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Resumo da dissertacao

A infec¢do murina por cisticercos de Taenia crassiceps vem sendo utilizada
como um modelo experimental para estudo da cisticercose humana e animal. Nesta
infeccdo encontram-se parasitos presentes em um infiltrado inflamatério rico em
macrofagos. Estes macrofagos podem ser divididos em alternativamente ativados
(AAMO), que expressam uma grande quantidade da enzima arginase ou classicamente
ativados (CMO,) que expressam uma grande quantidade da enzima 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS). A arginase utiliza o substrato L-arginina para producao de ornitina,
favorecendo a proliferacdo celular e a sintese de colageno. A iNOS utiliza 0 mesmo
substrato para sintese de 6xido nitrico (NO) que ¢ um gés microbicida responsavel pelo
controle dos cisticercos. Para observar se ha uma associacdo entre a presenga de
macréfagos expressando arginase com aumento da susceptibilidade a infec¢ao por 7.
crassiceps, camundongos BALB/c foram infectados IP com 10 cisticercos e
acompanhados diariamente por 84 dias. Foi avaliado o numero dos cisticercos, o perfil
sist€émico de citocinas, o perfil dos macrofagos do infiltrado e a deposicao de colageno
no peritonio ao longo da infec¢do. Adicionalmente, os camundongos infectados foram
tratados com inibidor de arginase ou com L-arginina. A carga parasitidria aumentou
significativamente apds o 30° dia, atingindo 1022 (£230) cisticercos no final do periodo
experimental. O interferon y (IFNy) sérico dos animais infectados foi superior ao dos
controles no 28° dia apoés a infeccao e a IL-4 no 42° dia. Os macréfagos foram
predominantes durante todo periodo experimental e os polimorfonucleares (PMN)
apresentaram um pico no 14° dia ap6s a infec¢do, retornando aos valores normais no 42°
dia. Células portando o marcador CD301 presente em AAMg e com alta atividade da
enzima arginase aumentaram nas duas primeiras semanas ap6s a infeccado mantendo-se
alta por todo periodo experimental. A presenca de colageno no peritonio dos animais
infectados diminuiu até 14° dia apds a infec¢do, porém, nas fases mais tardias o
colageno aumentou tornando-se superior ao dos controles. O tratamento com o inibidor
da arginase ou L-arginina nao alterou o perfil da infec¢do, porém, o inibidor de arginase
inibiu a deposicao de coldgeno no peritdnio. Estes resultados sugerem que a enzima

arginase ndo interfere no controle dos cisticercos durante a infec¢do experimental por
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cisticercos de 7. crassiceps, mas ela ¢ importante na formagdo de fibrose caracteristica
da cisticercose.
Palavras chaves: Taenia crassiceps, cisticercose, macrofagos alternativamente

ativado, colageno.
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Abstract
The role of arginase on experimental cysticercosis induced by Taenia crassiceps

Murine infection by Taenia crassiceps cysticerci is used as an experimental
model for human and animal cysticercosis. In this infection parasites can be found
inside an inflammatory infiltrated enriched with macrophages. These macrophages can
be divided in alternatively activated, that express high amount of the arginase enzyme
and classically activated (CMg) that express high amount of induced nitric oxide sintase
enzyme (iNOS). Arginase uses the substrate L-arginine to produce ornithine favoring
the cellular proliferation and collagen synthesis. The iNOS uses the same substrate to
synthesize nitric oxide (NO), which is a highly microbicide compound responsible for
the cysticerci control. To observe if there is an association between macrophages
expressing arginase and an increase of the susceptibility to 7. crassiceps, BALB/c mice
were infected IP with 10 cysticerci and followed up by 84 days. It was measured the
number and stages of the cysticerci, profile of systemic cytokines, profile of the
macrophages in inflamed tissue and collagen deposition over the peritoneum. Besides,
infected mice were treated with arginase inhibitor or L-arginine and followed up by 56
days. The parasitic load was observed, which increased significantly after the 30th day.
At the end of experimental period number of cysticerci was 1022 (£230). The serum
interferon-y (IFN-y) of infected animals was higher than controls at the 28th day after
infection and IL-4 at the 42th day. Macrophages were the major cells observed at the
infected site, and the polimorphonuclear cells (PMN) picked at the 14th day after the
infection, returning to the normal values at the 42th day. Cells carrying the marker
CD301, present on AAMg, and high arginase activity increased in the early phase after
infection. The presence of collagen in the peritoneum of infected animals decreased
until 14th day after the infection, however, in the latest phases the collagen increases
and become superior to the control. The treatment with the arginase inhibitor or L-
arginine did not alter the profile of the infection; however the arginase inhibitor
inhibited the deposition of collagen in the peritoneum. These results suggest that the
enzyme arginase does not interfere with the control of the cysticerci during
experimental infection with 7. crassiceps cysticerci, but it is important for the formation
of fibrosis in cysticercosis.

Keywords:  Taenia  crassiceps, cysticercosis, alternatively activated

macrophages, collagen.
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Revisao da literatura

Helminto ¢ um termo usado para um grupo similar de parasitos multicelulares
que sdo distribuidos em trés filos: os platelmintos (helmintos achatados), os nematodas
(helmintos arredondados) e os acanthocephalans (helmintos com cabeca de espinho).
Uma ampla variedade de espécies de helmintos, possuindo um ciclo de vida que pode
ser monoxénico com transmissdo de um hospedeiro definitivo para outro, ou
heteroxénico, envolvendo distintos estddios de vida e diferentes espécies de hospedeiro.
Em alguns estadios, os parasitos muitas vezes sdo capazes de migrar através de
diferentes orgaos, sistemas e tecidos dentro do hospedeiro. Ha uma grande diversidade
de helmintos adultos que podem variar em tamanho de centenas de micra até dez metros
de comprimento. Geralmente, os cestodas produzem ovos em proglotes que sdo
dispersos no meio ambiente ¢ que podem ser carreados por um vetor artropode
facilitando a propagac¢do da infec¢do (Jackson 2008)

Parasitos helmintos afetam milhdes de pessoas em todo mundo, sendo a
principal causa de doengas infecciosas. A morbidade a estas doengas vem aumentando,
o que afeta a susceptibilidade a outros agentes infecciosos € em alguns casos, leva o
hospedeiro a morte. Todavia, o cuidado efetivo com a satide e medidas de saneamento

basico ajudam tanto na eliminagdo como evitam a re-infec¢ao (Gause et al. 2003)

A Teniase € a cisticercose

Os cestodeos Taenia solium e Taenia saginata sao os agentes etioldgicos da
teniase humana. O género Taenia pertence a familia Taeniidae, classe Cestoidea e
ordem Cyclophyllidea (Rey, 1991). As respectivas formas larvais, Cysticercus
cellulosae e Cysticercus bovis, causam a cisticercose. As ténias possuem dois
hospedeiros durante o ciclo de vida, um definitivo e um intermediario. O homem ¢
unico hospedeiro definitivo de ambas as ténias, alojando a fase adulta do parasito no
intestino delgado. Os cisticercos se desenvolvem nos hospedeiros intermediarios, sendo
observados mais comumente na musculatura, mas podem também estar presentes em
outros locais, sendo que os cisticercos de 7. solium desenvolvem nos suinos e os de 7.
saginata nos bovinos. (Acha & Szyfres, 1986; Rey, 1991).

Os conhecimentos acerca da cisticercose foram inicialmente datados da

antiguidade, por Aristoteles. Até a metade do século XIX, as informacdes sobre esta
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helmintiase ficaram desconhecidas, até que pesquisadores alemaes demonstraram que a
larva de Taenia solium era a responsavel por promover a doenca tanto em animais
quanto em seres humanos (Del Brutto & Sotelo 1988). Os cisticercos sao liberados
durante a digestdo da carne e o escolex desenvagina sob agdo da bile, fixando-se no
intestino delgado do homem. As pessoas que preparam alimentos e provam a carne
antes de cozinhar e individuos que fazem as refeigdes fora de casa estdo mais sujeitos a
teniase. Fatores econdmicos, culturais (habitos alimentares) e religiosos predispdem
alguns grupos de individuos a um maior ou menor grau de susceptibilidade. Na
culindria tradicional de muitas culturas ha pratos que utilizam carne crua, como o quibe
cru, que favorece a infec¢gdo humana. (Rey, 1991).

As ténias podem viver muitos anos no intestino delgado do homem, que adquire
0 patdgeno ao ingerir carne contaminada crua ou mal cozida contendo cisticercos
(Gemmell & Johnstone 1983). Do intestino do hospedeiro, elas liberam proglotes
gravidas contendo os ovos juntamente com as fezes, que contaminam o ambiente.
Quando os bovinos ou os suinos ingerem os ovos das ténias junto com o pasto ou a
agua, desenvolvem cisticercos em seus tecidos. Devido a alta viabilidade dos ovos no
meio ambiente, o animal pode se infectar sem a necessidade de ingerir diretamente as
fezes. Ha fatores que auxiliam a dispersdo dos ovos tais como: a contaminacao fecal do
solo, o transporte através do vento, aves, anelideo e artropode (moscas, besouros, tragas,
formigas, pulgas e acaros (Gemmell & Johnstone 1983; Lawson, 1982; Gemmell &
Lawson, 1982).

