressdo de
oxido nitrico sintetase induzida iNOS (ANTHONY et al., 2007). Elevados niveis de IL-4 e

IL-13 e IL-21 (PESCE et al., 2006) reprimem a sintese de iNOS in vitro em populagdes de
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macrofagos e estimulam a expressdo de ARG1 e de duas novas proteinas YM1 (closely
related soluble chitinase-like lectins), que é uma fator quimiotatico para eosinéfilos
(FALCONE et al., 2001) e FIZZ1 (resistin-like secreted protein) que podem estar envolvidas
com a imunidade anti-helmintica, ja que atuam na degradacdo de quitina presente em larvas e
ovos de helmintos (MAIZELS et al., 2004; ANTHONY et al., 2007). ARG-1 tem como
substrato a L-arginina (substrato em comum com a iNOS) resultando em L-ornitina que é
convertida em prolina pela ornitina-aminotransferase. Prolina é um aminoacido essencial
envolvido na producdo de colageno e, por isso, no desenvolvimento de fibrose (PEARCE &
MACDONALD, 2002; GORDON, 2003). Desta forma, AAM podem participar da reparacdo
tecidual, resisténcia a infeccdo, na producédo e deposicao de coldgeno no tecido (ANTHONY
et al., 2007).

Mais recentemente, tém sido identificadas novas subpopulacdes de células T que
podem estar associadas a evolucdo do granuloma em modelos experimentais e,
consequentemente, influenciam na gravidade da patologia causada por S. mansoni nestes
animais. PopulagBes de células T que produzem citocinas da familia IL-17, denominadas de
Th17, possuem caracteristicas pro-inflamatérias podendo participar da evolucdo de doengas
inflamatorias crénicas e doencas auto-imunes (CUA et al., 2003). Recentemente foi
demonstrado que a diferenciacdo de células T virgens em Th17 é induzida na presenca de IL-
23, TGF-p e IL-6, (LAURENCE & O’ SHEA, 2007). Na esquistossomose, foi verificada
producdo elevada de IL-17 por células do granuloma e do linfonodo de camundongos
infectados, especialmente em linhagem que desenvolve uma resposta imune mais intensa e
uma patologia mais exacerbada (RUTITZKY & STADECKER, 2006). As células Th17
ativadas, além de produzir IL-17 A e IL-17 F, também produzem outras citocinas pro-
inflamatdérias como TNF-a, IL-6, IL-8 (KOLLS & LINDEN, 2004), mas ndo IFN-y. A

possivel participacdo de Thl7 no agravamento da patologia hepéatica provocada pelo
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granuloma de S. mansoni foi sugerida pela observacdo de que animais tratados com
anticorpos neutralizantes anti-1L-17 apresentaram uma inibicdo da inflamacéo granulomatosa
hepéatica e consequente melhora na patologia. Um possivel mecanismo pelo qual células
Th17 possam agravar a patologia € através do recrutamento de granuldcitos, 0s quais no caso
da esquistossomose podem incluir os eosinéfilos (RUTITZKY & STADECKER, 2006). O
papel da resposta Th17 na esquistossomose humana ainda nao foi esclarecido.

Niveis de IL-10 aumentam com a progressao da esquistossomose e acredita-se que esta
citocina anti-inflamatoria exerca importante funcdo no desenvolvimento do granuloma
periovular na esquistossomose. Ha evidéncias de que a producdo de IL-10 durante a fase
aguda da esquistossomose atue, juntamente com IL-4, na polarizacdo da resposta do tipo 2,
agindo na modulacdo da resposta do tipo 1, que estd aumentada durante o desenvolvimento
dos vermes. IL-10 regula a resposta imune por alguns mecanismos distintos, como inibicdo da
expressao de moléculas co-estimulatérias, como MHC classe Il, em macréfagos e células
dendriticas e inibindo a produc¢do de citocinas como IL-12, TNF-a, IFN-y e diminuicdo da
reatividade celular antigeno-especifica (FIORENTINO, et al., 1991; DE WALL MALEFYT
et al., 1991). Com o intuito de caracterizar melhor o papel de IL-10 durante a infeccdo por S.
mansoni, camundongos geneticamente deficientes de IL-10 foram infectados, sendo
verificado o desenvolvimento de uma reposta imunoldgica ndo polarizada, com co-
dominéncia entre Thl e Th2 e elevada producdo de citocinas, que resultou em aumento da
morbidade da doenca (HOFFMAN et al., 2000). Consistentemente, estudos realizados em
animais duplamente deficientes demonstraram que, na auséncia tanto de 1L-10 quanto de IL-
4, a infeccdo por S. mansoni induz uma resposta Thl polarizada, que resulta em aumento da
hepatotoxidade que é letal ainda durante a fase aguda (HOFFMANN et al., 2000). Por outro
lado, em camundongos duplamente deficientes em IL-10 e IL-12, a infecgdo por S. mansoni

induziu uma excessiva resposta do tipo Th2, com grande mortalidade na fase crénica da

42



doenca (WYNN et al., 1997; HOFFMANN et al., 2000). Portanto, IL-10 ndo atua somente
como um potente inibidor da expressao da resposta Thl, mas também da resposta Th2 que é
predominante durante a fase cronica da infeccéo, prevenindo o desenvolvimento de patologias
associadas a ambas excessivas respostas Thl e Th2 (WYNN et al., 1997; MONTENEGRO et
al., 1999; PEARCE & MACDONALD, 2002).

Apesar de IL-10 ter sido inicialmente considerada citocina Th2, trabalhos recentes
indicam que IL-10 é principalmente produzida por sub-popula¢des de células T designadas de
regulatérias, Treg, (HESSE et al., 2004). Foi demonstrado que IL-10 pode ter origem de
células T regulatérias CD4"CD25" de ocorréncia natural, mas também de células T ativadas
na presenca de IL-10 produzidas por células do sistema imune inato (HESSE et al., 2004;
MAILZELS et al., 2004). Na esquistossomose ja foi demonstrado que a fracdo lipidica
presente em alguns componentes liberados do verme e do ovo de S. mansoni, como lyso-
fosfatidilserine, (lyso-PS ) sdo reconhecidos por células dendriticas, que uma vez ativadas,
induzem a diferenciacdo de células T regulatérias (MCGUIRK et al., 2002; MAHNKE et al.,
2003). Trabalhos recentes sugerem que células Treg também podem funcionar através de um
mecanismo independente de IL-10, ainda ndo elucidado (TAYLOR et al., 2006).

Outros mecanismos imunomoduladores também podem participar da modulacdo do
granuloma na fase cronica. Na esquistossomose, o receptor IL-13Ra2 soltivel é um inibidor
efetivo de IL-13, atuando na modulacdo da deposicéo de colageno durante a esquistossomose
(CHIARIMONT et al., 2003; HESSE et al., 2004; WYNN, 2004). O receptor soluvel IL-
13Ra2 atua seqiiestrando IL-13 antes da sua ligagdo com o seu receptor expresso na superficie
celular de celulas que compdem o granuloma (como macrofagos), diminuindo a ativagédo
destas celulas, que no caso de macrofagos resultara em menor producdo de colageno. Como a

propria IL-13 induz a expressao de seu receptor, um mecanismo de feedback parece atuar
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dentro dos limites da resposta Th2 para regular potenciais danos relacionados com o0 processo
de fibrose.

Outros eventos tém sido propostos para explicar a modulacdo que ocorre na infeccéo
crénica, envolvendo a participacdo de células B (JANKOVIC et al.,1998; MACDONALD et
al., 2002), células T CD8+ (PEDRAS-VASCONCELOS & PEARCE 1996), anticorpos anti-
idiotipos (MONTESANO et al., 2002) e eventos apoptoticos (RUTITZKY et al., 2003).
Nessa fase, a gravidade da doenca tem sido associada ao processo imunopatolégico que leva
ao desenvolvimento de fibrose em consequiéncia de um processo de reacdo granulomatosa
contra ovos do parasito embolizados em vasos do figado (BOGLIOLO, 1958; RASO &
NEVES, 1965).

O desenvolvimento da resposta imunolégica induzida pela infeccdo por S. mansoni,
bem como os mecanismos de imunorregulacdo discutidos até 0 momento, foram amplamente
baseados em dados obtidos com infeccBes experimentais realizadas principalmente em
camundongos. Embora exista uma variabilidade de perfis de resposta imune em humanos,
uma  resposta mista Thl e  Th2, com uma  predominancia  de
citocinas Thl sdo observadas geralmente em pacientes na fase aguda (MONTENEGRO, et
al., 1999; ABATH et al., 2006; CALDAS et al., 2008). Em contraste, individuos com a
forma crénica assintomatica apresentam perfil misto de resposta contra SEA e SWAP, tanto
Th1 quanto Th2 (CORREA- OLIVEIRA et al., 1998; TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2008),
com ligeiro predominio de perfil Th2 (ARAUJO et al., 2004; PEARCE & MACDONALD,
2002). Sugerindo que a resposta do tipo 2 em humanos possa ser protetora ao hospedeiro
(ARAUJO et al., 1996; BRUNET et al., 1997). Semelhante ao verificado em camundongos,
em pacientes com esquistossomose cronica assintomatica foi verificado aumento da producéo

de IL-10 por células mononucleadas do sangue periférico, sendo esta citocina associada com a
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regulacdo da resposta imune e controle da morbidade nesses pacientes (ARAUJO et al., 1996;
MALAQUIAS et al., 1997; MONTENEGRO et al., 1999).

No entanto, o perfil de citocinas em pacientes com hepatoesplenomegalia é muito
varidvel (ABATH et al., 2006). Alguns estudos mostram que pacientes com
hepatoesplenomegalia apresentam proeminente resposta Th2 em resposta a SEA e a antigenos
soltveis de verme adulto, SWAP (MONTENEGRO et al., 1999; SILVERIA et al., 2004).
Entretanto, apesar de estudos de infeccGes experimentais que associam a resposta Th2 com o
desenvolvimento de fibrose (PEARCE & MACDONALD, 2002; PEARCE et al., 2004), em
humanos ha estudos mostrando que a doenca grave na fase cronica pode ser caracterizada por
um predominio de citocinas de perfil Thl (BAHIA-OLIVEIRA, 1992; MWATHA et al.,
1998; ABATH et al., 2006; BOOTH et al., 2004). Por exemplo, constatou-se uma marcada
producdo de IFN-y, mas ndo de IL-4 e IL-5 na estimulacdo de células de pacientes com
doenca grave (MONTENEGRO, 1999). O aumento do nivel de TNF-a também foi associado
a hepatoesplenomegalia (ZWINGERBERGER, 1990) e a fibrose (BOOTH et al., 2004) em
pacientes infectados por S. mansoni. Embora existam evidéncias experimentais do papel da
IL-13 (DE JESUS et al., 2004) na progressao da fibrose hepatica e de 1L-17 (RUTITZKY &
STADECKER, 2006) na intensificacdo da inflamag&o do granuloma durante a infecgéo por S.
mansoni, ainda ndo esta claro a participacdo destas citocinas na evolucdo das formas graves
da esquistossomose em humanos (ABATH et al., 2006; TEIXEIRA-CARVALHO et al.,

2008).

2.7 Mecanismos de fibrose

A fibrose cronica de qualquer natureza tem em comum um fator irritante e persistente
que sustenta a producéo de fatores de crescimento, enzimas proteoliticas, fatores angiogénicos

e citocinas fibrogénicas que estimulam a deposicdo de elementos conectivos teciduais que
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progressivamente remodelam a arquitetura tecidual normal (WYNN, 2007). A intensidade e
extensdo da fibrose hepatica sdo elementos associados a gravidade da esquistossomose
crénica, sendo que a deposicdo de colageno no tecido € induzida durante a formacdo do
granuloma ao redor do ovo do parasito (BOGLIOLO, 1958; TEIXEIRA-CARVALHO et al.,
2008). Na génese da patologia associada a esquistossomose mansoni, a formacgdo do
granuloma hepatico e a fibrose hepatica periportal apresentam-se como principais
componentes da morbidade. Dessa forma, as diferentes células que compdem o granuloma
periovular e as citocinas produzidas neste ambiente sdo elementos determinantes na producao
de colageno, sendo que IL-4, IL-5 e IL-13 podem ser consideradas as mais importantes
citocinas pro-fibroticas (DE JESUS et al., 2004).

Tem sido demonstrado que eosinéfilos podem ter um papel importante na reparacéo,
remodelacdo e no desenvolvimento de fibrose tecidual pos-inflamatéria em diferentes
patologias, pois proteases e citocinas secretadas durante a degranulacdo de eosindéfilos
teciduais sdo associadas a algumas sindromes fibrdticas. Tem sido bem documentado, que no
sitio inflamatdrio, os eosinofilos ativados sdo fontes importantes de citocinas fibrogénicas,
como TGF-B e IL-13 potentes mediadores pro- fibrdticos e que em cultura estimulam a
proliferacdo de fibroblastos e a sintese de coldgeno (NOGUCHI et al., 1992; SILVEIRA-
LEMOS et al., 2008; LEVI-SCHAFFER et al., 2004). A diferenciagdo, ativacdo e o
recrutamento de eosinofilos para o sitio inflamatdrio sdo processos altamente dependentes da
producdo de IL-5 (SHER et al.,, 1990). Especificamente na esquistossomose, animais
geneticamente deficientes na producdo de IL-5 ndo apresentaram diferengas no
estabelecimento da infec¢do, porém o tamanho médio dos granulomas nesses camundongos
foi significativamente reduzido, tanto na fase aguda como na fase cronica. Resultando em

fibrose hepatica atenuada em comparacdo com animais infectados ndo deficientes,
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provavelmente refletindo a auséncia de eosinofilos na reacdo periovular (REIMAN et al.,
2006).

Estudos tém indicado que macréfagos e fibroblastos s@o as principais células efetoras
envolvidas na patogénese da fibrose. Apesar de as células T CD4" serem essenciais neste
processo, a sua principal contribuicdo pode ser o controle, ativacdo e recrutamento destas
células (HESSE et al., 2000). Similar a IL-4, a producdo de IL-13 aumenta no granuloma,
auxiliando na amplificacdo da resposta Th2 e na infiltracdo de outros tipos celulares. A
producdo de IL-13 também esta envolvida na evolucdo da resposta granulomatosa, apesar de
estudos recentes revelarem que esta citocina ndo € essencial para o estabelecimento da
resposta Th2 (FALLON et al., 2000; CHIARIMONTE et al., 1999). Entretanto, outros
estudos tém demonstrado que I1L-13 é o principal mediador da fibrose (CHIARAMONTE et
al., 1999, 2001, 2003; WYNN, 2004). A IL-13 através da inducédo da producdo de prolina por
macrofagos e fibroblastos, substancia envolvida na sintese de colageno, esta diretamente
relacionada ao desenvolvimento da fibrose na esquistossomose (CHIARIMONT et al., 1999;
HESSE et al., 2001). A deposicdo de ovos no figado promove o desenvolvimento da resposta
Th2, a qual estimula o aumento do nimero de AAM nos granulomas. Estudos utilizando
camundongos knockout confirmaram que a expressdo de ARG esta associada com atividades
de IL-4, IL-13 e STAT-6 (HESSE et al., 2001; WILSON et al., 2007) e no desenvolvimento
de uma resposta Th2 (HERBERT et al., 2004). Além disso, a infec¢do por S. mansoni nesses
animais induziu uma resposta do tipo Thl com niveis aumentados de iNOS, os quais foram
associados com a formagéo de granulomas menores mas com alta mortalidade do hospedeiro
(HERBERT et al., 2004). Evidenciando uma forte ligagdo entre atividade de ARG-1 e o
desenvolvimento de fibrose na esquistossomose e a existéncia de uma funcéo paracrina de
AAM na estimulacdo da sintese colageno por fibroblastos. Fibroblastos também expressam

altos niveis de ARG-1 quando estimulados por citocinas do tipo 2 (WITTE et al., 2002;
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WYNN, 2004). Adicionalmente, AMIRI et al., (1992) relata que TNF-a pode estar também
envolvida no processo de formacdo da fibrose através do recrutamento e estimulacdo de
fibroblastos.

Portanto, os macréfagos podem desempenhar um papel duplo durante a infeccéo por S.
mansoni: como uma célula inflamatdria inicial, participa no seqiiestro de antigenos do ovo e
na formacao e desenvolvimento do granuloma; e mais tarde, adota um papel anti-inflamatorio
durante a infeccdo crénica, suprimindo indiretamente a funcao de outras células, diminuindo
o tamanho do granuloma e a inflamacdo, tendo participacdo na reparacdo tecidual e no
processo de fibrose (WILSON et al., 2006). Por isso, citocinas que atuam diretamente nessas

células podem ser importantes na regulacdo e formacao do granuloma.