Os ovos de todas as ténias sdo sensiveis a dessecacdo e a temperatura elevada
(Gemmell & Lawson, 1982; Gemmell, 1987), podendo permanecer vidveis na pastagem
por periodos que variam de 4 até 12 meses (Huggins, 1989). Os ovos sdo resistentes ao
tratamento convencional de esgotos (Gemmell & Johnstone 1983; Reiff, 1994), porém o
tratamento da agua como floculagdo, sedimentacao e filtracdo sdo suficientes para
eliminar os ovos (Reiff, 1994). Na utilizacao de fezes como fertilizantes, a maneira mais
pratica de inviabilizar os ovos de ténia seria pela elevagdo da temperatura através da
compostagdo aerobica, que pode atingir temperaturas maiores que 65° C por mais de 7
dias (Reiff, 1994). O calor mata os cisticercos, sendo que o C. cellulosae morre a
temperaturas de 55°C, enquanto que o C. bovis morre a 50°C. A salga também torna os
cisticercos invidveis, sendo capaz de destrui-los quando presentes na carne de porco em

14 dias quando a mesma ¢ cortada e submersa em salmoura a 25% (Bartels, 1971).
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A aplicagdo de medidas para o controle da teniase/cisticercose depende das
caracteristicas epidemioldgicas da enfermidade na regido, incluindo condigdes
econOmicas, sociais e culturais. A estratégia fundamental consiste em interromper o
ciclo evolutivo do parasita a fim de evitar a infeccdo nos animais e na populagao
humana (Organizacdo Panamericana de Satde, 1994). As estratégias consistem
fundamentalmente em: melhoramento das condigdes de sanecamento do meio ambiente;
tratamento de toda a populacao infectada; melhoramento da criagdo de animais (evitar o
acesso de animais a fezes humanas); incremento na inspe¢do veterinaria de carnes e
derivados; evitar o abate e comércio de produtos clandestinos; educagdo em saude
enfatizando a adocdo de hébitos de higiene (Gemmell & Johnstone 1983) (Organizagdo
Panamericana de Saude, 1994; Reiff, 1994). Para paises endémicos, além das medidas
citadas acima, o congelamento da carne também pode diminuir a transmissdo da
enfermidade (Sotelo ef al. 1986)

A Organizag¢do Pan-americana (OPAS) e Mundial de Satde (OMS) consideram
os indices de 1% para teniase humana, 0,1%, para cisticercose humana e 5% para
cisticercose animal como endémicos, caracterizando a endemicidade desta doenca na
América Latina e ressaltando o importante problema de saude publica da teniase e
cisticercose. Cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo apresentam a cisticercose,
incluindo 32 milhdes na Africa, 11 milhdes na Asia e 3 milhdes na América. Na
América Latina, varios paises sdo considerados endémicos para a cisticercose, tais
como: Argentina, Venezuela, México, Colombia, Guatemala, Uruguai e Brasil (Flisser

1991, Nascimento 1991, Pedretti et al. 1999).

Cisticercose humana

A 1mportancia do complexo teniase/cisticercose para a saude publica resulta do
fato de que o homem, além de hospedeiro definitivo da ténia, pode se tornar hospedeiro
intermediario e abrigar a fase larval, caracterizando a cisticercose humana (Acha &
Szifres, 1986; Rey, 1991). Apds um a trés dias da ingestdo de ovos, ocorre a liberacao
dos embrides no duodeno e jejuno. As larvas alcangam a circulacdo sangiiinea e se
fixam em diversos tecidos (Rey, 1992; Veronesi et al. (1991).

Devemos ressaltar a importancia da cisticercose em diferentes processos
patolégicos humanos, os quais dependem da localizagdo do parasita. Cisticercos em

tecidos nobres, como o globo ocular e o sistema nervoso central (neurocisticercose),
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provocam doencas mais graves que cisticercos em outras localizagdes, como a
subcutanea, a muscular e a visceral, que sdo achados sem maior significado. Porém, a
presenca de cistos nessas ultimas localizagdes poderia ser um indicador da presenca de
cistos nos tecidos mais nobres. (Sotello, et al., 1988; Flisser, 1991; Nascimento, 1998;
Pefretti, 1999)

A cisticercose ¢ a enfermidade parasitaria que afeta o sistema nervoso central
com a maior freqiiéncia (De Albuquerque & Galhardo 1995, Del Brutto & Sotelo 1988),
sendo considerada a mais grave das infecg¢des parasitarias do sistema nervoso humano
(Couldwell & Apuzzo 1992; Flisser & Planoarte, 1991; Schenone et al., 1982). A
neurocisticercose acomete um grande nimero de pessoas e produz algumas vezes
sintomatologia grave (Flisser 1991).

As freqliéncias de cisticercose no Brasil variam de 0,12% a 3,6%, sendo a
localizag@o mais freqiiente o sistema nervoso central (Costa -Cruz et al. 1995). Segundo
De Albuquerque e Galhardo (1995), a incidéncia da neurocisticercose tem sido
considerada baixa no nordeste brasileiro, sendo mais freqiiente nos estados do sul,
sudeste e centro-oeste do pais. Isso pode ser devido a falta de diagnostico, visto que as
manifestagcdes sdo de dificil diagnéstico (De Albuquerque & Galhardo 1995; Chequer &
Vieira, 1990; Trevisol-Bittencourt et al., 1998; Vaz et al., 1990). A cisticercose pode ser
encontrada em varios estados brasileiros, dentre eles podemos citar Minas Gerais
(Gobbi et al. 1980), com incidéncia de 2,4% de casos de cisticercose ¢ destes 66% eram
neurocisticercose. Clemente & Wernneck (1990) calculam que a incidéncia de
neurocisticercose no Rio de Janeiro ¢ de cerca de um caso por més. No municipio de
Ribeirdo Preto, Estado de Sao Paulo, Chimelli et al. (1998) relataram uma prevaléncia
de 67 casos/100.000 habitantes. Em Botucatu, no interior do Estado de Sao Paulo foram
atendidos até 1990 oitenta e sete casos novos de NCC em moradores do municipio de
90.761 habitante, correspondendo a prevaléncia aproximada de 96:100.000 habitantes.
No centro-oeste a prevaléncia soro epidemioldgica foi de 4,14:100.000 habitantes
enquanto a prevaléncia clinica foi de 1,86:100.000 habitantes, (Agapejev, 2003). Em
cataldo, Goids, foram analisadas 354 amostras de habitantes testados pelo método de
ELISA com o objetivo de detectar anticorpos IgG anti-metacestddeo de 7. solium. A
freqliéncia de anticorpos nas amostras de soro da populacdo estudada foi de 11,3%,
sendo que a porcentagem de soro positividade para cisticercose foi significativamente
maior nos individuos que residiam em dareas sem sistema de esgoto (p < 0,0001).

(Oliveira et al., 2006)
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O modelo experimental Taenia crassiceps

A T. crassiceps foi descrita no século XIX pelos pesquisadores Zeder &
Rudolphi, que a descreveram como um representante da familia Taeniidae, classe
Cestoidea e ordem Cyclophyllideae. Os parasitos adultos t€ém tamanho entre 7-14 cm,
corpo segmentado em proglotes hermafroditas, auséncia de trato digestério e escolex
com duas coroas de aculios (32-36 actleos por fileira). A forma larval, Cysticercus
longicollis ¢ caracterizada por um cisticerco de 4-5mm de didmetro com escolex
invaginado capaz de produzir inimeros brotamentos na superficie de sua membrana
(Freeman 1962, Maillard et al. 1998).

O cestoide 7. crassiceps foi inicialmente identificado como parasito de raposas
vermelhas (Vulpes vulpes), sendo encontrado principalmente na Europa (Freeman
1962). O verme adulto foi detectado em 4reas rurais da Grécia infectando raposas
vermelhas, lobos, chacais e gatos selvagens (Papdopoulos et al. 1997). Na Alemanha foi
relatada a presenca de 7. crassiceps em vérias regides parasitando raposas vermelhas,
texugos, fuinhas e gatos (Ballek et al. 1992, Loos-Frank & Zeyhle 1982, Pfeiffer et al.
1997, Wessbecher et al. 1994). Raposas vermelhas infectadas também foram relatadas
na Italia (Poglayen et al. 1985) e Franga (Petavy & Deblock 1980).

Os cisticercos de 7. crassiceps podem acometer uma grande variedade de
animais, sendo os mais comuns, roedores como ratos, ratazanas e coelhos. Porém, estes
parasitos ja foram identificados em marmotas, Iémures, cdes e gatos domésticos (Brojer
et al. 2002, Deblock & Petavy 1983, Dyer & Greve 1998, Freeman 1962). A presenga
de animais domésticos infectados com o helminto adulto de 7. crassiceps aumenta a
probabilidade da incidéncia de casos em humanos, indicando que o homem pode atuar
como hospedeiro paraténico desenvolvendo cisticercose. A cisticercose humana por 7.
crassiceps pode ocorrer tanto em individuos imunocompetentes como no relato de uma
jovem que desenvolveu cisticercose no olho direito apds contato com um cado infectado
(Arocker-Mettinger et al. 1992). Em individuos imunocomprometidos, a infec¢ao e
desenvolvimento de doenca relacionada a 7. crassiceps, parece estar ligada a
imunossupressao, sendo encontradas em pacientes com AIDS e outras formas de
imunossupressao. Como por exemplo, o relato de caso de uma mulher de 82 anos com
historia de linfoma de células B ndo Hodgkin em tratamento quimioterdpico, que

apresentou ao exame histopatoldgico cisticercos de 7. crassiceps no subcutaneo e tecido
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muscular (Heldwein et al. 2006). Animais domésticos, como os gatos, também podem
atuar como hospedeiro paraténicos (Wunschmann et al. 2003), desenvolvendo
cisticercos no sistema nervoso central e na regiao subcutanea.

Os cisticercos da 7. crassiceps da cepa ORF (do inglés Original Fox)
multiplicam-se rapidamente no peritonio de camundongos apds a sua inoculagao. Esta
facilidade da manutenc¢do deste parasito em modelo experimental estimula o seu uso em
pesquisas cientificas, principalmente aquelas relacionadas com as areas bioquimicas e
imunologicas (Vaz et al. 1997). Desta maneira, vérios estudos da resposta imune em
camundongos infectados por este helminto vém sendo conduzidos, enfocando tanto a
resposta nas primeiras semanas como em periodos tardios da infeccdo (Padilla et al.

2001).

Ciclo biologico da Taenia crassiceps

As formas adultas de 7. crassiceps parasitam habitualmente o ter¢o médio do
intestino delgado de canideos, especialmente raposas, coiotes e cdes domésticos
(Arocker-Mettinger et al. 1992, Freeman 1962, Shimalov & Shimalov 2003), os quais
eliminam em suas fezes as proglotes gravidas, repletas de ovos, que sdo ingeridos por
roedores, hospedeiros intermediarios naturais (FIGURA 1). Os ovos eclodem no trato
digestorio dos roedores, liberando o embrido hexacanto (6 a 8 um) que penetra pela
mucosa € migra pelo organismo do hospedeiro pelos vasos linfaticos, até se alojarem
em um determinado 6rgao ou cavidade. Normalmente, ele se aloja na regido subcutanea,
cavidades pleurais ou abdominais, regido axilar, costelas, regido inguinal e de modo
menos freqiiente na escapula (Padilla et al. 2001). Nestes locais, o parasito desenvolve-
se em larva metacestoide ou cisticerco, que se multiplica por diversos brotamentos
formados a partir de sua membrana externa. Esta forma larval pode ser detectada por
volta de 12 dias apos a ingestdo dos ovos, podendo atingir o tamanho de 11 mm de
comprimento. Os brotamentos se destacam do cisticerco na fase inicial, sendo que aos
30 dias de infecg¢ao esse numero ¢ bem grande. Apesar de apresentar o canal do escolex,
muitos brotamentos nao chegam a apresentar escolex, sendo incapazes de produzir
parasitos adultos, mas capazes de produzir novos brotamentos. A capacidade
reprodutiva dos brotamentos aumenta com o tempo de infecgdo. O hospedeiro definitivo
ingere as larvas metacestoides e desenvolve o helminto adulto em 34 a 70 dias apds a

infec¢dao. Os ovos podem ser encontrados nas fezes do hospedeiro definitivo a partir de
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5 a 6 semanas apds a infec¢do, a qual se mantém por at¢ 9 meses neste hospedeiro,
evoluindo para a cura espontanea. Em hospedeiros intermedidrios e paraténicos nao foi

relatada a cura espontanea (Freeman 1962, Maillard et al. 1998)

Ciclo biologico da Taenia crassiceps

Figura 1: Ciclo bioldgico de T. crassiceps, com seus hospedeiros definitivos (1)

Figura 1: ciclo biolégico de T. crassiceps, com seus hospedeiros definitivos (1)
canideos, (2) ovos, (3) hospedeiros intermediarios - roedores, ¢ (4) cisticercos, (5)
hospedeiros paraténicos - mamiferos como o homem, Iémures e animais domésticos.

Adaptado de Freeman et al. 1962 e Vinaud et al. 2007.
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A resposta imune aos helmintos

A resposta imune do hospedeiro deve ser construida de modo que haja um
controle do parasito, mas sem a destruicao do proprio tecido e sem deixar de responder
a outros patdégenos (Gause et al. 2003). As moléculas e células envolvidas em ativar a
resposta imune contra os helmintos permanecem enigmaticas. As pesquisas tém
indicado a expansdo das células T do tipo Th2 e células T regulatérias (T ,,) como a
resposta caracteristica contra esses organismos (Maizels et al. 2009). As infeccdes
helminticas podem inibir os efeitos das reagdes inflamatorias excessivas em populagdes
expostas a alguns agentes infecciosos, como malaria e influenza e aumentar a
susceptibilidade aos patdgenos intracelulares, interferindo na ruptura € no controle
imunoldgico gerando alergia e auto-imunidade (Jackson 2008, Loukas & Prociv 2001).

As células dendriticas (DC) ocupam uma posi¢do de destaque na ativagdo da
resposta imune e existe um grande interesse em descobrir como elas interagem com os
helmintos. As células T auxiliares (Th) CD4+ n3ao podem diretamente reconhecer
antigenos, mas requerem que eles sejam processados e apresentados pelo complexo de
histocompatibilidade maior (MHC) em moléculas de classe Il presentes na superficie de
células apresentadoras de antigenos (APC). Dentre elas podemos citar as DCs,
macréfagos e células B apresentando antigenos no complexo de classe II. As DCs
também tém grande habilidade em ativar células Th naive iniciando uma resposta imune
adaptativa e induzindo a geragao de células efetoras (Carvalho Lucas et al. 2008).

A resposta das DCs a produtos produzidos por patdgenos microbianos ¢ mediada
por varios receptores da imunidade inata, destacando-se os receptores semelhantes ao
Toll (TLRs), que reconhecem padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs)
como glicoproteinas e glicolipides que podem estar presente na superficie de helmintos.
A ativacao de uma DC inicia-se pela ligacao dos antigenos a diferentes TLRs, os quais
promovem a maturagdo das DC. Dentro desse novo estado de ativagdo, as DCs sao
capazes de secretar varias citocinas e quimiocinas, processar o antigeno, apresentar em
moléculas de MHC e aumentar a expressdao de moléculas co-estimulatéria como CD80 e
CD86. A maturagao das DC tem sido considerada essencial para que elas se tornem
habeis em induzir respostas nas células T (Carvalho Lucas et al. 2008).

Antigenos de helmintos geralmente ndo sdo bons para induzir uma eficiente
geracdo de DCs madura. Esta falha na indug¢do dos sinais convencionais de ativacao de

DC pelos produtos helminticos pode ser devido a falta de expressao dos ligantes dos
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TLR associados com a indugdo de citocinas antiinflamatéria como IL-10, conhecida por
diminuir a resposta imune como também a lesdo tecidual devido uma resposta uma Th1
eficiente. (Kane et al. 2004, Rigano et al. 2007).

Por analogia com a inducdo de uma resposta Thl, onde ocorre & produgdo de
interferon y (IFNy) e fator de necrose tumoral (TNF), infec¢cdes helminticas induzem
uma resposta Th2, com alta produgdo de IL-4. Esta inducdo ocorre apods a ligagdo dos
PAMPs do parasito aos receptores de reconhecimento de patdgenos (PRRs) expressos
em DC. Os PAMPs dos helmintos podem estimular uma ou por mais vias dos receptores
da familia TLRs, como também ligar a receptores do tipo lectina-C ou receptores de
proteinas contendo dominios de oligomerizagdo de unido com nucleotideos (NOD), ou
receptores ativados por proteases (Jackson 2008). Foi relatado que substancias presentes
em ovos de Schistosoma mansoni (lacto-N-fucopentanose III) t€ém a capacidade de
interagir com TLR4 ativando DC polarizando resposta para Th2. O liso-fosfotidilserina
presente no S. mansoni pode interagir com TLR2 ativando DC favorecendo a
polarizagdo de células Treg (van Liempt et al. 2007). Produtos secretados/excretados
por outros helmintos exercem efeitos imunomodulatdrios sobre macréfagos e DC por
mecanismos dependentes de TLR4 (Jackson 2008).

A diferenciagdo de célula Th em produtoras de IL-4 ¢ um importante passo no
desenvolvimento de uma resposta protetora efetiva no hospedeiro para a eliminacdo dos
helmintos intestinais. A IL-4 pode diretamente mediar mecanismos de expulsdo do
verme e este mecanismo ¢ implicado na amplificacao das células Th2, produtoras de IL-
4, IL-5 e IL-9 e IL-13. Estas citocinas estao envolvidos na ativacdo de células como
mastocitos, eosinodfilos e macréfagos alternativamente ativados (AAMO) e com o
aumento da produgdo de IgE. E importante elucidar fatores que regulam o
desenvolvimento de células Th2 e sua esséncia no desenvolvimento de uma imunidade
protetora. Ha evidéncias que o desenvolvimento de uma resposta Th2 em doencas
infecciosas dependente de sinais co-estimulatorios como B71 e B72 (Jankovic et al.
2001).

A resposta Thl pode contribuir na expulsdo de vermes vidveis através da
producdo de IFNy, que estd envolvida na gera¢do de macréfagos classicamente ativados
(CMgo) com produgdo de reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio que destrdi
o tegumento do parasito e muda a qualidade da mucosa (Finkelman et al. 1997). O TNF
pode agir diretamente sobre as células epiteliais do intestino ou também favorecer a

resposta Th2 de modo acelerar a expulsdo dos vermes (Artis ef al. 1999).
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A imunidade humoral também ¢ relevante no controle dos helmintos. Os
anticorpos, principalmente da subclasse IgE, ligados ao tegumento do parasito
favorecem o reconhecimento pelos eosindfilos, mastocitos e basofilos através dos
receptores de alta afinidade chamados FceRI. Esta ligagdo de alta afinidade de células
ao anticorpo provoca a destrui¢do do parasito, mas também do tecido caracterizando a
citotoxidade celular dependente de anticorpo (ADCC). Apds a ligagdao dos anticorpos as
células elas se desgranulam liberando granulos téxicos proximos ao tegumento do

parasito provocando destrui¢do do mesmo (Abbas, 2007).

Macrofagos na infecgdo parasitaria

Como citado anteriormente, citocinas do perfil Thl e constituintes de patdgenos
sdo capazes de ativar macrofagos para o perfil de CMg. Uma das principais fungdes
destas células ¢ produzir reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio com alto
poder microbicida. O 6xido nitrico (NO) derivado dos CMg ¢ citotoxico para larvas e
certos metazoarios como Schistosoma (Ahmed et al. 1997), mas em outras doencas
helminticas, como na infec¢do murina por Trichinella spiralis, esta molécula parece ser
deletéria para o hospedeiro mediando lesdes intestinais sem a expulsdo do patdgeno
(Lawrence et al. 2000).

AAMg sdo ativados por citocinas do perfil Th2, como IL-4, IL-13, mas também
por outras citocinas como IL-10, TGFp além de glicocorticoides e constituintes de
alguns patogenos (Gordon 2003). Os AAM@ favorecem o crescimento larval e podem
ser identificados pelo aumento da expressdo de varios marcadores como CD23, CCRS,
Arginase-1, Fizz-1, Ym-1 ¢ TREM-2 e receptores para carboidratos como o receptor
para manose (MR) e para galactose (CD301). (Anthony ef al. 2007, Raes et al. 2005,
Reyes et al. 2009, Rodriguez-Sosa et al. 2002, Rodriguez-Sosa et al. 2006).

Uma das principais diferencas entre os CM@ e AAM@ ¢ a alta expressdao de NO
sintase induzida (iNOS) nos CM@ e alta expressdo de arginase nos AAM@. Essas duas
enzimas usam um substrato em comum, a L-arginina que ¢ competitivamente regulada
pelas citocinas do perfil Thl ou Th2 (Modolell et al. 1995, Munder et al. 1998, Munder

et al. 1999). Citocinas do tipo Thl induzem ativagdo classica de macrofagos com
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inducdo da iNOS, que metaboliza a L-arginina gerando citrulina e NO. Citocinas do tipo

Th2 resultam na ativagdo alternativa de macroéfagos com expressao da arginase, a qual

hidrolisa a L- arginina em ornitina, um aminoacido que ¢ a principal fonte intracelular

para sintese de poliamimas, gerando também a uréia (Goerdt & Orfanos 1999, Munder

2009, Munder et al. 1998). Poliaminas sdo importantes moléculas para a sintese de

acidos nucléicos e podem favorecer o crescimento do parasito. Vale ressaltar que

carboidratos constituintes de glicoproteinas de helmintos sdo capazes de se ligarem nos

receptores do tipo lectinas dos macréfagos e induzirem diretamente um aumento da

expressao de arginase-1 e do marcador de AAM@, o Yml, independente das citocinas

IL-4 e IL-13 (Atochina et al. 2008).
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Figura 2: Perfis diferenciados de macréfagos
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Influéncia de glicoconjugados na resposta imune

Os helmintos possuem varios carboidratos na superficie que podem ser
excretados/secretados e que t€ém um importante papel na regulacdo da resposta imune
(Gomez-Garcia et al. 2006). Estes produtos podem ativar ou inibir as células do sistema
imune inato ¢ podem agir como mecanismos adjuvantes para aumentar a resposta Th2
(Atochina et al. 2001, Terrazas et al. 2001).