2.8 Macrophage Migration Inhibitory Factor: MIF

MIF foi uma das primeiras citocinas a ser descoberta, como um mediador solavel, ou
citocina, produzida por linfécitos ativados que inibiam a migracdo randémica de macrofagos
in vitro (DAVID et al., 1966; BLOOM & BENNETT, 1996). MIF é liberada sistemicamente
pela glandula Pituitaria e localmente por células como macrofagos, células T e eosinéfilos
(BERNHAGEN et al., 1993; CALANDRA et al., 1994; BACHER et al., 1996; ROOSI et al.,
1998). Primeiramente as células T foram identificadas como principal fonte dessa citocina no
sistema imunoldgico. No entanto, vérias células como mondcitos, macrofagos, células
dendriticas, células B, neutrdfilos, eosindfilos, mastocitos e baséfilos também produzem e
secretam MIF (LUE et al., 2002). A producdo de MIF foi detectada no timo, baco,
linfonodos, sangue e medula dssea. Atualmente, foi demonstrado que uma grande variedade
de celulas em diferentes tecidos também pode produzir MIF, entre elas: fibroblastos, células
do parénquima de varios orgdos como pele (queratindcitos, glandulas sebaceas, foliculos

pilosos, e células endoteliais), figado (produzida pelas células de kupfer, hepatocitos e células
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endoteliais), cérebro (cortex, hipotalamo, cerebelo, células da glia), rim (células epiteliais,
células endoteliais) entre outras (CALANDRA & ROGER et al., 2003), geralmente a
producdo dessa citocina esta associada a 6rgdos ricos em macréfagos locais (CALANDRA et
al., 1994). MIF também é expressa por células e tecidos do hospedeiro que estdo em contato
direto com o ambiente, tal como o pulmdo (macrofagos e células epiteliais), trato
gastrintestinal (células epiteliais no eséfago, estbmago, intestino) e genito-urinario. Em vista
da presenca de MIF em ceélulas ndo associadas com o mecanismo de defesa do organismo,
sugere-se que essa citocina possa ter funcéo fisiolégica (CALANDRA & ROGER, 2003).

Outra caracteristica que indica uma funcdo bioldgica relevante de MIF é o fato de essa
citocina ter sido identificada nos mais diversos grupos de organismos, desde invertebrados até
o homem. A proteina seqlienciada em diferentes espécies de mamiferos mostra uma
homologia superior a 90%, entretanto, animais geneticamente deficientes na producédo de MIF
sdo saudaveis sem aparente deficiéncia (BOZZA et al., 1999; CALANDRA & ROGER
2003). Diferentemente da maioria das citocinas, MIF ja se encontra pré-formada e
armazenada no interior de vesiculas celulares, sendo prontamente secretada ap6s o estimulo
(CALANDRA & ROGER, 2003).

Acredita-se que a atuacdo de MIF sobre células alvo dependa da ligacdo desta citocina a
algum receptor expresso na superficie celular de varios tipos celulares, resultando na
transcrigdo de sinais intracelulares. MIF ativa sinais extracelulares regulados por Kinasel,
ERK1/ERK2 membros da familia de proteinas kinases (MAP-quinases) reguladas por
mitdgenos, que induzem proliferacdo celular e ativacdo de elementos pré-inflamatérios (LUE
et al., 2002). O receptor de MIF ainda ndo foi completamente caracterizado. Sabe-se que a
proteina pode ligar-se ao dominio extracelular de CD74 (cadeia protéica invariavel que
compde o complexo MHC de classe I1). Entretanto, a proteina CD74, expressa na membrana

celular, ndo possui um dominio citoplasmatico capaz de transmitir sinal de ativagédo
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intracelular, podendo representar apenas uma proteina de ancoragem da citocina & membrana
celular (LENG et al. 2000). Recentemente, BERNHAGEN et al (2007) descreveram que MIF
liga-se com alta afinidade aos receptores de quimiocina CXCR2 e CXCR4, (receptores das
quimiocinas CXCL1 a CXCL7 e CXCL12, respectivamente) formando um complexo com
CD74 em algumas células. A ligacdo MIF/CXCR2/CD74 foi capaz de ativar células
mononucleares, induzir a quimiotaxia destas células para o sitio de produ¢do de MIF e manté-
las no local de producdo da citocina, sendo que essa rota de ativacdo esta envolvida na
inflamacdo observada em modelos experimentais de arterosclerose. Tem sido demonstrado
gue MIF apresenta ao menos duas atividades enzimaticas ou cataliticas com atividades
tautomerase e oxidorredutase (LUE et al., 2002). A sequéncia amino-terminal residual de
prolina presente a estrutura de MIF é importante para a atividade catalitica. No entato, ainda
ndo esta claro se uma atividade enzimatica funcional de MIF é requerida pra a realizacdo de
suas funcdes biologicas.

MIF atua como uma citocina pré-inflamatoria promovendo a ativacdo do sistema inato,
sendo que suas fun¢des mais criticas giram, principalmente, em torno da ativacéao e regulacéo
de macrdfagos que além de alvo é uma importante fonte de MIF in vivo (CALANDRA et al.,
1994) e da resposta imunoldgica adaptativa, através da ativacdo de linfcitos T e B (BACHER
et al., 1996). Estudos evidenciam que MIF direta ou indiretamente promove a expressao ou
producdo de moléculas pré-inflamatdrias, incluindo citocinas TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-2, IL-6,
IL-8 (CALANDRA et al., 1994; CALANDRA et al., 1995; BACHER 1997; DONNELY et
al., 1997). Moléculas pré-inflamatdrias como TNF-a e IFN-y também induzem a producao de
MIF por macrofagos. A estimulacdo de macréfagos com MIF também induz a secrecdo de
TNF-a, sugerindo que essas duas citocinas possam agir juntas em feedbacks estimulatorios
mutuos pro-inflamatérios (CALANDRA et al., 1994). MIF também participa do

desenvolvimento e nas fases efetoras da resposta adaptativa celular e humoral, incluindo DTH
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(hipersensibilidade do tipo tardia) e a producdo de anticorpos (BACHER et al., 1997,
BERNHAGEN et al., 1996). Dados na literatura mostram que MIF esta relacionada a
atividades anti-apoptéticas (MITCHELL et al., 2002) e participa da resposta contra bactérias
(BOZZA et al., 1999), bem como na patogénese de muitas doencas auto-imunes e
inflamatdrias (DENKIGER et al., 2004) e no balango Th1/Th2 durante o processo
inflamatdrio (SABROE et al., 2000).

Um fato interessante em relacdo a atividade de MIF é que esta citocina, em condicdes
de alta concentracdo, pode ter efeito anti-inflamatério (KLEEMANN et al. 2000). Segundo
esses autores, em concentracfes plasmaticas elevadas, MIF pode ser endocitada por células do
local e interagir intracelularmente com JAB1 (JUN-activation domain-binding protein 1).
Essa associacdo MIF/JABL bloqueia a ativacdo do fator de transcricdo que seria responsavel
pela ativacdo da expressdo de genes com atividade pré-inflamatoria (AP-1), resultando em
modulacdo do processo, sugerindo seu papel no desenvolvimento e regulacdo da resposta
inflamatoria aguda e cronica.

Numerosos estudos indicam a participagdo de MIF em doencas atOpicas. Pacientes
asmaticos tém concentraces aumentadas de MIF em fluido do lavado broncoalveolar e soro
(ROSSI et al., 1998). Inducdo de RNAm dessa citocina tem sido observado em células Th2
ativadas (BACHER et al., 1996) e eosintfilos possuem a proteina MIF pré-formada em seus
granulos citoplasmaticos, sendo secretada em grandes quantidades quando a célula é
estimulada (ROSSI et al., 1998). Alguns estudos demonstraram que a deficiéncia de MIF
afeta patologias de perfil Th2, reduzindo a infiltracdo de eosinofilos, a secre¢do de muco e 0
aumento da hiperreatividade bronquica em modelos experimentais de asma e renite alérgica
(ROSSI et al., 1998; MIZUE et al., 2005; MAGALHAES et al., 2007; NAKAMURU et al.,

2005).
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MIF também esta envolvida na patogenia induzida por infec¢bes parasitarias, como
leishmaniose e malaria, atuando na eliminacdo de parasitos intracelulares via inducdo de
sintese de TNF-a. Especificamente, foi detectada producdo de MIF por linfocitos de
camundongos infectados com Leishmania major, sendo que a administracdo da proteina
recombinante em animais infectados resulta em ativacdo de macréfagos e reducdo da
gravidade ou morbidade da infeccdo (JUTTNER et al., 1998). Também existe relato de que a
fagocitose de eritrdcitos infectados com Plasmodium chabaudi induz a liberacdo de MIF
(MARTINEY, 2000), entretanto ndo fica esclarecida a importancia funcional dessa citocina
nesse modelo experimental.

Em algumas helmintoses, como na infec¢do experimental em camundongos por
Schistosoma japonicum tem sido relatado uma ineficiéncia no controle de formas adultas do
parasito na auséncia de MIF, através da administracdo de anticorpos IgG anti-MIF
(STAVITSKY et al., 2003). Ficou também demonstrado que camundongos geneticamente
deficientes na producdo de MIF foram mais susceptiveis a Taenia crassiceps em comparagdo
com camundongos ndo deficientes na produgdo da citocina (RODRIGUEZ-SOSA et al.,
2003).

Em alguns helmintos, como Brugia malayi, Wuchereria bancrofti, Onchocerca volvulus
(PASTRANA et al., 1998), Trichinella spiralis (TAN et al., 2001) e Ancylostoma ceylanicum
(CHAO et al., 2007), foram identificadas proteinas com grande homologia a MIF produzida
por células de mamiferos. A secrecdo dessa proteina por helmintos pode auxiliar a polarizacdo
da resposta Th-2, modulando respostas inflamatérias do tipo 1. InfeccBes crbnicas por
helmintos séo tipicamente associadas a uma resposta predominantemente com perfil Th2 nos
quais macrofagos alternativamente sdo proeminentes. Ainda ndo esta totalmente claro o papel
de MIF homdloga, mas os trabalhos até 0 momento indicam a participacdo na polarizacdo da

resposta do tipo 2 (PRIETRO-LAFUENTE et al., 2009).
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Durante a infeccdo experimental em camundongos por S. mansoni, BOROS et al.,
(1975) detectaram a producdo de MIF por células do baco de animais infectados e re-
estimulados in vitro por SEA. Os autores mostraram que a producéo de MIF apresentou maior
aumento ap0s 8 semanas de infeccdo, seguido de progressivo decréscimo entre 12 — 16
semanas de infeccdo e atingindo niveis muito baixos na vigésima semana de infeccdo. Os
autores também relatam que a producdo de MIF por células do baco de animais infectados foi
completamente suprimida em altas concentracbes de SEA, sugerindo que neste modelo a
intensidade do estimulo pode ser determinante. Esta citocina pode estar diretamente
relacionada com a formacdo do granuloma hepatico, pois estudos que compararam a
composicdo do granuloma em animais infectados demonstraram que diferentemente do
intestino que quase nao apresentaram ou demonstraram pouca atividade de MIF, no figado, a
producdo in vitro dessa citocina foi detectada sob estimulagdo com SEA (WEINSTOCK et
al., 1983).

Tais evidéncias apontam que essa citocina possa estar envolvida no desenvolvimento do
processo inflamatdrio e da patologia que ocorre na infec¢do por S. mansoni. Porém, ainda
ndo é claro o mecanismo de atuacao e seus efeitos no desenvolvimento da infec¢do. Conforme
anteriormente apresentado, MIF pode atuar na atracdo e ativacdo de macrdfagos para o sitio
inflamat6rio (FALCONE et al., 2001; BERNHAGEN et al., 2007; MAIZELS et al., 2009),
células que desempenham importantes funcGes na formacdo e evolucdo do granuloma
esquistossomético. Recentemente, MAGALHAES et al., (2008) demonstraram que
camundongos geneticamente deficientes na producdo de MIF apresentam uma grande
deficiéncia na diferenciacdo e sobrevivéncia de eosinofilos, bem como na migracdo desse tipo
celular para o granuloma esquistossomotico, resultando em granulomas de tamanho reduzido
durante a fase aguda da infeccdo o que interferir no desenvolvimento da patologia durante a

infeccdo por S. mansoni.
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Apesar da provavel importancia de MIF no desenvolvimento da reacdo granulomatosa
induzida pelo ovo de S. mansoni, e consequentemente na evolucdo da patologia associada a
essa infeccdo, poucos estudos tém sido realizados com essa citocina. Assim, no presente
trabalho, pretende-se utilizar animais geneticamente deficientes na producdo de MIF para
verificar experimentalmente o envolvimento desta citocina na evolucdo da esquistossomose

em camundongos experimentalmente infectados.
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3. JUSTIFICATIVA
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A determinacdo da evolucdo dos quadros graves da esquistossomose humana é
complexa e multi-fatorial, sendo que carga parasitéria, exposi¢do frequiente a re-infecgdes e a
capacidade do hospedeiro de induzir e modular a reacdo celular ao redor dos ovos retidos nos
tecidos sdo fatores fundamentais nesse processo. A citocina denominada de MIF (fator
inibidor da migracdo de macréfagos) é produzida por muitos tipos de células e participa da
inducdo e regulagdo da resposta imunologica induzida contra bactérias (BOZZA et al., 1999),
bem como na patogénese de doencas inflamatérias cronicas de carater auto-imune
(DENKIGER et al., 2004). Estudos demonstraram que a deficiéncia de MIF afeta patologias
de perfil Th2, reduzindo a infiltracdo de eosinofilos no sitio de reacdo, diminuindo a producao
de muco e hiperreatividade brénquica em modelos experimentais de asma e renite alérgica
(ROSSI et al., 1998; MIZUE et al., 2005; MAGALHAES et al., 2007; NAKAMURU et al.,
2005). Estudos (MIZUE et al., 2005; MAGALHAES et al., 2009) demonstram que essa
citocina atua diretamente na quimiotaxia e ativacdo de eosindfilos e macréfagos, dois tipos
celulares de fundamental importancia na formacdo do granuloma esquistossomatico. Apesar
de ter sido constatado que células presentes no granuloma esquistossomotico produzem e
secretam MIF durante a infeccdo por S. mansoni, e que sua auséncia altera a composi¢édo
celular do granuloma na fase aguda da infeccdo, seu papel na evolugdo e modulagdo do
granuloma € praticamente desconhecido. Dessa forma, o presente estudo pretende avaliar a
importancia da producgdo de fator inibidor da migracdo de macréfagos (MIF) na evolucdo da

esquistossomose experimental, principalmente no desenvolvimento do granuloma tecidual.
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4. OBJETIVOS
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4.1 OBJETIVO GERAL

Neste trabalho pretende-se avaliar a participacdo da producdo do fator inibidor da
migracdo de macrofagos (MIF) no desenvolvimento do granuloma e na evolugdo da

esquistossomose em camundongos experimentalmente infectados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar e comparar a curva de sobrevivéncia de camundongos Balb/c ndo deficientes
(WT) e camundongos Balb/c geneticamente deficientes na producdo de MIF (MIF™)

durante 14 semanas da infecgdo com Schistosoma mansoni;

e Quantificar o numero de vermes recuperadas na perfusdo de camundongos WT e
MIF" infectados com Schistosoma mansoni, na 8% semana de infecgdo, representativa

da fase aguda, e na 14° semana de infeccéo, representativa da fase cronica da infecgéo;

e Quantificar o nimero de ovos recuperados no pulméo, baco, figado, intestino e fezes
de camundongos WT e MIF™" infectados com Schistosoma mansoni, na 8% semana e na

14% semana de infecgao;

e Quantificar a resposta humoral através da analise dos niveis séricos de 1gG1 e IgG2a
parasito especificas e da quantificacdo de IgE total em camundongos WT e MIF"

infectados com Schistosoma mansoni, durante as fases aguda;

58



e Quantificar as citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-y, TNF-a) produzidas no
parénquima hepético de camundongos WT e MIF” infectados com Schistosoma

mansoni, na 8* e na 14° semanas de infeccéo;

e Quantificar a infiltragdo celular no figado e no intestino de camundongos WT e MIF”

infectados com Schistosoma mansoni, na 8% e na 14% semanas de infeccéo;
e Analisar e quantificar as alteracdes histopatologicas hepaticas induzidas pela infeccédo

com Schistosoma mansoni em camundongos WT e MIF™, na 8 semana de infeccéo e

na 14* semana de infecgéo.
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5. METODOLOGIA
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5.1 Animais experimentais e infeccio

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados camundongos Balb/c néo
deficientes (WT) provenientes do CEBIO-ICB-UFMG e camundongos Balb/c geneticamente
deficientes na producdo de MIF (MIF™), manipulados por BOZZA, et al. (1999) que foram
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Mauro Martins Teixeira, colaborador neste projeto de
pesquisa. Os animais sdo mantidos no biotério do laboratorio de esquistossomose do
Departamento de Parasitologia, ICB, UFMG.

Todos os animais utilizados para realizacdo desse trabalho foram mantidos em gaiolas
apropriadas e alimentados com racdo granulada para camundongos (Labina, fabricado por
Cargill Nutricdo Animal Ltda, Sao Paulo, Brasil) e agua potavel ad libitum. Os procedimentos
experimentais receberam aprovacdo do Comité de Etica Animal (CETEA-UFMG) sob
protocolo de nimero 158/08 (em anexo).

Schistosoma mansoni da linhagem LE (VALADARES et al, 1981) foram utilizados
para infeccdo dos camundongos. Essa linhagem de S. mansoni tem sido mantida em
infeccBes experimentais de Biomphalaria glabrata e hamsters (Mesocricetus auratus), no
laboratério de Esquistossomose (GIDE/ICB/UFMG), segundo técnica descrita por
PELLEGRINO & KATZ (1968). Para infec¢do dos camundongos foram utilizadas cercérias
obtidas de B. glabrata infectados e expostos por 4h a iluminacdo artificial em agua
desclorada. As cercérias obtidas foram avaliadas quanto a viabilidade, concentradas e
contadas, com o auxilio de uma lupa, sendo inoculadas, por via subcuténea, 25 cercarias por
animal.

Para obtencdo de antigenos soluveis (SEA) do parasito utilizados para estimulagédo
celular, ovos de S. mansoni foram obtidos a partir do figado dos camundongos apds 45-50

dias da infecgdo por S. mansoni, rotineiramente utilizados no laboratério de Esquistossomose,
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conforme metodologia inicialmente descrita por PELLEGRINO e KATZ (1968).
Sucintamente, figados de animais infectados foram coletados, picotados e homogeneizados
em salina concentrada (1,7 % de NaCl) por 5 min, a temperatura ambiente. A seguir foi
permitida a decantacdo do homogenato a 4°C por 1h, para decantacdo dos ovos e sedimentos
maiores. O sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido até a obtencdo de um
sobrenadante limpo. Entéo o precipitado contendo ovos foi retirado e utilizado para obtencéo
de SEA conforme descrito por DUNNE et al., (1992). Para tanto, a solugdo salina 1,7%
contendo ovos foi filtrada de modo seqiiencial em membranas de porosidade 0,297 mm e
0,105 mm e o material recuperado foi centrifugado (200 x g por 5 min a 4°C) em varios tubos
de polipropileno de 50 ml. A cada centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado e os
sedimentos reunidos gradativamente, com aspiracdo e descarte do muco presente da parte
superior. Durante todo o processamento, os tubos foram mantidos em gelo para evitar eclosao
de miracidios e, ao final, apos certificar a limpeza do material, os ovos foram ressuspendidos
em 1 mL de PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na; HPO,4.7H,0 4,3mM, KH,PO,4 1,4 mM) e
transferidos para um tubo de vidro acoplado a um homogeneizador tipo Virtiz®. Os ovos
foram triturados por cerca de 40 min sob banho de gelo. A destruicdo completa dos ovos foi
confirmada ap6s um exame ao microscopio 6ptico. O homogenato foi entdo transferido para
tubos de 1,5 ml e centrifugados a 3 000 x g por 1 h e o sobrenadante foi recolhido, filtrado em
membrana esterilizante de 0,22 um e as proteinas soluveis foram quantificadas através da
técnica de LOWRY et al., (1951), e entdo aliquotadas e armazenadas a —20°C até ser usado

para estimulacdo celular.

5.2 Delineamento experimental

Rotineiramente antes do inicio do experimento, todos os animais utilizados foram

submetidos ao tratamento oral com 4 mg/Kg de lvermectina (Laboratorio Chemitec Agro —
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Veterinaria, S&o Paulo, Brasil) por sete dias consecutivos (KLEMENT et al., 1996) e com 75
mg/Kg em dose Gnica de Cestox® (MERCK). No 10° dia apés o final do tratamento os
camundongos fémeas entre 6 a 8 semanas foram aleatoriamente separados nos diferentes
grupos experimentais e infectados por S. mansoni, conforme descrito anteriormente.

Para a analise de parametros parasitologicos e curva de sobrevivéncia foram utilizados
30 camundongos WT e 30 camundongos MIF 7~ que foram infectados por S. mansoni. Os
animais foram acompanhados durante 14 semanas e 0s eventuais casos de Obito foram
anotados em cada grupo experimental. Para avaliacdo de parametros parasitologicos, 10
animais de cada grupo experimental (WT e MIF ) foram sacrificados e necropsiados na fase
aguda (8 semanas de infeccdo) e o restante na fase crbnica (14 semanas de infeccdo).
Conforme ilustrado na figura 5, que ilustra 0 Organograma Experimental 1, para cada animal
foi quantificado o numero de vermes recuperados do sistema circulatorio apds perfusdo
sanguinea, o numero de ovos do parasito retidos nos tecidos, através da digestdo de figado,
baco, pulméo e intestino, e 0 nimero de ovos eliminados nas fezes.

Outro grupo de animais foi utilizado para analise de pardmetros imunoldgicos e analise
histopatoldgica, pois a perfusdo e digestdo de 6rgdos inviabilizam sua utilizacdo para outros
fins. Para estes experimentos foram utilizados 30 camundongos WT e 30 camundongos MIF -
" sendo que 10 animais de cada grupo foram mantidos ndo infectados, 10 foram sacrificados
e necropsiados durante a fase aguda e 10 na fase crOnica da infeccdo por S. mansoni.
Conforme ilustrado na figura 6, de cada animal foram recolhidas amostras de figado e
intestino para andlise histopatoldgica, para quantificacdo de atividade enzimética de
peroxidase de eosinéfilo (EPO), mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglicosaminidase (NAG).
Amostras do figado de cada animal também foram recolhidas e congeladas para quantificagdo
de hidroxiprolina e para quantificagdo de citocinas. O baco foi retirado para cultivo de células

e 0 sobrenadante utilizado para quantificacdo de citocinas. De cada animal também foram
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recolhidas fezes para quantificacdo dos ovos do parasito e o0 soro para avaliar a producdo de
anticorpos e avaliacdo da atividade enzimatica hepatica. Cada experimento foi repetido 2 ou 3

vezes, sendo que nos resultados estdo especificados o nimero de animais utilizados.

[ Tratamento com anti-helmintico ]

[ Infecgéo por S. mansoni ]
[ Balb/c MIF ™ ] [ Balb/c WT ]
4{ Observagao da mortalidade
N
Sacrificio
Fase aguda e Fase crbnica

[ Perfusédo ] [ Digestéo ] [ Fezes ] [ Sangue ]
[ Vermes ] Ovos no bago, pulméo, [ OPG ] [ Soro ]
intestino e figado

Figura 5. Organograma experimental 1.
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[ Tratamento com anti-helmintico ]

[ Infecg&o por S. mansoni ]

[ Balb/c MIF - ]74[ Balb/c WT ] [ Balb/c MIF ™ ]7_[ Balb/c WT ]

[ Observagao da mortalidade ]

Sacrificio

Fase aguda e Fase cronica

Fezes I Sangue I Figado I | Intestino I

Soro: EPO, MPO, NAG, EPO
OPG 1gG1, 19G2a, IgE Hidroxiprolina, Histologia MPO
AST, ALT e ELISA NAG

Figura 6. Organograma experimental 2.

5.3 Necropsia dos animais utilizados

Cada animal foi anestesiado intraperitonealmente com Ketamina/Xilazina (150

mg/Kg de Dopalen — Sespo Industria e comércio Ltda, Jacarei - SP - Br + 10 mg/Kg de
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Kensol — Laboratdrios kding S.A. — Avellaneda - Argentina). Apds estarem anestesiados, a
coleta de sangue dos animais pelo plexo braquial foi realizada e, logo em seguida, foram
sacrificados por deslocamento cervical e necropsiados para quantificacdo da carga parasitaria
e avaliacédo das alteracGes imunoldgicas e patologicas.

Para avaliacdo da carga parasitaria os animais foram inicialmente submetidos a perfusao
sanguinea. Este procedimento induz a destruicdo do arcabouco tecidual e impede que o0s
tecidos de animais submetidos a perfusdo sejam utilizados para a avaliacdo de parametros
imunoldgicos e histopatoldgicos. Desta forma, grupos separados de animais foram utilizados
para a avaliacdo de parametros parasitoldgicos e imunologicos e histopatoldgicos conforme
detalhado anteriormente. Para confirmar a uniformidade das amostras quanto a infeccéo, a
coleta de fezes e sangue foi realizada em todos os animais destinados a avaliacdo
imunoldgica. Para a determinacdo do infiltrado celular, histologia e determinacdo do teor
tecidual de hidroxiprolina, o figado e o intestino foram divididos, sendo que a mesma sec¢édo
de cada 6rgdo foi empregada para 0 mesmo ensaio. O Intestino delgado destes animais foi
removido através da sec¢do do duodeno do animal na sua porcdo proximal e com uma
segunda seccdo na sua porcao distal, préxima ao ceco. O 6rgao foi entdo dividido em trés
partes iguais. A primeira por¢do foi destinada a realizacdo do ensaio para a determinacdo de
EPO e MPO, e a segunda e a terceira partes para dosagem de NAG e hidroxiprolina,
respectivamente. De forma semelhante o figado foi dividido, sendo que o lobo quadrado foi
destinado a determinacdo da atividade de EPO, MPO e obtencdo de citocinas in situ; o lobo
direito para a determinacdo do teor hepético de hidroxiprolina, e lobo esquerdo dividido em
duas partes, sendo uma destas partes destinada a realizacdo do ensaio da atividade de NAG e a

outra parte para a histologia.
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5.4 Avaliacio da Infeccio

5.4.1 Quantificacdo de ovos de 8. mansoni eliminados nas fezes

Os animais foram colocados em caixas individuais na noite anterior ao sacrificio (8 e 14
semanas apos a infeccdo por S. mansoni). Pela manhd do dia seguinte, as fezes foram
recolhidas, pesadas, homogeneizadas em formol tamponado 10% e mantidas nesta solucédo a
4°C até o dia de contagem. Para a contagem duas aliquotas de 100 ul da suspenséo de fezes
foram colocadas em laminas de vidro e observadas por completo ao microscépio dptico.
Todos os ovos presentes nas aliquotas foram contados e extrapolados para 0 numero total de

ovos na amostra. O nimero de ovos foi expresso por grama de fezes.

5.4.2 Recuperacido de vermes do Sistema Porta

Os animais foram sacrificados e necropsiados e as visceras expostas para a visualizacdo
do sistema porta. Apds ligadura do reto, a veia porta foi entdo seccionada na regido de fusao
de seus aferentes mesentéricos. Uma agulha acoplada a uma bomba de perfusdo (Automatic
Pippeting Brewer Machine, modelo 60453, B.D.) foi introduzida na aorta toréxica. Utilizou-se
solucdo salina (0,85%) para perfusdo da circulacdo sanguinea do animal, sendo que o liquido
contendo 0s vermes que extravasam pela veia porta rompida de cada animal foi recolhido em
um béquer individual. A perfusédo foi repetida com a agulha introduzida no seio hepatico. O
material recolhido de cada animal foi decantado por 30 minutos. O sobrenadante foi entéo
descartado, e 0 procedimento repetido varias vezes até que o sobrenadante se apresentasse
completamente limpido. Os vermes presentes em cada frasco foram contados e diferenciados
em machos, fémeas e casais com o auxilio de uma lupa (PELLEGRINO & SIQUEIRA, 1956;

VALADARES et al., 1981).
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5.4.3 Quantificacio dos ovos retidos em tecidos do hospedeiro

Apbs perfusdo, o figado, pulméo, intestino e bago dos animais infectados foram
digeridos em solucdo de KOH 5% durante aproximadamente 4 h, ou até que ndo mais se
observasse a presenca de fragmentos de tecido. Em seguida, a suspensdo de tecido digerido
contendo ovos do parasito, obtida de cada 6rgdo e de cada animal, foi transferida para tubos
de polipropileno de 15 ml e centrifugada a 200 g por 2 min. O sobrenadante foi desprezado e
o0 precipitado foi ressuspendido em solucéo salina (NaCl 0,85%) e o procedimento de lavagem
repetido cinco vezes. Ao final das lavagens o material contendo ovos que estavam retidos no
tecido foi ressuspendido em salina e armazenado a 4°C para contagens (CHEEVER et al.,
1968). Para a contagem, duas aliquotas de 100 pl da suspensdo total de tecido digerido foram
colocadas em uma lamina de vidro e observadas por completo ao microscépio éptico. Todos
0s ovos na aliquota foram contados, tirou-se a média das duas contagens e o numero foi

extrapolado para o contetdo total do 6rgéo.

5.5 Avaliacdo da resposta imunoldgica

Conforme detalhado no delineamento experimental, os animais que sofreram perfuséo
ndo puderam ser utilizados para analises imunologicas e histopatologicas. Para a confirmacéo
da infeccdo dos animais destinados a avaliacdo imunoldgica e patoldgica, foi realizado exame
de fezes como descrito anteriormente. Além disso, a observacdo macroscépica da presenca de

granulomas no figado e intestino também foi realizada.

5.5.1 Obtencao do soro

ApoOs a anestesia, 0 sangue foi retirado atraves do plexo braquial. O sangue recolhido
permaneceu em temperatura ambiente até coagular e posteriormente foi mantido a 4 °C, por
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cerca de 12 h, para retracdo do codgulo. Apds a formacéo e retracdo do coadgulo, o sangue foi
centrifugado (1500 x g a 4 °C por 10 minutos) o soro retirado, aliquotado e mantido a — 20 °C.
Com o soro coletado dos animais nos dias de sacrificio foram realizados ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) para avaliar a presenca de 1gG1, IgG2a parasito especificas, IgE
total e a avaliacdo da funcdo hepatica através da quantificacdo dos niveis de aspartato

aminotransferase (AST) e de alanina aminotransferase (ALT).

5.5.2 Dosagem de imunoglobulinas

Para medir a concentracdo de IgE total no soro dos animais infectados por S. mansoni e
dos animais nao infectados, foi utilizado um kit comercialmente disponivel no mercado
(Bethyl Laboratories Inc, Montgomery, TX). De acordo com as instrucdes do fabricante,
placas de 96 poc¢os (Nunc Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester, NY, USA) foram
sensibilizadas com anticorpo purificado anti-lgE de camundongo. Apos bloqueio da placa
com Tampao Tris NaCl (Tris 50 mM, NaCl 0,14M) contendo BSA 1%, as amostras de soro
obtidas dos animais experimentais diluidas 1:200 e amostras com concentra¢fes conhecidas
de IgE purificada para curva padrdo foram aplicadas a placa e incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds a aplicacdo das amostras e da curva padréo foi adicionado a placa
0 anticorpo de deteccdo (anti-IgE de camundongos, obtida de cabra, conjugada a HRP) e em
seguida foi feita a aplicagdo do substrato (4mm OPD, contendo perdxido de hidrogénio em
Tampdo Citrato - acido citrico 34,7 mM, Na,HPO, 66,7 mM pH 5). A reacdo foi interrompida
com 4N H,SO, e a leitura realizada em leitor de microplacas (Status-Labsystems Multiskan
RC, Helsinki, Finland) no comprimento de 492 nm. A concentragdo de IgE nas amostras foi
calculada pela interpolacdo do resultado da leitura de absorbancia das amostras na curva

padréo, a sensibilidade do teste € de aproximadamente 4 ng/mL.
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A presenca de IgG, ou seus subtipos IgG1 e IgG2a, reativas a antigeno soluvel do ovo
de S. mansoni tambeém foi estimada nos soros coletados dos animais experimentais.
Utilizando-se placas de 96 pogos (Nunc Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester, NY,
USA) sensibilizadas com 100 pL antigeno solGvel de SEA (10 ug/mL) diluido em tampao
0,IM de Carbonato-Bicarbonato (Na,CO; 0,5 M, NaHCO; 0,5M, pH 9,6). Ap6s a
sensibilizacdo da placa e entre cada etapa de incubagéo as placas foram lavadas 5 vezes com
tampéo fosfato (PBS — 13,7 mM de NaCl, 0,27 mM de KClI, 0,14 mM de KH,SO,4 e 0,43 mM
de Nap;HPQO,4. 7H,0) contendo 0,05 % de Tween 5. Posteriormente foi feito o bloqueio das
placas com tampé&o fosfato contendo 1% de BSA por 1 h a temperatura ambiente seguido da
aplicacdo das amostras de soro diluidas em PBS contendo Tween o (0,5%) acrescido de 0,1%
BSA. Para deteccdo de IgG1, 1gG2a as amostras de soro foram diluidas na proporcéo de
1:100. Ap0s a aplicacdo do soro, adicionou-se o0 anticorpo de detec¢do anti-lIgG1 (Goat anti
Mouse 1gG1 affinity purified, Bethyl, Lot. A90-105A-14), anti-lgG2a (Goat anti Mouse
lgG2a affinity purified, Bethyl, Lot. A90-107A-18) diluidos em PBS na proporcéo de 1:1000
para IgG1 e 1gG2a. Para deteccdo de 1gG1 e 1gG2a foi adicionado anticorpo anti-lg de cabra
conjugado a peroxidase (1:5000). A revelacdo da cor foi feita pela adi¢do de substrato (4mM
OPD, contendo peroxido de hidrogénio em 0,05 M Tampdo Citrato pH 5) a reacdo foi
interrompida apés 30 min com 4N H,SO, e a leitura realizada em leitor de micro-placas

(Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland) a 492 nm.