Carboidratos da superficie de patdégenos podem se ligar a receptores do tipo
lectinas na superficie dos macrdéfagos e células dendriticas. Lectinas que dependem de
calcio sao chamadas de C-lectinas (Gazi & Martinez-Pomares 2009). As lectinas do tipo
C do hospedeiro estdo envolvidas em uma variedade de processos imune, entre eles, a
captura e apresentacdo de antigenos, adesdo celular, apoptose, polarizagdo de células T
(Loukas & Maizels 2000) processo homeostatico, reconhecimento de patogenos,
migracao celular e sinalizagdo intracelular (Gazi & Martinez-Pomares 2009). Os
principais receptores tipo C-lectina que estdo aumentados em AAM@ sdo os receptores
para manose (MR) e os receptores para galactose, o CD301l. O MR ¢ capaz de
reconhecer tanto ligantes enddgenos quanto ligantes exdgenos e t€ém um importante
papel na resposta imune inata e na resposta adaptativa (Gazi & Martinez-Pomares
2009). Ele tem alta afinidade por manose e fucose e ¢ importante para a ligacdo a
diversos patogenos, como Candida albicans (Lee et al. 2003), Cryptococcus
neoformans (Syme et al. 2002) ou Mycobacterium tuberculosis (Kang et al. 2005). O
CD301 ndo tem uma especificidade bem definida, mas este se liga preferencialmente a
galactose, N acetil-galactosamina e carboidratos Lewis X (van Vliet ef al. 2008). Sua
expressdo foi descrita apenas em macrofagos e células dendriticas, mas nido em
monocitos, sendo que a presenca de cé€lulas portando este marcador esta associada a
inibicdo da resposta imune (van Vliet et al. 2008). O CD301 apresenta alta afinidade por
glicoproteinas do parasito S. mansoni (van Vliet et al. 2005), por glicoproteinas
associadas a tumores (Ichii et al. 2000) e por carboidratos da matriz extracelular (van
Vliet et al. 2008). A neutralizacdao deste receptor por anticorpos bloqueadores foi capaz
de favorecer o aumento do numero de células metastiticas em modelos experimentais
de tumores, indicando um papel dos macroéfagos CD301+ na ligagdo e contengdo de
células tumorais (Ichii et al. 2000).

A capacidade de sinalizagdo destes receptores nao ¢ clara e provavelmente

depende da participagcdo de outros receptores para uma eficiente transducdo de sinal,
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porém, alguns ligantes do MR favorecem a producdo de IL-10 e diminuicdo da
produgdo de IL-12 (Gazi & Martinez-Pomares 2009).

Os patogenos também expressam lectinas do tipo C, porém, o seu papel
bioldgico ainda ¢ desconhecido. Sabe-se que as C-lectinas sdo particularmente
abundantes na secre¢ao de 7. canis (Loukas & Maizels 2000, Loukas & Prociv 2001) e
de Ancylostoma (Mulvenna et al. 2009). Foi sugerido que 7. canis produz duas C-
Lectinas (TES-32 and TES-70) com grande homologia com proteinas de mamiferos
como o CD23 (receptor de baixa afinidade para IgE) e MR. A TES-70 tem a habilidade
de se unir a carboidratos de mamiferos inibindo células do hospedeiro tornando-as
capazes de evadir da resposta imune do hospedeiro (Loukas & Maizels 2000). Essa
evasdo pode ser devido a capacidade das lectinas mascararem os carboidratos dos

parasitos.

A resposta imune a 7. crassiceps

Durante a infeccao experimental por cisticerco de 7. crassiceps observa-se que
nos estagios iniciais da doenga as células esplénicas estimuladas com o mitogeno
concanavalina A (ConA) produzem preferencialmente citocinas do perfil Thl
(Rodriguez-Sosa et al. 2002, Terrazas et al. 1998, Toenjes & Kuhn 2003, Toenjes ef al.
1999). Este fato estd associado a uma maior destruicdo do parasito e uma carga
parasitaria baixa (Alonso-Trujillo et al. 2007, Mooney et al. 2000, Rodriguez-Sosa et
al. 2002, Terrazas et al. 1998). Em fases mais avancadas da doenca, as citocinas
encontradas apos o estimulo de células esplénicas com a concanavalina A sdo do perfil
Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10 (Rodriguez-Sosa et al. 2002, Terrazas et al. 1998,
Toenjes & Kuhn 2003, Toenjes et al. 1999). Estas citocinas sdao associadas a modulacao
da resposta inflamatéria (Conti ef al. 2003, Robinson et al. 1997) que pode ser devida a
presenca de varios linfocitos B € T no local da infeccdo estimulado pelos antigenos do
parasito e pela inibicdo da producao do IFNy (Padilla et al. 2001, Toenjes et al. 1999).
Este resultado ¢ decorrente da combinagdo da resposta imune as larvas com os produtos
imunoregulatorios liberados pelos cisticercos quando estimulados com ConA e

antigenos do parasito (Toenjes et al. 1999).
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Como citado anteriormente, a resisténcia a helmintos ¢ dependente de uma
resposta Th2 (Gause et al. 2003, Locksley 1994, Terrazas 2008), entretanto, esta
resposta Th2 estd associada a um aumento na susceptibilidade de camundongos
infectados com helmintos localizados em tecidos fora do intestino (Alonso-Trujillo et
al. 2007, Rodriguez-Sosa et al. 2002). No caso da cisticercose por 7. crassiceps,
observa-se que a resisténcia ¢ dependente de uma resposta Thl, pois animais
desprovidos do gene de STAT4, os quais ndo sdo capazes de gerar uma resposta Thl
eficiente, apresentaram uma maior dificuldade em controlar o parasito. Por outro lado,
animais desprovidos do gene de STAT6, os quais ndo sdo capazes de gerar uma resposta
Th2 eficiente, sdo mais resistentes a infeccao (Alonso-Trujillo et al. 2007, Rodriguez-
Sosa et al. 2002, Rodriguez-Sosa et al. 2004). O tratamento dos animais infectados com
IFNy ou anticorpos anti-IL-10 reduz o niimero de parasitas, ao contrario, o tratamento
com IL-10 ou anticorpos anti-IFNy mostrou uma exacerba¢do da infec¢do (Terrazas et
al. 1999). Uma eficiente resposta Th1l com grande producao de IFNy ¢ importante para
ativar a producao de NO, o que contribui para morte de varios patdégenos intracelulares
(Gazzinelli et al. 1998, Gordon 2003) e cisticercos de 7. crassiceps (Alonso-Trujillo et
al. 2007).

Os macrofagos provenientes de infecgdes agudas produzem altos niveis de 1L-12
e NO ap6s o estimulo com LPS e tém a habilidade de estimular a resposta proliferativa
de células T (Rodriguez-Sosa et al. 2004). No decorrer da infeccdo, estas células podem
tornar-se alteradas devido a exposicdo cronica aos parasitos € aos seus produtos,
transformando-se em AAM@, com atividade supressora, baixo potencial pro-
inflamatério, sendo responsaveis em desligar respostas inflamatdrias perigosa ao
hospedeiro (Terrazas 2008).

Alonso-Trujillo et al. 2007, investigando o papel do NO na cisticercose por T.
crassiceps mostrou que o bloqueio in vivo da enzima iNOS dos CMg torna os
camundongos altamente susceptivel a cisticercose experimental.

Para melhorar a sobrevida no hospedeiro, o cisticerco possui diversos
mecanismos que modulam a resposta imune e inflamatéria. A superficie do parasito ¢
recoberta por uma camada de polissacarideo que dificulta a ativacdo do complemento na
parede do cisto (White 2000). A a¢do da via cldssica do complemento também ¢ inibida
pela paramiosina presente no parasito (Laclette e al. 1990). Fatores secretados pelo
cisticerco induzem a produg¢do de prostaglandinas e de proteinas de baixo peso

molecular que diminuem a inflamacao e alteram a producdo de citocinas pelos linfocitos
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T auxiliares (Arechavaleta et al. 1998). O cisticerco secreta proteases que podem
degradar IL-2 e imunoglobulinas além de possuirem antigenos que induzem apoptose de
linfécitos TCD4+ e CD19+ (Lopez-Briones et al. 2003, White 2000).

Estudos recentes tém demonstrado que fatores soliveis obtidos dos parasitos sao
capazes de modular negativamente ou positivamente a resposta imune do hospedeiro. A
maior parte dos fatores soluveis obtidos de macerado dos cisticercos ¢ composta de
carboidratos (Gomez-Garcia et al. 2006). Estes carboidratos aparentemente sao capazes
de induzir:

a) a migracdo de células mieldides supressoras (F4/80+Grl+) para o sitio da
infec¢do, as quais modulam a proliferacdo linfocitaria dependente de contato celular
(Gomez-Garcia et al. 2006);

b) estimula¢do da produgdo de IFNy por células esplénicas ou peritoneais,
dependente da ligacdo a receptores semelhantes ao Toll-4 (TLR-4) (Dissanayake &
Shahin 2007, Dissanayake et al. 2005);

¢) estimulacao da producao de IL-4, IL-10 e TGFp de maneira independente de
ligacdo a TLR4 (Gomez-Garcia et al. 2006);

d) indugdo da expressdo de marcadores de macrofagos alternativamente ativados
(Gomez-Garcia et al. 2006).

Esses produtos liberados pelo parasito tém a capacidade de modular a resposta
imune, através do contato desse antigeno com linfocitos T naive e células acessorias
tornando-as habeis na producdo inicial de IL-4, o que promove a polarizagdo para a

resposta Th2 permissiva (Rodriguez-Sosa et al. 2002).
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A enzima arginase

A enzima arginase hidrolisa a reacao da L-arginina para L-ornitina e uréia.
Existem duas isoformas da enzima em mamiferos, a arginase I, que ¢ uma enzima
citosolica expressa principalmente no figado, mas também encontrada em células de
origem mieloides (Munder 2009). A arginase II ¢ mitocondrial, expressa em diversos
tecidos, como rim, prostata, intestino delgado e glandula mamaria (Munder 2009).