5.5.3 Quantificacio de citocinas

As concentragdes das citocinas IL-4, IL-5, 1L-10, IL-13, IL-17, IFN- y, TNF-a, foram
estimadas em homogenato de figado recuperados de camundongos infectados e ndo infectados

de ambos 0s grupos experimentais.
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Para estimar a producdo de citocinas no figado, 100 mg do lobo quadrado do figado de
cada animal foram processados em um homogeneizador de tecidos (Power General 125;
Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) na presenca de 1mL de Tampao de Extracdo de Citocinas
(0,5 % Tween 20; 0,5% BSA; 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsufonila; 0,1mM de cloreto
benzetonico; 10 mM de EDTA e 20 Ul de aprotinina). O homogenato resultante foi
centrifugado por 10 min a 3000 g a 4°C e o sobrenadante foi recolhido, aliquotado e
imediatamente congelado a - 70°C para dosagem de citocinas. O precipitado foi processado
para quantificacdo da atividade de EPO e MPO, conforme detalhado a seguir.

A medida da concentracdo de citocinas no homogenato de figado e no sobrenadante de
cultura de bago foi realizada através da técnica de ELISA Sanduiche, utilizando Kits
comercialmente disponiveis para quantificar IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17, IFN- y, TNF-a
de camundongos (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN), seguindo as instru¢es do
fabricante. Conforme detalhado por NEGRAO-CORREA, et al., (2004), sensibilizou-se uma
placa de 96 pocos (Nunc Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester, NY, USA) com 100
ul/poco de PBS contendo concentragdo adequada do anticorpo de captura, anti-citocina de
interesse. Esta solugdo permaneceu em contato com a placa overnight e, apds este periodo, a
placa foi lavada 3 vezes com PBS contendo 0,05% Tween 20. Logo em seguida, adicionou-se
200 pl/pogo de PBS contendo 1% de albumina de soro bovino- (BSA - Sigma) e incubou-se
por 2h em temperatura ambiente. Apds lavagem da placa, 100 ul/ pogo de PBS contendo a
citocina recombinante de interesse em concentracdes conhecidas e as amostras de
sobrenadante de cultura ou homogenato de tecido, diluidas 1:3 em PBS contendo 0,1 % BSA
foram adicionados a placa que permaneceu incubada overnight. Apds novo ciclo de lavagem,
adicionou-se a placa PBS contendo o anticorpo de deteccdo conjugado a biotina na
concentracdo definida pelo fabricante e a placa foi incubada por 2 h em temperatura ambiente.

Posteriormente, apos a lavagem, foi adicionada a placa, 100 ul/ poco de PBS/BSA 0,1%
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contendo Streptoavidina conjugada a peroxidase (diluido 1: 2000). Apds 30 min, a placa foi
lavada e a reacdo revelada pela adicdo de tampdo citrato contendo o substrato (4mM OPD,
H.O, em 0,05 M de tampéo citrato, pH 5). A reacdo foi interrompida com H,SO4 4N. O
produto da oxidacdo do OPD foi entdo detectado por colorimetria em um leitor de placas de
ELISA (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland) no comprimento de onda
492nm. Para inferir a quantidade de citocinas presente na amostra, interpola-se o resultado da
leitura de absorbancia das amostras com a curva padrdo gerada pela diluicdo seriada de
quantidades conhecidas de citocinas. Sendo a sensibilidade do teste de IL-4, de IL-17 e TNF-a
15,62 pg/ml, dos testes de IL-5, IL-10 e IFN-y a sensibilidade é de 31,25 pg/ml e do teste de

IL-13, 62,5 pg/ml.

5.5.4 Infiltracio celular no figado e intestino

Amostras de figado e intestino recuperadas de camundongos WT e MIF” infectados e
ndo infectados, com 8 e 14 semanas de infeccdo com S. mansoni, foram utilizadas para
estimar indiretamente a infiltracdo/atividade de macrofagos, eosinofilos e neutréfilos através

de atividade enzimatica, detalhadamente descritos:

5.5.4.1 Determinacio da atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG)

A atividade da enzima N-acetilglicosaminidase reflete 0 numero de macréfagos que
migram para um dado 6rgdo (GREEN et al, 1980) e é amplamente utilizada para estimar a
infiltracdo de macrofagos em amostras de tecidos. Este ensaio foi conduzido, como descrito
por BARCELOS et al, (2005), sendo que nessas condi¢des a reatividade cruzada com enzimas
de neutrdfilos € minima. De forma sucinta, 100 mg do lobo esquerdo do figado e a seccao
medial do intestino dos animais foram pesados e processados em um homogeneizador de

tecidos em 1,9 ml de tampéo de extracdo (NaCl 0,1 M, NazPO, 0,02 M e Na,EDTA 0,015M
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pH 4,7). O material foi centrifugado a 3000 g a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi entdo
descartado e eventuais eritrocitos foram lisados pela adicdo de solucdo hipotonica 1,5 ml de
NaCl 0,2% e apds 30 segundos, a osmolaridade foi restabelecida pela adicdo de 1,5 ml de
NaCl 1,6% + glicose 5%. As amostras foram mais uma vez centrifugadas (3000 x g a 4°C por
10 min) e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspenso em 2,0 ml de solugéo de Triton
x-100 em NaCl 0,9%. A suspensdo resultante foi centrifugada a 4° C por 10 min 300 x g e 0
sobrenadante utilizado para o ensaio enzimatico que se procedeu como descrito a seguir:
Adicionou-se um volume de 100 pl a uma placa de 96 pogos (Plate Flat Bottom —
SARSTEDT, Inc. USA), em duplicata. Acrescentou-se o substrato (p-nitrofenil-N-acetil-f-
glicosamina) diluido em tampao citrato/fosfato (acido citrico 0,1 M, Na;HPO, 0,1 M, pH 4,5)
na concentracdo de 0,767 g/ml e a placa foi incubada a 37° C por 10 minutos. O produto final
foi gerado pela adicdo de 100 pl de tampéo glicina (Glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH 0,8
M pH 10,6). A absorbancia foi quantificada em leitor de ELISA (Status-Labsystems

Multiskan RC, Helsinki, Finland) em comprimento de onda igual a 400 nm.

5.5.4.2 Determinacio da atividade de Peroxidase de Eosinéfilos (EPO)

Este ensaio é conduzido como descrito por STRAH et al., (1985) e detalhado em
SILVEIRA et al., (2002), como uma forma indireta de medir a eosinofilia tecidual induzida
pelo parasito. Foram pesados 100 mg do lobo quadrado do figado e da sec¢cdo mais proximal
de intestino, que foram processados em um homogeneizador de tecidos (Power General 125;
Fisher Scientific, Pittsburgh, PA), com a solucéo de extracdo de citocinas (0,5 % Tween 20;
0,5% BSA-Sigma; 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsufonila, 0,1mM de cloreto benzet6nico,
10 mM de EDTA e 20 Ul de aprotinina). O sobrenadante foi armazenado para dosagem de
citocinas como detalhado anteriormente, e o pellet utilizado para quantificacdo de EPO e

MPO. Eventuais eritrocitos foram lisados pela adi¢cdo de 1,5 ml de salina 0,2% seguida de 1,5
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ml de salina 1,6% + glicose 5% ao pellet. As amostras foram homogeneizadas e o
homogenato dividido em 2 (uma parte para EPO e outra para o ensaio de MPO - que sera
descrito no proximo item).

As amostras destinadas a quantificacdo de EPO foram centrifugadas a 3000 x g a 4°C e
0 sobrenadante foi desprezado. O pellet foi re-suspenso em 950 pl de PBS contendo 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB - Sigma). As amostras foram congeladas e
descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido, centrifugadas a 3000 x g a 4°C por 10 min. O
sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimatico, que foi feito da seguinte maneira: 75 pl de
cada amostra ou somente diluente (branco) foram adicionados a placas de 96 pocos (Plate Flat
Bottom — SARSTEDT, Inc. USA) juntamente com 75 ul da solucdo do substrato (tampado tris-
HCL pH 8,0 contendo 1,5 mM o-fenilenodiamina-OPD e 6,6 mM de H,0,). Apo6s o
desenvolvimento de cor a reacdo foi interrompida pela adicdo de 50 pl de H,SO4 4N. A
absorbancia foi lida a 492 nm em leitor para microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC,

Helsinki, Finland).

5.4.3 Quantificacio da Mieloperoxidase (MPO)

A quantificacdo de mieloperoxidase foi utilizada como medida indireta da infiltracéo
e/ou ativacdo de neutréfilos no figado e no intestino. O ensaio foi conduzido conforme
descrito por BAILEY (1988) e detalhado por BARCELOS et al. (2005). O tecido foi
processado como descrito anteriormente. As amostras destinadas ao ensaio de MPO, foram
centrifugadas (3000 x g a 42C por 10 min) o sobrenadante foi desprezado e a ressuspencao
final do pellet foi feita em 200 ul de tampao fosfato (0,1 M NaCl, 0,02 M NaPQOy,, 0,015 M
NaEDTA, pH 4,7). A solucdo foi homogeneizada e centrifugada (3000 g por 10 minutos a
4°C). O pellet foi homogeneizado novamente em tampdo (0,05 M NaPO, pH 5,4) acrescido de
0,5 % HTAB), seguido de trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio

liquido. Apds tal procedimento, a solugéo foi centrifugada por 15 minutos a 3000 x g e a 4°C
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e o0 sobrenadante utilizado para realizacdo do metodo colorimétrico da seguinte maneira: 25
uL da amostra foram acrescentados a placas de 96 pogos (Plate Flat Bottom — SARSTEDT,
Inc. USA) contendo 25 pL de substrato (3,3 - 5,5 — tetramethylbenzine — TMB diluido em
dimetilsulfoxido — DMSO na concentracdo final de 1,6 mM). Em seguida, foi feita a
incubacdo a 37 °C por 5 min. Apds esse periodo, foram adicionados 100ul da solugdo
contendo H,0, 0,5 mM diluido em tampao fosfato (0,05 M de NasPO,, pH 5,4 contendo 0,5%
de HTAB) ap0s nova incubacdo a 37 °C por 5 min. A reacdo foi interrompida pela adicéo de
50 ul de H,SO4 1M e quantificada através da absorbancia em leitor para microplacas (Status-

Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland) em comprimento de onda 450nm.

5.5.5 Avaliacdo da patologia

5.5.5.1 Determinacio do teor tecidual de Hidroxiprolina

Fragmentos de 100 mg de figado e intestino de camundongos foram removidos para a
determinacdo de hidroxiprolina como medida indireta da deposi¢do de colageno, assim como
descrito em REDDY & ENWEMEKA, 1996. O tecido foi homogeneizado em salina (0,9%
NaCl) e liofilizado. O ensaio foi conduzido com 20 mg do liofilizado, que foi submetido a
hidrolise alcalina em 300 pl de salina (0,2% NaCl) mais 75 ul NaOH 10 M e autoclavadas a
120°C por 20 minutos. A uma aliquota de 50 pl do hidrolisado foram adicionados 450 ul do
reagente oxidante de cloramina T (cloramina T 0,056 M, n-propanol 10% em tampao
acetato/citrato pH 6,5) e incubou-se por 20 minutos para que a oxidacdo se processasse. Uma
curva padrdo com a maior concentracdo de 400 g de hidroxiprolina foi preparada da mesma
maneira. A reagdo colorimétrica foi iniciada pela adicdo do reagente de Ehrlich (p-
dimetilaminobenzaldeido 1 M diluido em n-propanol/acido percldrico 2:1 v/v). As amostras
foram entdo centrifugadas por 10 min a 1500 x g a 4°C. Uma aliquota de 200 ul do

sobrenadante foi transferida para placas de 96 pocos (Plate Flat Bottom — SARSTEDT, Inc.
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USA) e foi realizada a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 550 nm em leitor

para microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland).

5.5.5.2 Quantificacdo da atividade de AST e ALT

Para avaliacdo da atividade hepatica, niveis de aspartato aminotransferase (AST)
também chamada de transaminase glutamico oxalacética (TGO) foram quantificados. Para tal,
utilizou-se o teste colorimétrico da Bioclin seguindo as instrugdes do fabricante. Inicialmente
preparou-se a curva de calibracdo com quantidades conhecidas da proteina. Para a
determinagdo da atividade ezimatica nas amostras, 50 ul do substrado (tampao Fosfato, 0,1
mmol/L pH 7,4, &cido L aspartico, 0,153 mol/L, acido alfa cetoglutarico 2 mmol/L e azida
sodica 7,7 mmol/L) foram adicionados a tubos de polipropileno de 2,0 ml e incubados a 37 °C
por 3 minutos. Acrescentou-se 20 pl de soro foi homogeneizada e incubada a 37°C por 30
minutos. Logo em seguida 50ul do reagente de cor (2,4-dinitrofenilhidrazina 1,0 mM e &cido
cloridrico 1,0 M) foram colocados na mistura que foi homogeneizada e deixada em repouso a
temperatura ambiente por 20 minutos. Passado este tempo acrescentou-se 500 ul de Hidroxido
de sddio 0,4N, homogeneizou-se por inversdo e a solucdo ficou em repouso por 5 minutos. A
curva de calibragdo e as amostras (200 pl) foram transferidas para placas de 96 pogos (Plate
Flat Bottom — SARSTEDT, Inc. USA) e realizada a leitura da absorbancia em comprimento
de onda de 505 nm, em leitor para microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki,
Finland).

A quantificagdo dos niveis de alanina aminotransferase (ALT), ou alanina transaminase,
também conhecida como transaminase glutdmico piravica (TGP) também foi realizada
empregando-se 0 método de teste colorimétrico da Bioclin e seguindo-se as instru¢des do
fabricante. Inicialmente preparou-se a curva de calibragdo com quantidades conhecidas da

proteina. Para a determinagdo da atividade enzimatica nas amostras, 50 pl do substrato de
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ALT (tampdo Fosfato, 0,1 mmol/L pH 7,4, L-alanina 0,2 mol/L, acido alfa cetoglutarico 2
mmol/L e azida sodica 7,7 mmol/L), foram adicionados em tubos de 2,0 ml e incubados a 37
°C por 3 minutos. Transcorrido este tempo, 50 ul de soro foram adicionados aos tubos e
incubou-se a 37 °C por 30 minutos. Apos este periodo, acrescentou-se 50ul do reagente de cor
(2,4-dinitrofenilhidrazina 1,0 mM e acido cloridrico 1,0 M) e deixou-se em repouso a
temperatura ambiente por 20 minutos. Passado este tempo, acrescentou-se 500 pl de
Hidroxido de sodio 0,4N a solucdo que permaneceu em repouso por 5 minutos. A curva de
calibracdo e as amostras (200ul) foram transferidas para placas (Plate Flat Bottom —
SARSTEDT, Inc. USA) e a leitura foi realizada em comprimento de onda de 505 nm em

leitor para microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland).

5.5.6 Histologia

Fragmnetos do lobo esquerdo de figado de animais WT e MIF" infectados por S.
mansoni foi cuidadosamente retirada e lavada em solucdo salina 0.85%, pH 7.2 a 37°C e
fixada em formalina tamponada. Todo o material fixado em formalina foi lavado por 3 h em
agua corrente, 48 horas ap0s a fixacdo e entdo colocado em alcool 70%. Posteriormente, todo
o material passou por uma desidratacdo progressiva em séries crescentes de alcool (70° GL a
absoluto), clarificado em xilol e embebido em parafina. A seguir foram realizados cortes de
4um de espessura, que foram desparafinados, hidratados e corados com Hematoxilina-eosina
ou pela coloracdo de Tricomico de Masson. As laminas preparadas de seccbes do figado
foram analisadas ao microscopio éptico para observacao das lesdes, o infiltrado inflamatério e

a deposicgéo de colageno.