No figado, a principal funcdo da arginase ¢ a desintoxicacdo pela eliminag¢do da
amonia como parte do ciclo da uréia, porém, em outros tecidos a arginase participa de
outras funcdes. A L-ornitina produto da arginase pode ser descarboxilada para formar
poliaminas, as quais sdo importantes para a sintese de acidos nucléicos e proliferacao
celular. A ornitina também pode sofrer a acdo da ornitina aminotransferase para dar
origem a prolina, um importante aminoéacido para sintese de colageno.

No sistema imune, a arginase | ¢ expressa principalmente em AAM@, a qual ¢
induzida pelas citocinas IL-4 e IL-13 (Gordon 2003). Como a arginase ¢ a iNOS
utilizam o mesmo substrato, a L-arginina, a presenca da arginase em AAM@ esta
associada a diminuic¢do da atividade microbicida. Além disto, devido ao favorecimento
da sintese de prolina, a presenca de AAM@® tem sido implicada em processos fibroticos
(Wilson & Wynn, 2009).

A arginase também ¢ encontrada em fibroblastos, onde sua expressdo foi
descrita como induzida por IL-4 e IL-13 (Lindemann & Racke 2003), porém outros
autores sugerem que a arginase de fibroblastos ndo sofre alteracdes apds o tratamento
com citocinas do perfil Th2 (Thompson et al. 2008). As isoformas de arginase presente
nos fibroblastos variam entre as espécies, sendo que fibroblastos humanos expressam
principalmente a arginase Il e em roedores a arginase I (Warnken et al. 2010).

Além de ser expressa nas células do sistema imune, patdogenos também sao
capazes de expressar arginase, a qual pode estar relacionada a um mecanismo de escape,
pois esta enzima poderia depletar a L-arginina do meio e diminuir a sintese de NO,
favorecendo o crescimento do patdgeno (Fitzpatrick et al. 2009).

Desde que ambas as isoformas de arginase sdo intracelulares, a utilizagdo deste
aminoacido pela enzima ¢ dependente do seu transporte pela membrana celular. O
transporte de aminodcidos catidnicos em macrofagos murinos € feito por duas enzimas.

A CAT-1 ¢é expressa constitutivamente e a CAT-2 ¢ induzida tanto pela ativagdo
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classica de macrofagos (IFNY) quanto pela ativagdo alternativa (IL-4 e IL-10) (Louis et
al. 1999, Yeramian et al. 2006). Animais deficientes em CAT-2 sdo mais susceptiveis a
infeccdo por Toxoplasma gondii devido a uma menor disponibilidade da arginina
intracelular para producao de NO (Thompson et al. 2008). Porém, a auséncia de CAT-2
ndo altera a implantagdo de ovos de S. mansoni, mas aumenta a fibrose e a atividade da
arginase de fibroblastos e de macrofagos (Thompson et al. 2008), sugerindo que este
transportador ¢ importante para as duas vias tanto na captacao de arginina para a sintese
de NO, como também esta relacionado com inibi¢ao da utilizacdo da L-arginina pela

arginase.
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Justificativa

Devido a importancia da cisticercose humana e animal no Brasil a utilizacdo de
modelos experimentais favorece a compreensdo da biologia do parasito e os processos
imunopatoldgicos da doenga. Assim, ao estudar o papel de algumas células como os
AAMo, os quais participam do processo infeccioso e da formacao de fibrose no tecido,
poderd permitir a elaboracdo de estratégias para um melhor controle do processo

patologico desencadeado também por outras infecgdes que causam fibrose.

32



Objetivos

Objetivos Gerais

Relacionar o aparecimento de macrdéfagos alternativamente ativados (AAMo) e a
atividade da enzima arginase com a resisténcia ou susceptibilidade a infeccao

experimental por 7. crassiceps ¢ a deposi¢ao de colageno induzida pela presenca do

parasito.

Objetivos Especificos

1 - Quantificar dos cisticercos segundo suas caracteristicas macroscopicas

presentes na cavidade peritoneal durante a infec¢do experimental com 7. crassiceps

2 - Quantificar as citocinas IL-12p40, [FNy e IL-4 no soro de camundongos

durante a cisticercose experimental

3- Avaliar e caracterizar o perfil das células inflamatorias presente no lavado

peritoneal no decorrer da infec¢do experimental com 7. crassiceps.

4- Quantificar a deposicao do colageno no decorrer da infeccdo experimental

com TI. crassiceps.

5- Avaliar o efeito da inibi¢ao da arginase ou suplementacdo com L-arginina no

desenvolvimento da infec¢ao experimental com 7. crassiceps.
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Manuscrito 1

Segundo as normas da Revista do Instituto Oswaldo Cruz, exceto os graficos e

legendas que foram adicionados apos os resultados para facilitar a leitura da dissertagao.
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Resumo

A cisticercose ¢ causada pela fase larvaria de helmintos da familia Taeniidae e o
modelo murino para esta enfermidade ¢ a infec¢do por larvas de 7. crassiceps.
Cisticercos de T. crassiceps proliferam por brotamentos na cavidade peritoneal de
camundongos e sdao controlados por um mecanismo dependente de macréfagos ativados
por interferon y (IFNy). Para estudar as alteragdes no perfil de ativacdo de macrofagos
durante a infeccdo por 7. crassiceps, camundongos BALB/c foram injetados com 10
cisticercos na cavidade peritoneal e acompanhados por 84 dias. O nimero de cisticercos
aumentou semanalmente, atingindo em média 1022 (+230) parasitos no final do
experimento. A detec¢do da quantidade significativa de IFNyno soro dos animais
infectados no 28° dia contrasta com a detec¢do aumentada da IL-4 apds o 42° dia da
infeccdo. Além disso, observamos que os macréfagos alternativamente ativados
(AAMo) comecaram a aumentar em nimero ja nas primeiras semanas da infecc¢do,
como demonstrado pelo aumento da atividade da enzima arginase (sétimo dia apds a
infec¢dao) e da expressao de CD301 (14°dia). A deposi¢cdo de coldgeno nos tecidos da
cavidade peritoneal mostrou-se significativamente aumentada a partir do 56° dia apds a
infec¢do. Os resultados indicam que cisticercos de 7. crassiceps induzem uma geracao
rapida de macrofagos alternativamente ativados, mas o aumento da deposi¢do de

colageno soO ¢ observado apds aumento da producao de IL-4.
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Introducio

A teniase e a cisticercose sao doencas endémicas em diversos paises do mundo e
sdo causadas, respectivamente, pelas fases adultas e larvarias dos helmintos da familia
Taeniidae. Na América Latina, varios paises sdo considerados endémicos para a
cisticercose, tais como: Argentina, Venezuela, México, Colombia, Guatemala, Uruguai
e Brasil (Flisser 1991, Nascimento 1991, Pedretti et al. 1999).

O cestoide 7. crassiceps foi inicialmente identificado como parasito de raposas
vermelhas (Vulpes vulpes), tendo roedores como hospedeiro intermediario no ciclo
silvestre (Freeman 1962). Os cisticercos da cepa ORF deste parasito ¢ incapaz de se
transformar em verme adulto, pois ndo apresenta escolex, prolifera-se por brotamentos
na cavidade peritoneal de camundongos e tem sido descrita como um importante
modelo experimental da cisticercose (Vaz et al. 1997). O controle da proliferacao destes
cisticercos em camundongos ¢ dependente da ativagdo de uma resposta Thl,
caracterizada pela grande produgdo de IFNy que ativa macrdofagos pela via classica
(Terrazas 2008). Macrofagos classicamente ativados (CMg) expressam uma maior
quantidade da enzima oOxido nitrico sintase induzida (iNOS) que utiliza a L-arginina
para produgdo de 6xido nitrico (NO) e citrulina (Martinez et al. 2009). O NO produzido
por estas células ¢ uma importante molécula microbicida que promove a morte de
diversos patogenos, incluindo a 7. crassiceps (Alonso-Trujillo et al. 2007).
Alternativamente, os macrofagos podem ser ativados por citocinas do perfil Th2, como
a IL-4 e IL-13, sendo denominados de macrofagos alternativamente ativados (AAMag).
Estes macrofagos caracterizam-se por apresentarem um aumento na expressdo da
enzima arginase, a qual metaboliza a L-arginina para ornitina e uréia. A ornitina ¢ um
substrato para formacdo de poliaminas ou prolina, sendo a primeira importante para
sintese de acidos nucléicos e a segunda importante para sintese de colageno (Anthony et
al. 2007, Edwards et al. 2006, Martinez et al. 2009).

Embora as helmintiases sejam causadas por um grande numero de organismos
extremante heterogéneos, aceita-se que a resposta imune a estes patdogenos seja
dominada por um perfil Th2 (Anthony et al 2007). A capacidade de helmintos
induzirem a geragdo do perfil Th2 estad associada a presenca de glicoproteinas ou
glicolipides que ativam células dendriticas a induzirem a gera¢ao de linfocitos Th2 ou T

reguladora (Harn et al. 2009).
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Inicialmente, a geracdo de AAMg foi associada a uma prévia ativagdo dos
macréfagos por citocinas Th2, sugerindo que uma resposta Th2 deve ser previamente
gerada para que aparecam os AAMg (Martinez et al. 2009, Munder 2009, Stempin et
al.). Entretanto, trabalhos mais recentes t€ém mostrado que grupos de carboidratos
presentes em helmintos sdo capazes de diretamente ativarem a expressdo de marcadores
de AAMg (Atochina ef al. 2008). Glicoconjugados de helmintos induzem um aumento
da expressdao de arginase-1 e da quitinase Ym-1 em macréfagos murinos mesmo na
auséncia de receptores para IL-4 e IL-13, (Atochina et al. 2008).

A acdo de AAMg em uma infec¢do ndo ¢ muito clara. Diversos trabalhos
demonstram que eles sdo importantes cé€lulas imunossupressoras por diminuirem a
disponibilidade de L-arginina para os linfocitos T (Munder 2009, Pesce et al. 2009,
Stempin et al.). Além disto, os produtos da enzima arginase favorecem a sintese de
colageno pelo aumento da disponibilidade ornitina e posteriormente de prolina,
sugerindo que a presenga de AAMg promove o aumento de fibrose e reparo tecidual
(Munder 2009, Thompson et al. 2008). A presenca de AAMg associados aumento de
fribose em infecc¢des parasitarias cronicas tém sido amplamente difundidas (Marsland et
al. 2008, Munder 2009, Thompson et al. 2008). Porém, este aumento de fibrose
dependente da arginase especifica de AAMg ndo foi confirmada no modelo de
granuloma induzido por ovos de Schistosoma mansoni (Pesce et al. 2009).

Durante a infec¢do por cisticercos de 7. crassiceps, foi observado que os
macrofagos presentes no sitio da infec¢do possuem uma maior habilidade em produzir
NO em uma fase mais inicial que macréfagos obtidos em fases mais tardias (Alonso-
Truyjillo et al. 2007, Mooney et al. 2000, Rodriguez-Sosa et al. 2002, Terrazas et al.
1998). Além disto, a resposta imune local ¢ predominantemente Thl nas fases iniciais e
Th2 em fases mais tardias, sugerindo que os AAMg aparecem apenas nas fases mais
tardias da infec¢do. Entretanto, alguns trabalhos demonstram que glicanas obtidas de 7.
crassiceps sdo potentes indutoras de uma resposta Th2 e sdo capazes de induzir
diretamente a geracdo de AAMg (Gomez-Garcia et al. 2006). Por outro lado, alguns
carboidratos obtidos de 7. crassiceps sdo capazes de induzir producao de IFNy e
favorecer a geragdo de uma resposta Th1 (Dissanayake and Shahin 2007).

Como ainda ndo ¢ claro como ¢ a participacdo de AAMg na patogénese da
cisticercose por 7. crassiceps € como antigenos do parasito podem induzir uma ativacao
classica ou alternativa dos macréfagos, investigou-se neste trabalho a cinética do

aparecimento de AAMpg, proliferagdo dos parasitos e deposicdo de colageno no
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peritonio de camundongos infectados intraperitonealmente com cisticercos do parasito
para avaliar se existe uma associacdo entre a presenca de AAMg com o

desenvolvimento dos parasitos ¢ a formagao de fibrose.
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Materiais e Métodos

Animais e infec¢ao

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c fémeas com
idade entre 6 a 12 semanas do Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da Universidade Federal de Goias. Os animais foram mantidos em gaiolas 20 X
30 cm, separados em grupos de 5 camundongos por gaiola. A luminosidade foi
controlada por foto periodo de 12 horas. Os animais receberam agua esterilizada e
acidificada e ragao esterilizada (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil) fornecidos ad libitum.

O cisticerco de T. crassiceps pertencente a cepa ORF foi mantido por passagens
intraperitoneais sucessivas, a cada 90 dias, em camundongos fémeas BALB/c de 8 a 12
semanas de idade de acordo com Vaz et al (1997). Os animais foram infectados ou nao
com 10 cisticercos de 7. crassiceps viaveis na fase inicial.

Apos diferentes periodos (7, 14, 21, 28, 42, 56 e 84 dias) os 35 animais foram
eutanasiados por decapitacdo para obtengdo do sangue. As células e os cisticercos da
cavidade peritoneal foram obtidos por lavagem peritoneal com solugdo salina
tamponada (PBS). Os animais do grupo controle foram injetados com PBS. Os
procedimentos deste projeto foram avaliados e aprovados pelo comité de Etica em
Pesquisa Humana e Animal da Universidade Federal de Goias sob o protocolo

030/2008.

Pesagens dos animais

Os animais do grupo infectado e controle foram pesados semanalmente em

balanca eletronica de precisao (Bioprecisa BS3000A, série 09245) com precisdo 0,1g.
Obtencao e quantificagdes dos cisticercos
ApoOs a eutanasia dos camundongos, a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL

de PBS estéril e a suspensdo obtida colocada em tubos de polipropileno de 15 ml. A

suspensdo contendo células e cisticercos ficaram em repouso por 2 min para
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sedimentacdo dos cisticercos e coleta do sobrenadante contendo as células. Os

cisticercos foram separados e diferenciados segundo (Vinaud et al. 2008).

Analises das células do lavado peritoneal

O lavado peritoneal contendo as células foi centrifugado a 300x g, durante 10
minutos a uma temperatura de 10°C. O sobrenadante obtido apds a centrifugagdo foi
desprezado e o sedimento foi ressuspendido com 1 ml de PBS. Para quantificagdo das
células foi realizada uma diluicdo de 1:10 em azul de tripan e contagem em
hematocitdbmetro. A concentragdo final de células ajustada para 2x10%mL em PBS.
Uma quantidade de 2x10° células foi centrifugada em citocentrifuga (FANEM) para se
obter as amostras para confec¢do das laminas para contagem diferencial das células.
Essas laminas foram fixadas com metanol, e coradas pela panético (NEWPROV,
Pinhais, PR, Brazil) e montadas com entellan (MERK).

Todas as laminas foram analisadas sob microscopia de luz (objetiva de 100 X).
Foram contadas 1000 células totais, diferenciando polimorfonucleares, macrofagos e
linfocitos em cada ldmina para determinar o perfil do infiltrado inflamatério durante a

infecgao.

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinagdo da IL-12p40, IFNy do
perfil Thl e IL-4 do perfil Th2.

Para os ensaios de ELISA de captura foram utilizados os anticorpos monoclonais
produzidos a partir de hibridomas presentes no Laboratério de Citocinas da UFG. Os
anticorpos de captura utilizados foram respectivamente: C17.8 para IL-12p40, XMG 1.2
para [IFNye 11B11 para IL-4. Estes anticorpos foram utilizados a 5 pg/mL (IL-12 e IFN
y) ou 10pg/mL (IL-4) em PBS, dispostos no volume de 80 uL, nos pocos das placas de
ELISA (CORNING, NY, EUA) que foram mantidas a 4 °C por 24 h. Em seguida, as
placas foram lavadas cinco vezes com PBS contendo 0,04% de Tween 20 (PBS-Tween)
e incubadas com solugdo de bloqueio soro bovino fetal (SBF) a 3 % em PBS, 200
uL/poco por 1 h a 37 °C. As placas lavadas novamente em PBS-tween 20 e foram
adicionados 80 pL dos soros equivalente a cada animal. Para as curvas padrdes, foram

adicionadas as citocinas recombinantes IL-12p40, IFNy, IL-4 murinas (R&D
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SYSTEMS, MINNEAPOLIS, MN, EUA), ou em dilui¢des sucessivas a 1:2 em meio
RPMI completo, na concentracao inicial de 10 ng/mL. As placas foram mantidas a 4 °C
por 24 h, sendo em seguida, lavadas com PBS-tween. Os anticorpos monoclonais
biotinilados para detec¢do foram utilizados a Spg/mL em solugdo de bloqueio sendo o
anticorpo C15.6 para IL-12p40, ASN18 para IFNy e BVD6 para IL-4. Apos 2 h em
estufa a T.A., as placas foram lavadas com PBS-tween e adicionou-se 80 uL de
estreptoavidina-peroxidase (SIGMA) diluida 1/2.000 em solugdo de bloqueio. Apos 1 h
de incubacdo a T.A., as placas foram lavadas 10 vezes com PBS-Tween e entdo
adicionou-se 80 pL da solucao de substrato, composta de O-fenilenodiamina diclorada
(OPD, SIGMA) a 5 mg/mL em tampao citrato-fosfato pH 5,0, acrescida de 5 uLL/mL de
peroxido de hidrogénio 30 volumes. As placas foram mantidas ao abrigo da luz durante
10 a 30 min (T.A.) e a rea¢do colorimétrica foi interrompida com 50 pL de solucdo de
acido sulfurico a 2 N. A densidade optica (D.O.) foi detectada por leitor de ELISA

(Multiskan Thermo Labystems®) com filtro de 492 nm e filtro de referéncia de 620 nm.

Avaliacao da deposi¢do de colageno no peritonio

A membrana peritoneal de animais infectados ou nado infectados foi coletada e
fixada em formalina tamponada a 10%. O material foi processado pelo método de
inclusdo em parafina. As laminas foram coradas pelo picro-sirus e examinada em
microscopia sob luz polarizada com objetiva de 40x. O colageno foi quantificado por
toda a extensao da membrana peritoneal apds a fotografia de 30 campos por animal que

foram analisados no programa Image J (NIH).

Avaliagdo da atividade de Arginase

As células obtidas como descrito anteriormente foram alicotadas em microtubos
contendo 1x10° células em solugdo de PBS e lisadas com 5ul de 0,1% Triton X-100.
Apo6s 30 min de incubagdo foram adicionados 100ul de 25 mM Tris-HCI (pH 7.2) e 20
pl de 10 mM MnCl, para a ativagdo da enzima pela incubagdo a 56°C por 10 min. A
hidrolise da L-arginina foi conduzida pela incubacdo de 100 pl desse lisado com 100 pl
de 0,5 M de L-arginina (pH 9.7) a 37°C por 60 min. A etapa seguinte foi realizada em
placa de 96 pogos de fundo U (Corning, New York 14831, USA) para deteccdo da uréia
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e por comparagdo com uma curva padrdo comegando 80mg/dl contendo dilui¢des
seriadas em duplicatas de 200 pl em placa de 96 pogos (Corning). Nesta etapa a uréia
foi avaliada utilizando 5 pl da amostra pelo Kit UREA 500 (Doles, Goiania, GO, Brasil)
segundo instrugdo do fabricante. A densidade optica (D.O.) foi detectada por leitor de
ELISA com um filtro de 620 nanometros. Os resultados foram expressos como
atividade da enzima em unidades. Uma unidade (U) foi definida como quantidade de

uréia/dL produzida por 2,5 x 10* células por hora.

Cultura de Células peritoneais

As células obtidas no item andlise das células do lavado peritoneal foram
lavadas e incubadas a 1,5x10° células/500ul em placa de cultura de tecido de 24 pogos
(Corning). A incubacao foi feita por 48 horas meio RPMI 1640 (Sigma) contendo 10%
de SBF, 2uM de L-glutamina, 100U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e
50 uM de 2-mercaptoetanol a 36°C, em 5% de CO,.

Dosagem de Oxido nitrico (NO)

Apos 48 horas de incubagdo, o sobrenadante de cultura das células foi removido
para quantificagdo do produto de oxidacdo estavel do Oxido nitrico, o nitrito. A
concentra¢ao de nitrito foi mensurada pelo método colorimétrico de Griess (Green et al,
1982), por comparacdo com uma curva padrdo comegando 100 pm. A revelagdo foi
feita através da adig¢do de solucdo de Griess (1:1) contendo 50 pl sulfanilamida a 1% e

50 pl N.naftil-etilenodiamina a 0,1% em &cido fosférico a 2,5%. Apds dez minutos a
temperatura ambiente, foi feita a leitura utilizando-se leitor ELISA com um filtro de 550

nandmetros.
Anticorpos para ELISA e Imunocitoquimica
Os hibridomas C17.8 e C15.6 foram doados pelo Dr. Giorgio Trinchieri

(Instituto Nacional do Cancer, EUA). Os hibridomas XMG 1.2, 11B11, ASN18 e RB6-
8C6 (anti Ly6C/G) foram doados pela Dr* Gléria Maria Collet de Araujo Lima (UFG).
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O hibridoma ER-MP23 (anti CD301, ou receptor para N-acetil galactosamina) foi
doado pelo Dr. Pieter Leenen (Universidade de Erasmus de Roterdam, Roterdam,
Holanda). Anticorpos totais de rato (controle) foram purificados em coluna de proteina
G de soro de rato Wistar e os demais anticorpos purificados a partir de sobrenadante de

cultura dos hibridomas.