77



5.5.7 Analise Estatistica

Foi realizada anélise de dispersdo de dados para verificar a adequabilidade do uso de um
teste parameétrico. Os dados foram analisados no programa Prisma 4.0 por meio da anélise de
variancia (ANOVA one way) seguida pelo teste de Newman-Keuls, que realiza a comparacgao
entre todos os grupos entre si. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da
média (EPM). O intervalo de confianca foi fixado em 95% e as diferencas foram consideradas

significativas para P < 0,05.
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6. RESULTADOS
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6. 1. Avaliacio de parimetros parasitologicos em camundongos WT e MIF 7

infectados por S. mansoni

Das 25 cercérias injetadas por camundongo, foram recuperados em meédia 10,48 + 0,9
vermes nos camundongos MIF" e 10,50 + 0,8 em camundongos WT na 8% semana da
infeccdo por S. mansoni. Na 14? semana ap0s a infecgdo, observou-se uma diminuicdo
significativa de vermes em ambos 0s grupos, sendo encontrada uma média 4,6 + 0,5 vermes
adultos em camundongos WT, e 58 + 0,5 nos camundongos MIF”. A diminuicio foi
observada em ambos 0s grupos experimentais, mas novamente ndo houve diferenca

significativa na recuperagdo de vermes entre os diferentes grupos (Gréfico 1).

12.5- Vermes

. MIF-/-
EWT

Fase Aguda Fase Crbnica

Grafico 1. Numero total de vermes recuperados pela técnica da perfusdo, na fase aguda e na fase
cronica da infeccdo por S. mansoni em camundongos WT e MIF ™. O nlimero total de vermes foi estimado
apos perfusdo sanguinea realizada com 8 (fase aguda) e 14 (fase crbnica) semanas da infeccdo subcutanea com
25 cercérias/camundongo. Os valores representam a média + EPM de vermes recuperados de camundongos
infectados WT (fase aguda, n=26; fase cronica, n=20) e MIF 7 (fase aguda, n=26; fase cronica, n=17) de 3
experimentos independentes. ** representa p < 0,05 (ANOVA post-test Newman-Keuls).
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Também ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos experimentais
quanto a eliminacdo de ovos pelas fezes na fase aguda e na fase cronica da infeccdo por S.
mansoni (Gréafico 2). Foram quantificados em média 467 + 78,6 ovos/g de fezes nos
camundongos WT e 510 + 77,4 ovos/g de fezes em camundongos MIF" na fase aguda; e 338
+ 92,7 ovos/g e 327 + 57,4 ovos/g de fezes na fase cronica nos animais MIF” e WT,
respectivamente. Apesar de haver uma diminuicdo do numero de ovos eliminados nas fezes
na fase cronica em ambos 0s grupos experimentais, essa diferenca ndo foi significativa em

comparacdo com a eliminacéo estimada de ovos nas fezes na fase aguda da infeccéo.

Fezes

. MIF-/-
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Numero de ovos / g de fezes
<

Fase Aguda Fase Crbnica

Grafico 2. Numero de ovos presentes nas fezes de camundongos, na fase aguda e na fase cronica da
infeccdo por S. mansoni em camundongos WT e MIF ™. Os valores representam a média + EPM de ovos do
parasito eliminados por g de fezes de camundongos WT (fase aguda, n=23; fase crénica, =20) e de camundongos
MIF 7 (fase aguda, n=24; fase cronica, n=17) infectados subcutaneamente com 25 cercérias/camundongo.
Resultados de 3 experimentos independentes. Anélise ANOVA post-test Newman-Keuls.

Como esperado, a quantificacdo dos ovos retidos no pulméo, baco, intestino e figado de
camundongos infectados por S. mansoni revelou um aumento no nimero de ovos acumulados
nos diferentes tecidos do hospedeiro na fase cronica em relacdo a fase aguda da infecgédo
(Gréfico 3). Esse aumento da deposicdo tecidual de ovos ocorreu de maneira semelhante em

ambos 0s grupos experimentais, ou seja, tanto nos camundongos WT como em MIF".
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Comparando o acumulo de ovos nos tecidos dos camundongos durante a fase aguda, néo foi

detectada diferenca estatistica entre os animais WT e MIF 7. Na fase cronica da infeccdo o

ndmero de ovos recuperados no bago e intestino dos animais MIF 7 foi relativamente maior

que em camundongos WT, porém sem diferenca estatistica. Também ndo foi detectada

diferenca no numero de ovos retidos no figado ou pulméo destes animais na fase crénica da

infeccdo por S. mansoni.
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Grafico 3. Namero de ovos retidos no (A) pulmao, (B) baco, (C) figado e (D) intestino na fase aguda e
fase cronica da infeccdo por S. mansoni em camundongos WT e MIF ™. Os valores representam a média +
EPM de ovos de S. mansoni quantificados ap6s digestdo completa com KOH 5% de cada 6rgdo de camundongos
infectados com 25 cercarias/animal. MIF 7 (fase aguda, n=24; fase cronica, n=17), WT (fase aguda, n=23; fase
cronica, n=20). * representa p < 0, 05, **p < 0,01 e *** p < 0,001 na comparagdo entre 0 nimero de ovos
quantificados entre a fase aguda e fase cronica da infecgdo por S. mansoni em camundongos com 0 mesmo
genotipo. Resultados de 3 experimentos independentes. Analise ANOV A post-test Newman-Keuls.
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6.2. Avaliacio da resposta imunoldgica induzida pela infecciao por S. mansoni

em camundongos WT e MIF”

6.2.1 Resposta humoral

Para a avaliacdo da resposta humoral foram verificados niveis de 1gG2a, 1gG1 reativos a
antigenos de SEA e a concentracdo de IgE total no soro de camundongos infectados e ndo
infectados na fase aguda e a fase cronica da infecgdo por S. mansoni. A producéo de 1gG2a
reativa a0 SEA nos camundongos MIF” e WT, durante a infeccdo por S. mansoni, esta
representada no gréafico 4. Os dados mostram baixa reatividade de 1gG2a durante a infeccéo
por S. mansoni, ndo sendo observada uma elevacao estatistica de 1gG2a parasito-reativa na
fase aguda da infeccdo, em ambos 0s grupos experimentais. Na fase cronica, houve aumento
de 1gG2a reativa ao SEA, e este aumento foi estatisticamente maior nos camundongos nao

deficientes (WT).

IlgG2a HH
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Grafico 4. Niveis séricos de 1gG2a reativa & antigenos soltveis do ovo do parasito (SEA) durante a
infeccdo por S. mansoni em camundongos WT e MIF 7. Os valores representam a média + EPM da
absorbancia obtida pela técnica de ELISA no soro de camundongos Balb/c (MIF ”) e de camundongos Balb/c
(WT) néo infectados e infectados por S. mansoni, na fase aguda e na fase cronica da infeccdo (n= 28
animais/grupo). ** representa p < 0,01 e *** p < 0,001 na comparacdo entre infectados e ndo infectados do
mesmo grupo experimental e ## representa p < 0,01 na comparacao entre WT e MIF " durante a fase cronica da
infecgdo. Analise ANOVA post-test Newman-Keuls.
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Em relacdo a producéo de IgG1 (gréfico 5), a infeccdo por S. mansoni induziu aumento
estatistico nos niveis séricos de IgG1 reativos ao SEA, sendo que o aumento foi maior na fase
aguda que na fase cronica da infeccdo. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica nos niveis
de 1gG1 reativos detectados nos camundongos MIF”" e WT, tanto na fase aguda como na fase

crénica da infeccéo.
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Grafico 5. Niveis séricos de 1gG1 reativa a antigenos soltveis do ovo do parasito (SEA) durante a
infeccdo por S. mansoni em camundongos WT e MIF 7. Os valores representam a média + EPM da
absorbancia obtida pela técnica de ELISA no soro de camundongos Balb/c (MIF ) e de camundongos Balb/c
(WT) nédo infectados e infectados por S. mansoni, na fase aguda e na fase cronica da infeccdo (n= 28
animais/grupo). *** representa p < 0,001 na comparagdo entre infectados e ndo infectados entre animais do
mesmo grupo experimental. Analise ANOV A post-test Newman-Keuls.

A infeccdo por S. mansoni induziu um aumento significativo na concentracdo sérica de
IgE total, especialmente durante a fase aguda da infeccéo, nos animais MIF”" e WT (grafico
6). Entretanto, 0 aumento dos niveis séricos de IgE foi estatisticamente superior no grupo de

animais WT em relacdo ao MIF”, tanto na 82 quanto 142 semana ap6s a infecgéo.
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Graéfico 6. Niveis de IgE total no soro de camundongos Balb/c ( WT) e Balb/c (MIF ) na fase aguda e na
fase cronica da infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média £+ EPM da concentracdo de IgE
estimada pela técnica de ELISA em soro de camundongos nédo infectados e infectados subcutaneamente com 25
cercarias/animal e necropsiados apés 8 (fase aguda) ou 14 (fase crbnica) semanas da infeccdo (n= 25
animais/grupo obtidos em 3 experimentos independentes). ** representa p < 0,01, e *** p < 0,001 em relagéo a
concentragdo de IgE dos animais ndo infectados do mesmo gendtipo e ## representa p < 0,01 e ### p <0,001 na
comparacdo entre camundongos deficientes e ndo deficientes na producdo de MIF no mesmo periodo de
infecgdo. Analise ANOVA post-teste Newman-Keuls.

6.2.2 Producao de citocinas no figado

A quantificacdo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-17, no homogenato
hepatico de camundongos Balb/c WT e MIF"", na fase aguda e na fase cronica da infeccéo por
S. mansoni estd representada nos graficos 7 e 8, respectivamente. Apesar de ter sido
quantificado niveis superiores de TNF-a no homogenato de figado obtido de animais
infectados, tanto na fase aguda como na fase cronica, esses valores ndo foram estatisticamente
maiores que o nivel dessa citocina detectado em animais néo infectados. Também ndo foram
detectadas diferencas estatisticas nos niveis de TNF-a no figado de camundongos MIF e WT

(gréafico 7).
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Graéfico 7. Niveis de TNF-a no homogenato hepatico de camundongos Balb/c (MIF ) e de camundongos
Balb/c (WT) durante a infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentragdo de
TNF-a estimada pela técnica de ELISA no homogenato hepatico de camundongos ndo infectados e infectados
subcutaneamente com 25 cercarias/animal e necropsiados apos 8 (fase aguda) ou 14 (fase crbnica) semanas da
infeccdo (n= 8-10 animais/grupo). Analise ANOVA post-teste Newman-Keuls ndo mostra diferencas

estatistiscas entre 0s grupos.

Com relacdo a producdo de IL-17 detectada no figado dos camundongos Balb/c, ndo foi
possivel verificar aumento na producdo da citocina durante a fase aguda da infeccéo por S.
mansoni, tanto em camundongos WT, como em camundongos MIF" (grafico 8). Na fase
cronica da infecgéo, houve aumento significativo de I1L-17 em relagdo ao grupo néo infectado

somente nos animais geneticamente deficientes na produgéo de MIF.
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Gréfico 8. Niveis de 1L-17 no homogenato hepético de camundongos Balb/c (MIF ) e de camundongos
Balb/c (WT) durante a infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentragdo de
IL-17 estimada pela técnica de ELISA. * representa p < 0,05 em comparacao entre animais infectados do mesmo
grupo entre a fase aguda e fase cronica da infeccdo. Os valores representam a média =+ EPM obtido com 10
animais/grupo. Analise ANOVA post-teste Newman-Keuls.
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Como marca da inducdo da resposta do tipo 1, o nivel de IFN-y foi quantificado no
homogenato hepatico de camundongos Balb/c ndo deficientes (WT) e de camundongos Balb/c
geneticamente deficientes na producdo de MIF (MIF™), durante a infeccdo por S. mansoni.
N&o foram detectadas alteracBes significativas nos niveis de IFN-y no parénquima hepatico
dos animais WT no decorrer da infeccdo pelo parasito (grafico 9). Em contraste, a quantidade
de IFN-y no parénquima hepatico dos camundongos MIF”~ aumentou durante a infeccéo por
S. mansoni, sendo que na fase crénica da infeccdo, a quantidade de IFN-y nesse grupo foi
estatisticamente superior ao detectado nos animais ndo infectados de mesmo genotipo.
Comparando-se os grupos de animais infectados, observou-se um aumento significativo do
nivel de IFN-y no grupo MIF"" em relacdo aos animais WT na fase cronica da infecgdo

(gréfico 9).
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Graéfico 9. Niveis de interferon-y (IFN-y) no homogenato hepético de camundongos Balb/c (MIF ") e de
camundongos Balb/c (WT) durante a infecgdo por S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da
concentragdo de IFN-y, estimada pela técnica de ELISA no homogenato hepatico de camundongos nédo
infectados e infectados subcutaneamente com 25 cercarias/animal e necropsiados ap6s 8 (fase aguda) e 14 (fase
cronica) semanas da infec¢do (n= 8-10 animais/grupo). * representa p < 0,05 em relacéo ao nivel do animal ndo
infectado do mesmo grupo e # representa p< 0,05 na comparacio entre WT e MIF” durante a fase cronica.
Analise ANOVA post-teste Newman-Keuls .
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Conforme observado no grafico 10, a infeccdo por S. mansoni na fase aguda induz
niveis semelhantes de IL-10 em camundongos MIF” e WT. Entretanto, na fase cronica,
ocorreu um maior aumento do nivel de I1L-10 hepético nos animais WT. Apesar de ndo haver
diferenca estatistica entre os grupos nesta fase da infeccdo por S. mansoni quanto ao nivel de

IL-10, este foi superior nos animais ndo deficientes (WT).
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Graéfico 10. Niveis de IL-10 no homogenato hepético de camundongos Balb/c MIF * e de camundongos
Balb/c WT durante a infeccéo por S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentracdo de IL-
10 estimada pela técnica de ELISA no homogenato hepatico de camundongos infectados subcutaneamente com
25 cercarias/animal e necropsiados ap6s 8 (fase aguda) ou 14 (fase cronica) semanas da infeccdo (n= 8-10
animais/grupo). Néo foi realizada a quantificacdo de IL-10 nos camundongos ndo infectado (N.R.). Anélise
ANOVA post-test Newman-Keuls.

A producdo de citocinas tipicas do perfil de resposta do tipo 2, como IL-4, IL-5 e I1L-13,
foi também quantificada no homogenato hepatico dos animais experimentais. Os dados
apresentados mostram que a infec¢do por S. mansoni nos camundongos induziu aumento da
producdo local (figado) de IL-4, IL-5 e IL-13 em relacdo aos seus controles ndo infectados
(Gréficos 11, 12 e 13).

Com relagdo a producdo de IL-5, a infeccdo induziu aumento gradual da producéo

dessa citocina. Apesar de ndo constatadas diferencas estatisticas no nivel de IL-5 entre os
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camundongos do grupo WT e MIF”, é importante salientar que a quantidade de IL-5

quantificada nos camundongos WT foram sempre superiores que nos MIF”~ (grafico 11).
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Gréfico 11. Niveis de 1L-5 no homogenato hepatico de camundongos Balb/c (MIF ") e de camundongos
Balb/c( WT) durante a infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentragdo de
IL-5 estimada pela técnica de ELISA no homogenato hepético de camundongos nédo infectados ou infectados
subcutaneamente com 25 cercarias/animal e necropsiados apds 8 (fase aguda) ou 14 (fase crbnica) semanas da
infecgdo (n= 8-10 animais/grupo). Analise ANOVA post-test Newman-Keuls.

No caso da producéo de IL-4, camundongos MIF”" apresentaram niveis estatisticamente
elevados de IL-4 no figado dos animais da fase aguda, com reducdo durante a fase cronica,
enquanto que nos camundongos WT a quantidade de IL-4 aumenta durante a infecgdo. Desta
forma, na fase cronica da infeccdo por S. mansoni, os niveis de IL-4 detectados no figado dos
camundongos WT foram estatisticamente superiores aos dos animais ndo infectados e dos

camundongos MIF" infectados cronicamente pelo parasito (Grafico 12).
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Grafico 12. Niveis de IL-4 no homogenato hepético de camundongos Balb/c (MIF ) e de camundongos
Balb/c (WT) durante a infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentragdo de
IL-4 estimada pela técnica de ELISA no homogenato hepéatico de camundongos ndo infectados e infectados
subcutaneamente com 25 cercarias/animal e necropsiados apds 8 (fase aguda) ou 14 (fase crbnica) semanas da
infec¢do (n= 8-10 animais/grupo).* representa p < 0,05 em comparagdo com o nivel dos animais ndo infectados
e ## representa p< 0,01 na comparagéo entre camundongos MIF e WT, durante a fase cronica da infeccéo.
Analise ANOVA post-test Newman-Keuls.