Imunocitoquimica para detec¢ao de células CD 301+ e Ly6C/G+

Para analise dos marcadores de superficie 2 x 10° células obtidas no item analise
das células do lavado peritoneal foram centrifugadas em citocentrifuga (FANEM) para
confeccdo de laminas para microscopia As amostras em laminas foram armazenadas a
-20°C até a realizagdo dos exames. Apos o descongelamento das laminas, foi feito o
bloqueio com (PBS contendo 5% SFB) por 20 min a temperatura ambiente (TA). Apos
esse periodo, foi feito a lavagem com PBS-tween e adicionou-se 80 YL de solugdo de
anticorpo purificados na concentra¢do de 1 pg/mL em solucdo de bloqueio. O anticorpo
IgG total de rato foi usado como controle negativo na concentragdo de 1 pug/mL em
solucdao de bloqueio. Apds incubagdo por 1 h, em camara imida, a 4 °C, as laminas
foram lavadas cinco vezes com PBS-tween e adicionou a solugdo de anticorpos anti-IgG
biotinilado (Amersham Pharmacia) na concentragdo de 1:500 diluidas em solucgdo
bloqueio e incubadas por 40 min em camara umida. Ap6s incubagdo, as laminas foram
lavadas cinco vezes com PBS-tween secadas cuidadosamente e foram adicionados 100
Ml do conjugado extreptoavidina® - peroxidase (SIGMA) na concentracdo de 1:500 em
solucdo de bloqueio, incubadas entre 4° a 8°C em camara imida por 40 min. As ldminas
foram lavadas por dez vezes com PBS-tween 20 e adicionou-se a solu¢do do substrato
(17,5ml de PBS contendo2,5 mg diaminobenzidine — DAB, Sigma) mais 5 pL de
peroxido de hidrogenio 30%.

A reacdo foi parada com agua destilada e a contra-coloragdo com verde metila
(Amersham Pharmacia). Colocou-se 100 UL do corante e aguardou—se 5 min para retirar
o corante mergulhando a lamina dentro de um béquer com agua destilada. Todas as
laminas foram analisadas sob microscopia de luz utilizando aumento de 10x, 40x e 100x

e a freqiiéncia de células positivas foi determinada contando-se 1000 células por lamina.
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Analise Estatistica

Para a andlise estatistica foi elaborado um banco de dados eletronico. Em
seguida, as varidveis foram testadas utilizando o programa Prisma 4.0 utilizando-se o
Teste de ANOVA seguido por Bonferroni. Foram consideradas estatisticamente

significantes quando p<0,05.
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Resultados

Caracterizagdo e quantificagdo dos cisticercos presente na cavidade peritoneal de

camundongos BALB/c em diferentes tempos de infec¢ao

A infecg¢do experimental por 7. crassiceps ¢ caracterizada pela presenca de
numerosos cisticercos na cavidade peritoneal. O cisticerco na fase inicial apresenta-se
pequeno e translucido, podendo aumentar o seu tamanho agora apresentando
brotamentos sendo denominado cisticerco na fase larval. No decorrer de seu
desenvolvimento, ele se torna mais opaco com numerosos brotamentos, provavelmente
entrando em uma fase de destruicdo, sugerindo que sua viabilidade esta alterada. Estes
ultimos sdo denominados de cisticercos na fase final (FIGURA 1). Para verificar o
perfil de multiplicagdo dos cisticercos durante a infeccdo experimental em
camundongos BALB/c, os parasitos nas trés fases foram quantificados em diferentes
tempos apds a infeccdo. No sétimo dia apds a infeccdo foi possivel recuperar uma
pequena quantidade de parasitos da cavidade peritoneal dos animais (FIGURA 2). Nesta
fase, a maior parte dos cisticercos encontrava-se na fase inicial (2,37+ 2,72), sendo que
raramente encontrou-se cisticerco na fase final (0,5+1,4). Entretanto, este maior nimero
de cisticercos na fase inicial ndo foi estatisticamente diferente do numero de cisticercos
na fase final. A auséncia de uma confirmagdo estatistica se deve a ndo recuperacao de
cisticercos em nenhuma das fases em varios animais. Quatorze dias apds a infecgdo foi
recuperado um niimero total de cisticercos estatisticamente maior que no sétimo dia
apos a infeccdo, indicando uma grande proliferacdo dos parasitos, os quais passaram de
um total de 3,62 (£3,5) no sétimo dia apds a infec¢ao para 83 (£45,3) no 14° dia. Neste
ultimo periodo e nos demais periodos nao foram observados predominancia de parasitos
em nenhuma das fases, ou seja, o numero de cisticercos na fase inicial, larval e final ¢
similar em todos os tempos de infeccdo. Nos dias subseqiientes da infeccdo observa-se
um aumento significativo do nimero total de parasitos, exceto entre o 28° e 42° dias,
onde se observa um controle dos parasitos (359+105 no 28° dia e 358+40 no 42° dia).
Ao se comparar 0o nimero de parasitos na fase inicial no 28° dia apds a infec¢do com
parasitos na fase inicial nos 42 dias, observa-se uma quantidade significativamente

menor no 42° dia apds a infec¢do, indicando que o controle do crescimento dos
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parasitos foi devido ao controle destes na fase inicial. O nimero de cisticercos volta a
crescer, sendo que no 84° dia apds a infec¢do observa-se que os animais apresentavam
dificuldade para caminhar e para se alimentar, devido ao grande volume da cavidade
peritoneal. Este periodo foi definido como limite para manutencdo da infecgdo
experimental. Nesta data o numero total de cisticerco foi em média de 1022 (£230),
sendo 333,75 (£191,9) na fase inicial; 337,12 (+101,6) na fase larval e 351,3+ (108,12)
na fase final.

O aumento do nimero de cisticercos durante a infec¢do promoveu um aumento
do volume da cavidade abdominal e do exsudato inflamatorio no local, o que
proporcionou um aumento gradual do peso dos animais. Desta forma, o peso dos
animais infectados foi significativamente maior que o dos animais controle nao
infectados a partir do 35° dia apds a infec¢do (FIGURA 3). Para avaliar se o aumento do
peso dos animais pode ser utilizado como um parametro de gravidade da doenga foi
feita uma correlacdo entre o peso e o nimero total de cisticercos, a qual foi positiva
como pode se observar na FIGURA 4 (Pearson r = 0,96). Vale ressaltar que no periodo
entre o 28° ¢ 42° dias ap0s a infecgdo, o nimero total de cisticercos ndo alterou, mas o
peso do animal aumentou, provavelmente devido ao aumento do exsudato inflamatorio

na cavidade peritoneal (FIGURAS 3 ¢ 4).

Perfil de citocinas séricas durante a cisticercose experimental.

O controle do parasito e as alteracdes patologicas desencadeadas pelo patogeno
dependem da resposta imune do hospedeiro, sendo que as citocinas produzidas pelo
hospedeiro durante a infec¢do ird direcionar o tipo de resposta imune gerada. A
producao de IFNy, relacionada ao perfil Thl de resposta esta associada a ativacao da
resposta imune celular e ao controle dos cisticercos. A quantidade desta citocina no soro
dos animais ndo infectados foi inferior ao limite de detec¢do da técnica (0,Ing/mL)
executada nestes experimentos. No soro dos animais infectados, o IFNy foi
significativamente superior ao limite de deteccdo no 28° dia apds a infecgao (0,78
ng/mL + 0,92 ng/mL), atingindo niveis de 8,7 (£5,2) ng/ml no 84° apos a infeccao
(FIGURA 5A). Outra citocina relacionada ao perfil Thl ¢ a IL-12, que foi detectada em
niveis acima dos encontrados em animais controles apenas no 56° dia apods a infec¢ao.
A produgdo foi ainda maior no 84° dia apds a infecgdo, atingindo niveis de

aproximadamente 7,24 (+4,4) ng/ml (FIGURA 5B). A IL-4, citocina do perfil Th2 que
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estd relacionada com susceptibilidade a 7. crassiceps foi detectada em niveis
significativamente acima do limite de deteccao (0,1 ng/mL) apenas a partir do 42° dia
apods a infeccdo (FIGURA 5C), sendo que nao foi possivel detectar esta citocina nos
animais controles. Esta alta producdo de IL-4 foi mantida no 56° e 84° dias apos a
infeccdo. Estes dados sugerem um perfil misto durante toda a infec¢do, mostrando uma
resposta do tipo Thl sistémica mais precoce que uma resposta Th2 (FIGURA 5 A, B e
O).

Caracterizagdo das células inflamatorias presente no lavado peritoneal

No decorrer da infec¢ao pode ser observada a formagao crescente de um intenso
exsudato, rico em células inflamatorias na cavidade peritoneal. Analisando estas células,
observa-se que os macréfagos foram mais abundantes durante toda a infec¢do e que os
polimorfonucleares foram as células que apresentaram uma variagdo de 10% a 40%
(FIGURA 6). O nuamero de linfocitos foi praticamente constante nos animais infectados
por toda a infeccdo, mantendo-se em torno de 5% das células presente no lavado. No
14° dia ap6s a infecgdo o numero de PMN alcangou 42% das células da cavidade
peritoneal, mantendo-se alto até o 28° dia e retornando para valores normais menores
que 20% nos periodos subseqiientes. Das células mononucleares, os macrofagos foram
os mais abundantes, totalizando em média 60% a 85% das células presente no lavado,
sendo que no final da infec¢do observou-se apenas 50% (FIGURA 6).