A producédo de IL-13 no figado de camundongos infectados elevou-se estatisticamente
na fase aguda da infeccdo em ambos 0s grupos experimentais, ndo sendo observada diferenca
estatistica entre eles. Entretanto, na fase cronica da infeccdo, a producéo de IL-13 retornou
aos niveis basais dos animais ndo infectados no grupo geneticamente deficiente em MIF, mas

ainda apresenta-se elevada nos animais WT (grafico 13).
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Gréfico 13. Niveis de IL-13 no homogenato hepético de camundongos Balb/c MIF *~ e de camundongos
Balb/c WT durante a infec¢do por S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentracédo de IL-
3 estimada pela técnica de ELISA (n= 8-10 animais/grupo). * representa p< 0,05 em relagdo ao nivel do animal
ndo infectado do mesmo grupo e # p < 0,05 entre grupos diferentes. Anéalise ANOVA post-test Newman-Keuls.
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6.2.3 Atividade enzimatica como medida indireta do infiltrado celular no
Figado e no Intestino

A estimativa da infiltragdo/ativacdo de neutrdfilos no figado e intestino dos animais foi
indiretamente realizada através da quantificacdo da atividade de mieloperoxidase (MPO) no
homogenato destes tecidos. A infec¢do por S. mansoni induziu um aumento da atividade da
mieloperoxidase tanto no intestino (grafico 14) quanto no figado (gréfico 15) dos animais de
ambos os grupos. Durante a fase aguda da infeccdo, o aumento da atividade de MPO foi
semelhante nos animais WT e MIF”, tanto no intestino (grafico 14A) como no figado
(gréfico 15A). Na fase cronica, também ndo houve diferenga estatistica na atividade de MPO
detectada no intestino dos dois grupos experimentais (grafico 14B). Entretanto, o aumento da
atividade de MPO na fase cronica da infecgdo foi significativamente maior nos animais
deficientes na producdo de MIF, sugerindo maior participacdo de neutrofilos no granuloma

durante a fase crénica.
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Graéficol4. Atividade de mieloperoxidase (MPO) no intestino de camundongos WT e MIF  durante a
fase aguda (A) e fase cronica (B) da infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média £+ EPM dos
valores de absorbancia obtidos com 100 mg de intestino de camundongos Balb/c (MIF ")e Balb/c (WT) néo
infectados, apos 8 (fase aguda) e 14 (fase cronica) semanas da infeccdo com 25 cercarias/animal de S. mansoni.
Foram processados 15-18 amostras por grupo, obtidas de 3 experimentos independentes. *** representa p <
0,001 na comparacdo entre os valores obtidos de camundongos infectados versus ndo infectados do mesmo
grupo experimental. Anélise ANOVA post-test Newman-Keuls.
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Gréfico 15. Atividade de mieloperoxidase (MPO) no figado de camundongos WT e MIF " durante a fase
aguda (A) e fase cronica (B) da infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média + EPM de
absorbancia obtidos com 100 mg de figado. Foram processados 15-18 amostras por grupo, obtidas de 3
experimentos independentes. *** representa p< 0,001 na comparacdo entre os valores obtidos de camundongos
infectados versus ndo infectados do mesmo grupo experimental e ### representa p < 0,001 na comparacao entre
camundongos MIF e WT, durante a fase cronica da infeccdo. Analise ANOVA post-test Newman-Keuls.

O conteudo relativo de eosinofilos nos tecidos foi indiretamente estimado pela atividade
de peroxidase (EPO) no intestino (grafico 16) e figado (grafico 17) dos animais durante a
infeccdo por S. mansoni. Os dados demonstraram que a infeccdo por S. mansoni induziu
aumento significativo na atividade de EPO no figado e no intestino tanto na fase aguda como
na fase cronica. Na fase aguda da infeccdo, a atividade de peroxidase no intestino e no figado
foi estatisticamente superior nos camundongos WT em relagdo aos camundongos MIF™,
indicando menor atividade de eosindfilos nos animais deficientes. Entretanto, na fase cronica

da infeccdo a atividade de peroxidase foi semelhante nos dois grupos experimentais.
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Graéfico 16. Atividade de peroxidase de eosinéfilos (EPO) no intestino de camundongos WT e MIF
durante a fase aguda (A) e fase crdnica (B) da infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média +
EPM de absorbancia obtidos com 100 mg de intestino de camundongos Balb/c (MIF ) e Balb/c (WT) nio
infectados,apds 8 (fase aguda) e 14 (fase cronica) semanas da infec¢do com 25 cercérias/animal de S. mansoni.
Foram processados 15-18 amostras por grupo, obtidas de 3 experimentos independentes. *, ** *** representam
p < 0,05 p <0,01 ep < 0,001, respectivamente na comparacdo entre os valores obtidos de camundongos
infectados versus ndo infectados do mesmo grupo experimental e # representa p < 0,05 na comparacdo entre
camundongos MIF e WT, durante a fase aguda da infecgdo. Analise ANOVA post-test Newman-Keuls.
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Gréfico 17. Atividade de peroxidase de eosinéfilo (EPO) no figado de camundongos WT e MIF
durante a fase aguda (A) e fase crdnica (B) da infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média +
EPM. Foram processados 15-18 amostras por grupo, obtidas de 3 experimentos independentes. *** representa p
< 0,001 na comparacéo entre os valores obtidos de camundongos infectados versus ndo infectados do mesmo
grupo experimental e # representa p < 0,05 na comparagdo entre camundongos MIF e WT, durante a fase
aguda da infeccdo. Analise ANOVA post-test Newman-Keuls.
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Com relacdo a atividade de NAG, foi observada uma atividade basal da enzima no
figado e intestino de animais ndo infectados, o que estd de acordo com a presenca de
macrofagos residentes nesses tecidos. No intestino (grafico 18), a atividade da enzima
aumenta gradualmente em camundongos infectados, mas ndo se observam diferencas

estatisticas entre os camundongos WT e MIF™.
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Gréfico 18. Atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG) no intestino de camundongos WT e MIF -
durante a fase aguda (A) e fase crdnica (B) da infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média +
EPM de absorbancia obtidas com 100 mg de figado de camundongos Balb/c (MIF ™) e Balb/c (WT) ndo
infectados, apos 8 (fase aguda) e 14 (fase cronica) semanas da infeccdo com 25 cercarias/animal de S. mansoni.
Foram processados 18-21 amostras por grupo, obtidas de 3 experimentos independentes. Analise ANOVA post-
test Newman-Keuls.

No figado, a atividade de NAG nos camundongos WT foi estatisticamente elevada ainda
na fase aguda e permanece em elevacéo durante a fase cronica da infec¢do por S. mansoni em
relacdo ao detectado em animais ndo infectados. A elevacdo da atividade de NAG também foi
elevada durante a infeccdo por S. mansoni em camundongos MIF”, entretanto, essa elevagéo

foi estatisticamente inferior ao detectado nos animais néo deficientes (WT). (gréafico 19).
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Grafico 19. Atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG) no figado de camundongos WT e MIF 7/
durante a fase aguda (A) e fase crénica (B) da infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média +
EPM de absorbancia obtidos com 100 mg de figado de camundongos Balb/c (MIF ™) e Balb/c (WT) nio
infectados, apos 8 (fase aguda) e 14 (fase cronica) semanas da infeccdo com 25 cercérias/animal de S. mansoni.
Foram processados 18-21 amostras por grupo, obtidas de 3 experimentos independentes. * e ** representam p <
0,05 e p < 0,01, respectivamente na comparacao entre os valores obtidos de camundongos infectados versus ndo
infectados do mesmo grupo experimental e # representa p < 0,05 na comparacdo de camundongos infectados
MIF " e WT durante a mesma fase de infeccdo. Anélise ANOVA post-test Newman-Keuls.

6.3. Avaliaciao Patoldgica

Na esquistossomose, a formacéo do granuloma e a deposicao de colageno no figado sao
importantes marcadores de morbidade. Esses parametros foram avaliados através da analise
histopatoldgica e pela quantificacdo de hidroxiprolina no figado dos animais infectados.

As figuras 7 e 8 ilustram as alteracBes histopatoldgicas observadas no figado de
camundongos MIF” e WT durante a fase aguda da infeccdo por S. mansoni. Na figura 7
foram ilustrados granulomas decorrentes da deposicdo de ovos do parasito no figado de
camundongos ndo deficientes, WT (figura 7A) e animais deficientes na producdo de MIF
(MIF") (figura 7B). As imagens sugerem que a reacdo ao redor dos ovos do parasito nos
camundongos ndo deficientes seja mais intensa que nos animais deficientes. A avaliagdo
detalhada do granuloma hepético nesta fase da infeccdo sugere que a infiltracdo celular
(figura 8A e B) e a deposicao de colageno (figura 8 C, D, E e F) é maior nos camundongos

WT que nos deficientes MIF 7",
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Figura7. Fotomicrografias de cortes de tecido hepatico de animais com 8 semanas ap6s a infecgdo por S.
mansoni corados Tricomico de Masson. A, Balb/ ¢ (WT), B, Balb/c (MIF "), aumento 10x.
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Figura 8. Fotomicrografias de cortes histologicos de tecido hepatico de camundongos durante a fase
aguda da infecgdo por S. mansoni. A, C e E séo cortes de figado de animais WT; B, DeF de animais MIF™.
Os cortes A e B foram corados com hematoxilina-eosina evidenciando a infiltragdo celular granulomatosa. Os
cortes C, D, E, F foram corados com Tricomico de Masson mostrando a deposigdo tecidual de coladgeno. Cortes

A, B, C,D em aumento 40x; cortes E, F em aumento 20x.




Na fase crbnica da infeccdo por S. mansoni, as diferencas observadas no granuloma
hepatico observado nos animais WT e MIF” se intensificaram (Figuras 9 e 10). Foi
observado, principalmente durante a fase crénica da infec¢do por S. mansoni, que o infiltrado
celular, o tamanho do granuloma (Figura 9) e a deposicdo de colageno (Figura 10) foram

visualmente menores nos animais MIF”~ em comparagdo com os animais n&o deficientes.

Figura 9. Fotomicrografia de cortes de tecido hepatico durante a fase cronica da infecgdo por S. mansoni
corados com hematoxilina-eosina. Representacdo de cortes de granulomas hepaticos de camundongos WT (A,
C) e MIF" (B, D) processados ap6s 14 semanas da infeccdo subcutanea com 25 cercarias de S. mansoni/animal.
Os cortes representados em A e B, demonstrados em aumento 40X, e cortes C e D no aumento de 10x.
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Figura 10. Fotomicrografia de cortes histolégicos de figado de camundongos WT (A) e MIF” (B)
infectados por S. mansoni ap6s 14 semanas de infeccdo com 25 cercérias de S. mansoni e corados com
Tricomico de Masson. Aumento 40x.
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Na tentativa de quantificar a diferenca na deposicdo de colageno sugerida pela analise
histopatoldgica foi avaliado o contetdo de hidroxiprolina, como marcador da deposicdo de
colégeno no figado destes animais WT e MIF” na fase aguda e crénica da infeccdo.
Conforme mostrado no grafico 20, o conteddo de hidroxiprolina no figado de camundongos
WT infectados aumenta significativamente na fase aguda e na fase cronica da infecgéo por S.
mansoni, engquanto que esse aumento ndo foi observado nos animais geneticamente
deficientes na producdo de MIF. Dessa forma, a comparacdo entre 0s grupos de animais
infectados demonstra a presenga de concentracGes significativamente maiores no grupo de
animais WT tanto na fase aguda quanto na fase cronica da infeccdo em comparacdo com

animais MIF ",

>
w
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Gréfico 20. O contetdo de hidroxiprolina no figado de camundongos WT e MIF 7 durante a fase aguda
(A) e fase cronica (B) da infec¢do por S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da quantidade de
hidroxiprolina estimada no figado de camundongos Balb/c (MIF ™) e Balb/c (WT ) nio infectados, ap6s 8 (fase
aguda) e 14 (fase cronica) semanas da infecgdo com 25 cercérias/animal de S. mansoni. Foram processados 8-10
amostras por grupo. * representa p < 0,05 na comparagdo entre os valores obtidos de camundongos infectados
versus ndo infectados do mesmo grupo experimental e # representa p < 0,05 para camundongos MIF 7
comparados com camundongos WT durante a mesma fase de infeccéo.
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A medida da lesdo tecidual hepatica foi também realizada tendo em vista a observacéo
do grau de destruicdo tecidual nos grupos experimentais. A estimativa da atividade de
Aspartato Aminotransferase (AST) no soro de camundongos dos diferentes grupos
experimentais revelou que a infeccdo induz a um aumento gradual da atividade enzimatica,
sendo estatisticamente superior aos nao infectados na fase crénica da infeccdo, porém sem
diferenca estatistica entre os grupos infectados por S. mansoni (grafico 21). A quantificacdo
da atividade sérica de Alanima Aminotransferase (ALT) (grafico22) demonstrou um aumento
significativo da atividade desta enzima em camundongos infectados por S. mansoni tanto na
fase aguda como na fase cronica da infeccdo de ambos 0s grupos experimentais. Entretanto,
este aumento foi estatisticamente maior no grupo dos animais deficientes na producdo de

MIF, refletindo uma maior lesdo hepética neste grupo de animais durante fase cronica da

infeccdo.
A B
125+ 1251
- MIF-/- * - MIF-/-
1004 =EmWT 1004 x . WT
E 75 E 75
o) =3
= 50 = 50
@ 2
0- 0-
N3o infectados  Infectados N&o infectados  Infectados
Fase aguda Fase Crbnica

Grafico 21. Atividade sérica de Aspartato aminotransferase (AST) em camundongos WT e MIF ™
durante a fase aguda (A) e fase crdnica (B) da infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média +
EPM da atividade de AST sérica en camundongos Balb/c (MIF ") e Balb/c (WT) néo infectados, apds 8 (fase
aguda) e 14 (fase cronica) semanas da infecgdo com 25 cercérias/animal de S. mansoni. Foram processados 8-10
amostras por grupo. * representa p < 0,05 na comparagdo entre os valores obtidos de camundongos infectados
versus ndo infectados do mesmo grupo experimental.
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Gréfico 22. Atividade sérica de Alanina aminotransferase (ALT) em camundongos WT e MIF
durante a fase aguda (A) e fase crénica (B) da infeccdo por S. mansoni. Os valores representam a média +
EPM da atividade de AST sérica em camundongos Balb/c (MIF ) e Balb/c (WT) ndo infectados apés 8 (fase
aguda) e 14 (fase crdnica) semanas da infecgdo com 25 cercarias/animal de S. mansoni. Foram processados 8-10
amostras por grupo. * e ** representam p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente na comparagdo entre os valores
obtidos de camundongos infectados versus ndo infectados do mesmo grupo experimental e # representa p < 0,05
para camundongos MIF /" comparados com camundongos WT durante a mesma fase de infec¢éo.

Para finalizar a analise comparativa da gravidade da patologia induzida pela
esquistossomose nos animais deficientes na producdo de MIF, a taxa de mortalidade dos
animais infectados foi avaliada em todos os experimentos. Conforme apresentado no gréafico
23, 0s animais MIF” infectados por S. mansoni apresentaram uma taxa de mortalidade

significativamente maior em comparagdo com os animais WT.
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Grafico 23. Curva de mortalidade induzida pela infeccdo por S. mansoni em camundongos WT e MIF

" . Foram acompanhados camundongos Balb/c (MIF ) e Balb/c (WT) infectados com 25 cercérias/animal
durante 14 semanas de infec¢do (49 animais/grupo). Comparacdo por Kaplan- Meier, post test Logrank.
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7. DISCUSSAO
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Os dados aqui apresentados mostram que a producdo de MIF néo afeta a suscetibilidade
de camundongos a infeccdo por S. mansoni, pois camundongos geneticamente deficientes na
producdo de MIF (MIF") infectados pelo parasito apresentaram carga parasitaria semelhante
a dos camundongos ndo deficientes (WT). A retencdo de ovos do parasito nos tecidos do
hospedeiro também foi semelhante em ambos 0s grupos experimentais. Apesar de a contagem
de ovos retidos no bago sugerir uma maior retencdo de ovos no baco dos animais MIF”" na
fase cronica da infeccdo, ndo houve diferenca estatistica. Além disso, a contagem dos ovos
retidos nos pulmdes, intestino e figado foram semelhantes entre ambos 0s grupos
experimentais, tanto na fase aguda como na fase cronica da esquistossomose experimental.
Estes dados contrariam trabalhos anteriores em modelos de infeccdo por helmintos, como
Taenia crassiceps e Schistosoma japonicum. Nesses trabalhos, camundongos geneticamente
deficientes na producdo de MIF foram mais suscetiveis a cisticercose em comparacdo com
camundongos normais (SATOSKAR et al., 2001; RODRIGUEZ-SOSA et al., 2003).
Trabalhando com S. japonicum, STAVITSKY et al., (2003) demonstraram que a producao de
MIF ¢é importante no controle de formas adultas do parasito, e que o bloqueio dessa citocina,
através da inoculacdo de anticorpos neutralizantes, resultou em aumento da carga parasitaria e
diminuicdo da fecundidade do parasito. Por outro lado, MAGALHAES et al., (2009)
demonstraram que camundongos C57BI/6 geneticamente deficientes na producdo de MIF e
ndo deficientes apresentaram numero semelhantes de vermes recuperados na perfusdo
sanguinea e de ovos eliminados nas fezes durante a fase aguda da infecgdo por S. mansoni.

Entretanto, apesar de ndo ter havido diferenca quanto a carga parasitaria, ou melhor,
quanto & intensidade e suscetibilidade & infeccdo, camundongos Balb/c MIF" infectados por
S. mansoni apresentaram uma taxa de mortalidade significativamente maior em comparacéo

com os animais WT, sugerindo que a patologia induzida pela infec¢do por S. mansoni tenha
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sido agravada nos animais deficientes. No intuito de verificar possiveis alteracdes que
justifiquem o aumento da mortalidade induzida pelo parasito em camundongos MIF™", foram
analisados parametros imunologicos e patoldgicos associados a infecg¢do por S. mansoni.
Infecgcdes helminticas, como é o caso da infeccdo por S. mansoni, induzem a producao
de IgG1 e principalmente IgE, anticorpos dependentes de citocinas do perfil Th2. BACHER et
al., (1996) tém demonstrado que MIF participa da ativacdo de células T e B, pois inoculacao
de anticorpos anti-MIF resultou em inibicdo da proliferacdo de células T e a producéo de
anticorpos por células B in vivo. Nossos dados indicam que a auséncia de MIF ndo interferiu
significativamente com a inducdo de reatividade de IgG2a ou 1gG1 durante a fase aguda da
esquistossomose experimental murina. Na fase cronica da infeccdo foi detectada pequena
reducdo dos niveis de IgG2a parasito reativo nos animais deficientes a producdo de MIF
comparado aos ndo deficientes, mas é importante salientar que a reatividade de 1gG2a durante
a esquistossomose experimental é muito baixa, ndo sendo possivel precisar a significancia
bioldgica deste achado. Diferente da pouca diferenca observada nos niveis de IgG1 e IgG2a
parasito-reativas, a producdo MIF teve um papel importante no aumento de producédo de IgE
durante a infeccdo por S. mansoni. Os niveis diminuidos de IgE no soro dos animais MIF™ ¢
um dos indicio de que MIF tem importante no desenvolvimento e manutencao da resposta de
perfil Th-2 durante a infeccdo por S. mansoni. MIZUE et al., (2005) demonstraram em
modelo experimental de asma, que também induz uma resposta de perfil Th2 com altos niveis
de IL-4, IL-5 e IL-13 no lavado broncoalvelar e altos niveis séricos de IgE, que houve uma
diminuicéo significativa da producéo de IgE em animais MIF"" quando desafiados com OVA.
Paralelamente, ROSSI et al. (2005), demonstraram que ha um aumento dos niveis de MIF no
lavado broncoalveolar de pacientes asmaticos. Em conjunto, esses dados da literatura
corroboram com o descrito neste trabalho experimental e indicam que MIF tem importante

participacdo no desenvolvimento da resposta adaptativa de perfil Th2. Entretanto, a influéncia
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da producao de MIF na resposta humoral detectada neste trabalho experimental difere do que
tem sido observado na infeccdo por Taenia crassiceps, em que o nivel de IgE foi preservado
na auséncia de MIF (RODRIGUEZ-SOSA et al., 2003) e dos achados de MAGALHAES et
al., (2009) que demonstraram que a auséncia de MIF ndo interfere com a producdo de IgE
durante a fase aguda da infeccdo por S. mansoni. Talvez a diferenca na resposta humoral
possa estar relacionada com a natureza ou duracdo do estimulo antigénico nos diferentes
modelos experimentais.

Analisando o perfil de resposta imunoldgica no sitio de retencdo do ovo, ou seja, no
homogenato hepatico de animais MIF" e WT, ficou demonstrado que MIF esta envolvida na
ativacdo da resposta imunoldgica e formacdo do granuloma. Camundongos deficientes na
producdo de MIF apresentaram diminuicdo da resposta de perfil Th2, evidenciado por
menores niveis de IL-13, IL-4, e, apesar de ndo estatisticamente significante, diminuidos
niveis de IL-5 no parénquima hepatico, principalmente durante a fase crénica da infeccdo. Em
contrapartida ao aumento da producéo de citocinas do perfil Th2, os dados obtidos durante a
infeccdo por S. mansoni demonstraram que a producdo de IFN-y no figado foi aumentada em
camundongos MIF”", em comparagdo com os animais ndo deficientes na fase cronica da
infeccdo. Esses dados sugerem que a auséncia de MIF no estabelecimento da resposta do tipo
2 é prejudicada, afetando o balango Thl/ Th2 detectado nesta fase da infec¢do por S. mansoni.
Estes dados corroboram os achados de KAPLAN et al., (1998), que sugerem que O
desenvolvimento do granuloma esquistossomético é um processo complexo, onde
subpopulagdes Thl e Th2 regulam o processo, em que a auséncia de polarizagcdo da resposta
Th2 leva ao aumento de uma resposta Thl. Esse balango tem conseqléncias na formacao do
granuloma e na evolucdo da patologia de fase cronica. Estes dados sdo consistentes com
estudos prévios que sugerem um papel de regulacdo cruzada para INF-y, IL-4 e IL-10 na

diferenciacéo celular entre perfis Thl e Th2. (CHENSUE et al., 1994; JANKOVIC & SHER,
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1996; WYNN et al., 1997,1998; BOROS & WHITIFIELD, 1999;1998; FLORES-
VILLENUEVA et al., 1994; PEARCE et al.,1991; SHER et al., 1991). Porém a regulacédo
cruzada entre Thl e Th2 ndo explica todo o processo de regulacdo do granuloma
esquistossomotico. A faléncia da resposta granulomatosa em mudar para Thl em animais
privados de IL-4 sugere que a reacdo cruzada entre os dois tipos de respostas ndo ocorra
(METWALI et al.,, 1996; RAKASZ et al., 1998). Sabe-se da participacdo de outras
subpopulacdes de células T que tambeém participam da formacéo e regulacdo do granuloma
como as Treg (HESSE et al., 2004) ,e mais recentemente, ficou demonstrada a participacéo da
subpopulacdo Thl7 (RUTITZKY & STADECKER, 2006) durante a infeccdo experimental. E
ha indicios mostrando que o balanco entre a ativacdo e atuacdo entre os varios tipos de
subpopulac@es de células T seja determinante durante a infeccdo (ANTHONY et al., 2007).
Inicialmente a producdo de MIF foi descrita como uma citocina pro-inflamatéria
classica, isto é, uma citocina envolvida com inducéo e amplificacdo da resposta de perfil Th-1
(CALANDRA et al., 1994; CALANDRA et al., 1995; BACHER 1997; DONNELY et al.,
1997; FLASTER et al., 2007). Posteriormente, foi verificado que a producdo de MIF também
estd associada com amplificacdo e manutencdo de resposta imune de perfil Th2, como
demonstrado por varios autores (ROSSI et al., 1998; YAMAGUCHI et al., 2000; BACHER
et al., 1996). Nossos dados também confirmam a importancia da producdo de MIF no
desenvolvimento da resposta Th2 durante a infec¢do por S. mansoni em camundongos. Esses
dados claramente indicam que MIF ndo é um mediador unidirecional envolvido
exclusivamente na ativacdo imunoldgica ambiente Thl, mas sim uma citocina que atua de
acordo com o ambiente de citocinas prevalente, sendo um potente amplificador da inflamacao
independente do perfil de resposta predominante. Nossos resultados sugerem que MIF, em
contexto de uma resposta inflamatoria do tipo 2, como no granuloma esquistossomotico e em

inflamag@es alérgicas (MIZUE et al., 2005; MAGALHAES et al., 2008), pode acelerar o
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desenvolvimento de uma reatividade do tipo 2, incluindo a atracdo de macréfagos, eosinofilia
e a inducdo de macrdfagos alternativamente ativados. Recentemente, a expresséo de proteina
homologa a MIF tem sido documentada em uma variedade de parasitos infectantes ao
homem, incluindo o protozoario Plasmodium falciparum e Leishmania major e em alguns
helmintos Brugia malayi e Trichinella spiralis, Wuchereria bancrofti (PRIETRO-
LAFUENTE et al., 2008). A caracterizacdo da producdo de proteina homologa a MIF de
mamiferos em espécies de parasitos, pde em discussao se a producdo de moléculas mimicas
do parasito tenha funcdo de contrabalancar o efeito da citocina produzida pelo proprio
hospedeiro e/ou se auxilia o estabelecimento de uma resposta imunolégica que seja favoravel
a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro. O papel de MIF em regular a ativacdo alternativa
de macrofagos foi relatado na infeccdo por Brugia malayi (FALCONE et al., 2001). Esses
autores relatam que a producéo de proteina homologa a MIF pelo verme pode agir de forma
sinérgica com IL-13 e IL-4 na ativacao da resposta Th2. Estes dados sugerem que a producéo
de proteina homdloga a MIF pelo parasito contribui para conter a inflamacéo do tipo 1
durante a infeccdo pelo helminto. Aparentemente, na esquistossomose, a ligacdo de MIF com
a producdo de colageno existe, e apesar da necessidade de estudos adicionais para um melhor
esclarecimento, esta atuacdo pode estar relacionada com a atividade de AAM.

Outro resultado que merece destaque na avaliagdo de citocinas foi que a quantificagéo
dos niveis de TNF-a no homogenato hepatico de camundongos infectados por S. mansoni ndo
apontou diferencas no nivel desta citocina entre 0s grupos experimentais. Trabalhos
demonstraram que a produgdo de MIF estimula a inducdo da producdo de TNF-o por
macrofagos (CALANDRA et al., 2004; CALANDRA & ROGER, 2003), entretanto estes
dados foram obtidos em condicGes experimentais que ativam predominantemente uma
resposta do tipo 1. Em um ambiente predominante do tipo 2, como no granuloma

esquistossomotico, a producdo de TNF-a parece ndo ser afetada pela auséncia de MIF.
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O mecanismo preciso pelo qual MIF promove a resposta Th2 permanece a ser
esclarecido. MIZUE et al., 2005 demonstraram que MIF produzido e secretado por células
apresentadoras de antigenos pode determinante no processo de diferenciacdo celular e na
manutencdo da resposta imune adaptativa do tipo 2. MICTHELL et al., (1999) sugerem que a
inducdo da sinalizacdo via ERK-1/2 através da cascata de ativacdo de MAPKinase pode ser
essencial para a hiperreatividade induzida pelo parasito e para a resposta inflamatoria do tipo
2. No modelo de asma experimental e arteriosclerose a producdo de MIF tem efeito
quimiotatico sobre mondcitos e linfocitos (MIZUE et al., 2005; SCHOBER et al., 2008).
Adicionalmente, MIF se liga aos receptores de quimiocinas CXCR2 e CXCR4, podendo
apresentar funcbes de quimiocina e age como regulador do recrutamento celular inflamatério
(BERNHAGEN et al., 2007). No entanto, em contrate aos ligantes CXCL8 e CXCL12, os
quais agem de uma maneira restrita, MIF promove o recrutamento de ambos, mondcitos e
células T, por interagir com CXCR2 e CXCR4 respectivamente. Além do efeito no
recrutamento celular para o sitio inflamatério, STAVITSKY & XIANLI, (2002) mostraram
que MIF pode regular a resposta imune por modular a expressdo de moléculas chave na
ativacdo celular. Esses autores relataram que MIF aumenta a expressao de B7-1 pelas células
B e CD40L pelas células T, em cultura de células B e macréfagos de camundongos infectados
por S. mansoni, ou seja, a ativacdo de células B e T apresentam-se diminuidas em animais
deficientes de MIF, pois a expressao de receptores importantes na interacdo entre linfocitos B
e T é diminuida. Nesse sentido, a producdo diminuida de IgE e de citocinas do perfil Th2
induzida pela infec¢do experimental por S. mansoni em camundongos deficientes na produgéo
de MIF corroboram os dados apresentados por STAVITSKY & XIANLI, (2002). Assim,
apesar de ndo quantificarmos a expressdo moléculas co-estimulatorias estes resultados
parecem ter ligacdo com os nossos dados e podem ser motivo de investigacOes posteriores em

nosso modelo de infeccdo por S. mansoni. STAVITSKY & XIANLI (2002) também
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demonstraram que MIF pode interferir e modular a expressdo de MHC-I1I, B7-2, CDA40,
ICAM-1, CR1/CR2 e receptores para IL-10 e a expressao intracelular de IL-10, TNF-a e p40
(IL-12) através da estimulacdo de altas concentracbes de MIF recombinantes a cultura de
varios tipos de células através de ensaios de citometria de fluxo.

Associado as alteracOes detectadas no padrdo de producdo de citocinas e na resposta
humoral, a auséncia de MIF também resultou em diminuicdo da resposta inflamatdria celular
ao redor dos ovos do parasito, confirmadas pelos ensaios de atividade enzimatica (EPO,
NAG, MPO) e pela anélise de laminas confeccionadas de tecido hepatico dos camundongos
infectados por S. mansoni. A quantificacdo de atividade enziméatica EPO e NAG é uma
medida indireta da concentracao/ativacdo de eosinéfilos e macrofagos, respectivamente. Ha
varios relatos na literatura demonstrando que MIF é uma citocina que atua na quimiotaxia,
ativacdo e manutencdo da sobrevivéncia celular durante a inflamacdo (CALANDRA et al.,
1994, SABROE et al, 2000; MIZUE et al., 2005, BERNHAGEN et al., 2007,
MAGALHAES et al., 2007; NAKAMURU et al., 2005). O recrutamento e ativacio de
eosindfilos (ROSSI et al., 1998) e macrofagos (CALANDRA et al., 1994) faz com que estas
células também produzam MIF, aumentando a possibilidade de retro-alimentacdo do estimulo
durante o processo inflamatério. Adicionalmente, trabalhos experimentais tém demonstrado a
importancia de MIF no acimulo de células inflamatérias no tecido, através da estimulagdo da
expressdao de moléculas de adesdo nos endotélios (LAN et al. 1997; ROSSI et al.,1998;
MIZUE et al., 2005).

Em nosso modelo experimental foi possivel confirmar a importancia de MIF sobre o
recrutamento de eosindfilos durante a infec¢do por S. mansoni. Estes dados corroboram os
relatados por MAGALHAES et al. (2009), que demonstraram que MIF é essencial no
recrutamento de eosinofilos para o granuloma esquistossomotico na fase aguda da infeccao.

Além disso, os autores demonstraram que a relacdo de MIF e eosindfilos vai além da
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qguimiotaxia, pois seus achados demonstram claramente que a producdo de MIF é requerida
como um fator de sobrevivéncia durante a diferenciacdo de eosindfilos induzida por IL-5.
Entretanto, aléem de MIF, outras citocinas, como GM-CSF, IL-5, IL-3, IL-5 e eotaxina s&o
fatores que atuam na ativacdo e aumento da sobrevivéncia de eosindfilos nos tecidos,
provavelmente atuando apos a transmigracdo celular. Portanto, na auséncia de producdo de
MIF, ndo podemos descartar a possibilidade de que outros elementos da resposta imunolégica
possam colaborar no recrutamento, ativacdo e sobrevivéncia de eosinofilos que foi
restabelecido na fase cronica da infeccdo em animais MIF™" infectados por S. mansoni. Além
do efeito sobre eosinofilos, a auséncia de MIF resultou em aumento significativo na atividade
de MPO no homogenato hepatico da fase cronica da infec¢do por S. mansoni, sugerindo maior
participacdo de neutréfilos no granuloma esquistossomotico destes animais. E possivel que as
alteracdes na composicao celular verificada no granuloma esquistossomoético formado em
camundongos MIF™, altere significativamente a producdo de elementos quimiotaticos locais.
Neste sentido é importante salientar que neutréfilos ndo expressam CD74, um dos receptores
de MIF (BAUMANN et al., 2003; BERNHAGEN et al., 2007).

Uma das diferengas mais marcantes detectadas no decorrer da infec¢do por S. mansoni
em camundongos MIF™", foi a reducdo do recrutamento de macréfagos para o granuloma, pois
tanto na fase aguda quanto na fase cronica da infeccdo o infiltrado macroféagico foi
significativamente menor nos camundongos MIF™, verificado pela reducdo do nivel de
atividade de N-acetil-glicosaminidase e pela constatacdo da grande reducdo desta célula na
analise histopatoldgica. Outros trabalhos demonstraram que a auséncia ou o bloqueio de MIF
influencia negativamente a infiltracdo de macrofagos (MIZUE et al. 2005; BERNHAGEN, et
al.,2007). Além de atuar na quimiotaxia de células inflamatorias, MIF também suprime
apoptose celular mediada por p-53 e este efeito pode sustentar a resposta inflamatoria de

forma mais eficaz (MITCHEL et al., 2002). MIF também aumenta a producdo de IL-2, a
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expressao do receptor de IL-2 e de células T de memoria, além de influenciar a diferenciacédo
Th1/Th2 em infeccbes experimentais (BACHER et al., 1996). A observacdo de que a
expressao de MIF persiste em doencas estabelecidas tem sustentado a hipGtese de que esta
citocina tenha papel na manutencéo do processo inflamatorio (DONELY & BUCALA, 1997).

Trabalhos anteriores demonstraram que a reacao granulomatosa ao redor de ovos de S.
mansoni € significativamente suprimida por anticorpos dirigidos contra macréfagos e
eosinofilos, indicando que estas células sdo mediadores importantes desta resposta
inflamatéria (BOROS & WARREN, 1971; MAHMOUD et al., 1975). Granulomas isolados
de figados de camundongos no final da fase aguda da infeccdo e estimulados in vitro,
liberaram citocinas que atuam especificamente em macréfagos e eosinéfilos (BOROS et al.,
1973), celulas que participam no sequestro de antigenos do parasito que extravasam para o
parénquima hepatico e sdo altamente tdxico ao tecido.

Infecgbes cronicas por helmintos sdo tipicamente associadas a uma resposta
imunolégica com perfil Th2, na qual macrofagos alternativamente ativados sao proeminentes.
InvestigacOes indicaram que MIF estimula a transcricdo de YM1 em macrofagos, que além de
atuar como fator quimiotatico para eosinofilos (OHWASI et al., 2000; FALCONE, 2001),
esta associado a ativacao alternativa de macréfagos (KLEEMANN et al., 2000; ZANG et al.,
2002). YM1 foi detectada em camundongos deficientes em IL-4 e IL-5, sugerindo que MIF
possa agir diretamente para induzir a produgdo de YM1. FALCONE et al., (2001) sugere
também que MIF possa ser o primeiro estimulo para macrofagos iniciar a diferenciacdo
alternativa, mas outros fatores sdo necessarios para que 0 processo se complete. Recentemente
PRIETO-LAFUENTE et al. (2009) mostrou que MIF atua na regulacdo do receptor de IL-4
em macrofagos, e que juntamente com IL-4 resultou em aumento da expressdo de marcadores
da ativacdo alternativa destas células. Como demonstrado por HERBERT et al (2004) a

ativacdo alternativa de macréfagos € importante na regulacdo da resposta Thl e da
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imunopatologia na esquistossomose. Estimulacdo de macrofagos in vitro com elevados niveis
de IL-4 e IL-13 e IL-21 reprimem a sintese de iINOS e estimulam a producéo de arginase,
enzima envolvida na producdo de prolina, a partir de arginina (PESCE et al., 2006; WYNN,
2004). A prolina € um importante precursor do colageno (GORDON, 2003). Numerosos
estudos tém apontado que macrdfagos e fibroblastos sdo as principais células envolvidas na
patogénese da fibrose. Apesar de celulas T CD4+ serem essenciais, a sua principal
contribuicdo pode ser o controle da ativacdo e o recrutamento de macrofagos e fibroblastos
(HESSE et al., 2000; HESSE et al. 2001). Lembrando que os niveis de IL-4 e IL -13 foram
diminuidos na fase crénica da infeccdo, é possivel que a ativacao alternativa dos macrofagos
gue compdem o granuloma possa também estar diminuida. A diminui¢do da quantidade de
macrofagos no sitio inflamatério aliado a reducdo de ativacdo destas células pode ser
responsavel pela reduzida producdo de colageno observada no granuloma formado em
camundongos MIF 7 durante a infeccdo por S. mansoni.

A producéo elevada de IL-13 (CHIARIMONT et al., 1999; FALLON, 2000), eosinofilia
tecidual (REIMAN et al., 2006), e a ativacdo de macréfagos alternativamente ativados
(HERBERT et al., 2004) tém sido associado com fibrose hepatica e a conseqliente hipertenséo
portal, principal causa de morbidade grave durante a fase cronica da infec¢do por S. mansoni.
A nossa analise da deposicdo tecidual de colageno em camundongos infectados por S.
mansoni confirma que MIF é essencial neste processo, desde que, a deposicao de colageno no
granuloma desenvolvido em camundongos MIF” foi menor em comparagéo com os animais
WT. Adicionalmente, a auséncia de MIF afetou a producéo de citocinas Th2 (IL-4 e IL-13) e
a infiltracdo de macrofagos e eosindfilos para o granuloma, podendo ser a razdo para a
diferenca na producédo e deposicdo de colageno. Estudos usando camundongos deficientes na
producdo de varias citocinas mostraram que a fibrogénese esta fortemente associada com o

desenvolvimento de uma resposta do tipo Th2, envolvendo IL-4, IL-5 e IL-13 (WYNN, et al.,
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1995). Apesar de uma potente resposta inflamatoria se desenvolver quando células de perfil
Th1l sdo predominantes, sob estas circunstancias, o desenvolvimento da fibrose tecidual é
completamente atenuado. Estes estudos mostram que a inflamacao crénica nem sempre induz
a deposicao de elementos conectivos teciduais e que a magnitude da fibrose é regulada pelo
desenvolvimento e fendtipo das celulas T coordenado por citocinas do tipo 2 (WYNN et al,
2004). IL-13 é a principal citocina pro-fibrotica, sendo sugerido que IL-13 estd fortemente
envolvida com a patologia da esquistossomose, devido ao seu potente efeito pro-fibrético que
é dependente da sinalizacdo via ativacdo do receptor Il de IL-13, ou seja, independente de IL-
4 (RAMALINGAN et al., 2008). O baixo nivel de 1L-13 dos animais MIF" na fase cronica,
coincide com a menor deposicdo de colageno, quantificada através do ensaio de
hidroxiprolina, em comparacdo com os animais WT. Nossos dados se contrapdem ao
apresentado por RODRIGUEZ-SOSA et al. (2003) que, trabalhando com os modelos de
infeccdo de Taenia crassiceps, demonstram um aumento significativo da producao de I1L-13
em animais Balb/c deficientes na producdo de MIF comparado ao detectado em né&o
deficientes. Posteriormente, MAGALHAES et al (2009) mostraram que camundongos
C57BI/6-129/SV F2 deficientes na producdo de MIF e infectados por S. mansoni produziam
niveis de IL-13 compativeis com os animais ndo deficientes, mas os autores s6 analisaram a
fase aguda da infeccdo. Em nosso trabalho, apesar do nivel de IL-13 ser diferente entre os
grupos somente na fase crbnica da infeccdo, a deposicdo de coladgeno ja foi menor nestes
animais desde a fase aguda, em que os niveis desta citocina foram semelhantes. Por isso
acreditamos que fatores adicionais a producdo de 1L-13 possam interferir nesta deposicéo de
colageno. Talvez um menor nimero de eosinofilos e macrofagos em decorréncia da auséncia
de MIF como anteriormente discutido, ja que ha relatos na literatura de que estas celulas

possam estar envolvidas neste processo de fibrose e patologia.
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HUMBLES et al., (2004) demonstraram que eosindfilos também sdo importantes no
processo de deposicdo de colageno e remodelacdo tecidual no modelo de imunizacdo e
desafio por OVA (ovalbumina), utilizando camundongos deficientes na diferenciacdo de
eosinofilos. Assim, é possivel que a diminuicdo de eosindfilos durante a fase aguda da
infeccdo por S. mansoni em camundongos MIF”, possa colaborar com a diminuicdo da
deposicdo de hidroxiprolina tecidual nestes animais, mesmo na presenca de IL-13, pois
eosinofilos podem ser origem de importantes citocinas fibrogénicas (tal como TGF-B e IL-
13). Posteriormente, apesar da eosinofilia tecidual se tornar semelhantes em comparagdo com
os animais WT, a persisténcia de uma diminuida deposicdo de coldgeno possa ser em
decorréncia da diminui¢do dos niveis de IL-13 e de AAM, que segundo HERBERT et al.,
(2004) sao fundamentais o desenvolvimento da imunopatologia através da producdo de
colageno.

Nossos dados demonstram que camundongos Balb/c geneticamente deficientes na
producdo de MIF infectados por S. mansoni desenvolveram um granuloma menor, com menor
celularidade e menor deposicdo de coldgeno, mas a infeccdo nestes animais resultou em maior
taxa de mortalidade. Assim, nesta linhagem de camundongos, a reducdo do granuloma
esquistossomotico e da resposta Th2 foi associado a maior mortalidade dos animais. Alguns
trabalhos experimentais (STADECKER & HERNANDEZ, 1998; HOFFMANN et al., 2000;
RUTITZKY et al., 2001) sugerem que a formacdo do granuloma constitui um importante
mecanismo de defesa do hospedeiro, pois é capaz de sequestrar toxinas secretadas pelo ovo do
parasito retido no tecido, protegendo-o da lesdo hepatica mais intensa e aguda. O
estabelecimento de uma resposta granulomatosa no curso da doenca & de fundamental
importancia para prevenir um quadro agudo letal marcado pela predominancia de citocinas
pro-inflamatorias do tipo Thl. Neste sentido, animais imunossuprimidos ou atimicos

desenvolveram resposta granulomatosa diminuida, composta principalmente por macrofagos
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imaturos, com presenca de necrose liquefativa no figado e no pulméo, com severa destrui¢édo
do parénquima tecidual, liberacdo de enzimas hepéaticas e morte precoce dos hospedeiros
(AMSDEN et al., 1980). Infeccdes em camundongos tolerizados contra antigenos de ovos do
parasito também néo desenvolvem granuloma ao redor dos ovos retidos em tecidos, e como
conseqiiéncia apresentaram lesdes hepaticas mais graves (FALLON & DUNNE, 1999;
DUNNE & DOENHOFF, 1983). Portanto, a formacao de granulomas menores, incapazes de
conter os produtos antigénicos provenientes do ovo do parasito, também podem ser lesivos
aos tecidos do seu hospedeiro. Para confirmar um possivel efeito hepatico lesivo decorrendo
da formacdo de granulomas pequenos e incapazes de conter os antigenos produzidos pelos
ovos do parasito, foram quantificados marcadores de lesdo hepatica, transaminase oxalacética
(AST ou TGO) e transaminase piravica (ALT ou TGP). Os nossos resultados demonstraram
que apesar de niveis iguais de AST, uma maior producdo de ALT, que segundo AWDALLA
et al., (1975) é mais especifica de células hepéticas, foi constatada no soro de animais MIF”"
em comparagdo com os animais WT. Esse resultado corrobora com nossa hipotese de que o
papel protetor desempenhado pelo granuloma ndo foi atingido nos camundongos
geneticamente deficientes na producdo de MIF, gerando uma lesdo hepatica mais intensa no
figado destes animais.

E essencial ressaltar que, em modelos murinos, diferentes linhagens de camundongos
apresentam diferencas na suscetibilidade e na patologia da esquistossomose. Dessa forma,
camundongos C3H e CBA desenvolvem reacGes granulomatosas mais proeminentes,
enquanto BL/6 e BALB/c desenvolvem lesGes significativamente menores quando desafiados
com mesmo numero de cercarias (STADECKER et al., 2004). DAJEM et al., (2008)
demonstraram que camundongos C57BL/6 sdo mais suscetiveis a infeccdo em comparagéo
com camundongos Balb/c. Assim, ao utilizarmos camundongos Balb/c, linhagem que

originalmente produz uma resposta granulomatosa menos intensa, podemos ter comprometido
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0 componente protetor do granuloma. Entretanto, é possivel que a auséncia de MIF possa
reduzir a patologia crénica em outras linhagens de camundongos ou outros hospedeiros, onde
a resposta granulomatosa ao redor do ovo € muito intensa.

Nesse contexto, apesar da importancia do carater multifatorial que esta envolvido na
evolucdo da esquistossomose humana, nossos dados indicam que diferencas na producdo de
MIF em humanos possa estar associada a lesdo hepatica e com o grau de fibrose do paciente,
podendo ser um candidato a biomarcador da doenca. Claro que consideracdes dessa natureza
sdo reducionistas, porque levam em consideracao apenas uma variavel deste enorme mosaico
de fatores que provavelmente atuariam em conjunto no desenvolvimento de formas graves da
esquistossomose humana, entretanto, podem ter uma grande aplicacdo clinica e merecem um
estudo mais detalhado.

Em concluséo, a auséncia de MIF em camundongos Balb/c foi prejudicial ao hospedeiro
durante a evolucdo da infeccdo por S. mansoni, apesar de ndo afetar a carga parasitaria. Este
fato é decorrente do aumento dréstico na taxa de letalidade de camundongos MIF™ infectados
que ocorreu a partir da postura e retencédo de ovos do parasito nos tecidos deste hospedeiro. O
aumento da mortalidade ocorreu apesar da diminuicdo da celularidade e da deposicdo de
coladgeno no granuloma, que sdo parametros associados a morbidade da esquistossomose na
fase cronica da infeccdo, e foi coincidente com reducdo de citocinas do perfil Th2, aumento
de IFN-y e aumento da lesdo hepética. Esses resultados evidenciam um papel fundamental de
MIF na formacdo do granuloma e desenvolvimento da patologia associada a esquistossomose

murina.
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8. CONCLUSOES
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e Camundongos Balb/c geneticamente deficientes na producdo de MIF apresentam
maior taxa de mortalidade em decorréncia da infeccdo por S. mansoni que

camundongos Balb/c ndo deficientes.

e A avaliagdo parasitologica demonstrou que a auséncia de MIF ndo alterou o nimero
de vermes, a deposicdo de ovos no figado e no intestino e o numero de ovos
eliminados nas fezes dos animais experimentalmente infectados por S. mansoni, tanto

na fase aguda como na fase cronica da infec¢éo.

¢ A auséncia de MIF néo alterou a produgéo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a
e IL-17 ou da citocina modulatéria 1L-10 no figado dos camundongos infectados por
S. mansoni. Entretanto, animais MIF’~ apresentaram producdo reduzida de citocinas
do perfil Th2, especialmente IL-4, e aumento de IFN- y no figado na fase cronica da

esquistossomose experimental.

e Nos camundongos Balb/c geneticamente deficientes na producdo de MIF o granuloma
induzido pela deposicdo de ovos de S. mansoni no figado apresentou reducdo de

celularidade, especialmente de eosinofilos e macrofagos, e da deposicao de colageno.

e A infeccdo por S. mansoni em camundongos MIF” resultou em maior lesdo hepética,
detectada pelo aumento significativo dos niveis séricos de ALT durante a fase cronica
da infeccdo, que pode estar envolvido com aumento da mortalidade nesse grupo

experimental.
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Em conjunto, os dados apresentados indicam que MIF participa da formacdo do
infiltrado celular inflamatdrio, atuando principalmente em eosinofilos e macréfagos e
da inducdo da resposta do tipo 2, durante a formacao do granuloma esquistossomatico
hepético, e que a formacdo adequada do granuloma é importante na prote¢do do
hospedeiro contra possiveis lesGes hepéticas induzidas por antigenos do ovo do

parasito.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADC

Certificamos que o Protocolo n® 158/2008, relativo ao projeto intitulado
“Influéncia da producdo do fator inibidor da migragdo de macrofagos (MIF)
na evolucdo da infeccdo por Schistosoma mansoni Samboi, 1907 ein
camundongos’, que tem como responsavel(is) Deborah Aparecida Negrdo-
Corréa , estd(do) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA/UFMG),
tendo sido aprovado na reunido de 20/ 05/2009.

Este certificado expira-se em 20/ 05/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 158/2008, related to the project entitied
“The influence of the production macrophage migration inhibitory factor in:
evoution the infection by Schistosoma mansoni Sambon, 1907 in mice’,
under the supervisiors of Deborah Aparecida Negrdo-Corréa, is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Effics
Commiittee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in
May 20, 2009.

This certificate expires in May 20, 2014.

Belo Horizonte, ; 5\ de Maio dg 2009.
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' ,"Lw,uw
Prof. Humberto Pereira/Ofiveira

Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampuiha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Saia 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioeticalcetea - cetea@prpg.ufmg.br
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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