A caracterizagdo fenotipica das células no exsudato peritoneal também foi feita
por imunocitoquimica utilizando-se dois anticorpos monoclonais. O primeiro foi o ER-
MP23, anticorpo especifico para o receptor de N-acetil-galactosamina. Células portando
este marcador compdem 15% das células presentes na cavidade peritoneal de animais
controles, porém estas c€lulas aumentaram para 36% no 14° dia apds a infecgdo
(FIGURA 7A). Este valor acima de 35% de células positivas foi observado nos periodos
subseqiientes da infec¢do. O outro anticorpo utilizado foi o RB6-8C5, especifico para
Ly6C/G presente principalmente em granuldcitos, mas também presentes em células
plasmocitoides dendriticas e macréfagos inflamatorios recém migrados para o sitio da
inflamagdo. A presenca de células portando o marcador Ly6C/G foi observada em
valores inferior a 5% nos animais ndo infectados, porém este nimero sobe para 11% no
sétimo dia de infec¢do, mantendo-se sempre superior a 10% até no final do experimento

(FIGURA 7B).
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Caracterizagao funcional dos macréfagos no exsudato inflamatoério.

Macrofagos no ambiente de inflamagdo podem ser ativados por constituintes de
patdgenos, moléculas de superficie celular e fatores soluveis liberados pelas células do
hospedeiro como as citocinas. CMg produzem NO dependente da iNOS enquanto
AAMpg produzem ornitina e uréia pela enzima arginase-1, sendo que ambas as enzimas
usam a L-arginina como substrato. Para caracterizar o perfil funcional dos macréfagos
presentes no exsudato inflamatoério foi avaliada a producdo espontanea de NO em
sobrenadante de cultura de células peritoneais apos 48 h de cultura e a atividade de
arginase presente nas células recém removidas da cavidade peritoneal do hospedeiro.

A produgdo de NO foi constante durante toda a infeccdo e semelhante aquela
encontrada em células de animais ndo infectados, exceto no 84° dia apds a infeccdo
quando a producdo de oOxido nitrico foi significativamente menor (FIGURA 8). A
atividade de arginase das células peritoneais dos animais nao infectados foi menor que
10U durante todo o periodo. Células peritoneais de animais infectados apresentaram
uma grande atividade de arginase ja no 7° dia apds a infec¢do (28U). Esta atividade no
21° dia apos a infec¢ao alcancou 36U, aumentando para 48 U no 84° dia ap6s a infecgao

(FIGURA 9).

Deposito de colageno no peritdnio

A enzima arginase usa como substrato a L-arginina para a formag¢ao de ornitina e
uréia. A ornitina ¢ convertida pela ornitina aminotransferase em prolina, um importante
aminoacido constituinte do colageno. Para verificar se o aumento da atividade de
arginase nas células peritoneais relaciona-se com um aumento da deposicao de colageno
no peritonio, o colageno na serosa peritoneal foi quantificado durante a infec¢ao. Como
pode ser observada na FIGURA 10, a quantidade de colageno reduziu na fase inicial da
infec¢do, sendo significativamente menor que no controle no 14° dia apos a infec¢do.
Nos dias subseqiientes, a quantidade de coldgeno no peritonio dos animais infectados
comega a crescer, atingindo uma quantidade significativamente maior que nos animais

controles a partir do 56° dia.
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Figura l: Caracteristicas
macroscopicas de cisticercos de 7. crassiceps nos diferentes estagios de diferenciagdo
retirados de camundongos BALB/c 60 dias apds a infec¢do com 10 cisticercos em fase
inicial. (A) cisticerco em fase inicial; (B) cisticerco em fase larval e (C) cisticerco em
fase final.
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Figura 2: Numero de cisticercos de 7. crassiceps recuperados de camundongos
BALB/c em diferentes periodos apds a infeccdo de acordo com estidgio de
diferenciagdo. Os cisticercos foram removidos da cavidade peritoneal de animais
infectados em diferentes dias apos a infec¢do e quantificados de acordo com o estagio
de diferenciacdo. As barras apresentam a média (=SD) do numero de cisticercos
recuperados em cada fase * indica diferenca significativa entre o nimero de cisticerco
recuperados em uma fase com o niimero de cisticercos recuperados na mesma fase em
tempo imediatamente posterior ou anterior (P <0,05); # indica diferenga significativa
entre o numero de cisticerco recuperados em uma fase com o nimero de cisticercos
recuperados na mesma fase em tempo imediatamente anterior (P <0,05)
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Figura 3: Peso médio dos camundongos BALB/c infectados com cisticercos de
T. crassiceps em diferentes periodos apds a infec¢do. Camundongos BALB/c foram
infectados com 10 cisticercos em fase inicial ¢ o peso dos animais medido
semanalmente. Os dados representam a média (+SD) do peso dos animais nos diferentes
tempos. * indica diferenca significativa entre o peso dos animais controles com o dos
animais infectados no mesmo tempo (* p<0,05; ** p<0,01). (n=5)
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Figura 4: Analise de correlagdo entre o nimero total de cisticercos recuperados
dos 5 animais por cada dia experimental e o peso. Os dados representam a média (+=SD)
do niimero de cisticercos totais nos tempos 0, 7, 14, 21, 28, 42, 56 ¢ 84 dias apos a
infeccdo. (n=5)
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Figura 5: Citocinas presentes no soro de camundongos infectados ou ndo com
cisticercos de 7. crassiceps. Camundongos BALB/c foram infectados com 10
cisticercos em fase inicial as citocinas IFNy (A) IL-12p40 (B) e IL-4 (C) foram
quantificadas no soro dos animais nos diferentes tempos. As barras representam a média
(£SD) de pelo menos 5 animais. * indica producdo significativamente maior que a dos
controles no mesmo periodo (A e B) ou que a do limite de detec¢ao de 100 pg (C) (*
p<0,05). ND significa valor abaixo do limite de detec¢do.
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Figura 6: Numero absoluto de leucocitos recuperados (A) e Porcentagem das
diferentes populagdes celulares (B) na cavidade peritoneal de camundongos infectados
ou ndo com 7. crassiceps. Camundongos BALB/c foram infectados com 10 cisticercos
em fase inicial e eutanasiados nos diferentes tempos. As células na cavidade peritoneal
foram colhidas e coradas pelo corante pandtico. Os simbolos representam a média =SD
do nimero absoluto ou porcentagem de células presentes na cavidade peritoneal de pelo
menos 3 animais. a indica diferenca estatistica entre controle e infectados, b diferenca
estatistica diferenga entre o numero absoluto de leucocitos entre o 14 e 84 dias * indica
diferenga estatistica entre PMN de animais controles e infectados no mesmo periodo

(p<0,05). # indica diferenca estatistica entre PMN de animais controles e infectados no
mesmo periodo (p<0 05) CT - animais controles e INF - animais infectados
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Figura 7: Porcentagem de células portadoras dos marcadores e CD301 (A)
Ly6G/C (B) na cavidade peritoneal de camundongos infectados com 7. crassiceps.
Camundongos BALB/c foram infectados com 10 cisticercos em fase inicial e
eutanasiados nos diferentes tempos. As células na cavidade peritoneal foram colhidas e
marcadas por imunocitoquimica e contadas em microscopia Otica. Os simbolos
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representam a média £SD da porcentagem de células presentes na cavidade peritoneal
de pelo menos 5 animais.).
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Figura 8: Producao de oxido nitrico por células peritoneais de camundongos
infectados com 7. crassiceps. Camundongos BALB/c foram infectados com 10
cisticercos em fase inicial e eutanasiados nos diferentes tempos. As células na cavidade
peritoneal foram colhidas e cultivadas por 48 h em estufa a 36°C. A quantidade de 6xido
nitrico foi avaliada no sobrenadante de cultura pela reagdo de Griess. As barras
representam a média £SD da producdo de 6xido nitrico de pelo menos 4 animais. *
indica diferenga estatistica entre animais controles e infectados no mesmo periodo
(p<0,05).
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Figura 9: Atividade de arginase de células peritoneais de camundongos
infectados com 7. crassiceps. Camundongos BALB/c foram infectados com 10
cisticercos em fase inicial e eutanasiados nos diferentes tempos. As células na cavidade
peritoneal foram colhidas e a atividade de arginase foi avaliada como descrito nos
materiais ¢ métodos. As barras representam a média £SD da atividade de arginase de
pelo menos 4 animais. * indica diferenga estatistica entre animais controles e infectados
no mesmo periodo (p<0,05).
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Figura 10: Deposicdo de colageno no peritonio de camundongos infectados com
T. crassiceps. Camundongos BALB/c foram infectados com 10 cisticercos em fase
inicial e eutanasiados nos diferentes tempos. As barras representam a média +SD da
quantidade de colageno de pelo menos 3 animais. * indica diferenca estatistica entre
animais controles e infectados (p<0,05).
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Discussao

Cisticercos de 7. crassiceps inoculados na cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c multiplicam-se por brotamento, ocupando uma grande extensao do abdémen e
provocando uma distensdo e acumulo de liquidos e de leucdcitos no local. A gravidade
da doenga depende do ntimero de cisticercos presentes na cavidade peritoneal, sendo
que h4 uma correlagdo positiva entre o nimero de cisticercos € o aumento do peso dos
animais. Este dado indica que a pesagem dos animais pode ser uma forma de avaliar a
gravidade da doenca.

Todas as alteragdes nos parametros analisados como o peso, quantificagdo e
qualificagdo dos parasitos, dosagens de citocinas séricas, porcentagem e fenotipo das
células, produgdo de 6xido nitrico e atividade da arginase até¢ o 28° de infeccao foram
pequenas. Pode-se perceber uma pequena proliferacio de cisticercos, mas nio ¢
detectado aumento do volume abdominal ou peso dos animais. A integridade dos 6rgaos
da cavidade abdominal ¢ preservada (dados nao mostrados) e ndo se detecta citocinas
pertencentes ao perfil Thl ou Th2 no soro. No 14° dia destaca-se o aumento
significativo de PMN que ndo ¢ acompanhado por um aumento significativo de células
Ly6C/G+. Neste periodo, os cisticercos proliferam-se lentamente, provavelmente
devido a um controle mediado pela a¢do de NO induzido por IFNy (Alonso-Trujillo et
al. 2007), embora nao seja possivel detectar IFNY ou qualquer outra citocina no soro
neste periodo (Figura 5; (Spolski et al. 2000, Toenjes and Kuhn 2003, Toenjes et al.
1999). A produgdao de NO ex-vivo por células peritoneais também ndo se altera em
relagdo aos animais ndo infectados neste periodo (Figura 9; (Toenjes and Kuhn 2003)).
A atividade da enzima arginase estd aumentada nas células peritoneais ja no sétimo dia
apos a infecgdo e a presenca de células portando o marcador CD301 aumenta
significativamente no 14° dia. O CD301 ¢ expresso na maioria dos macréfagos
residentes na pele, porém a expressao desta proteina em macroéfagos no tecido
inflamado est4 relacionada ao perfil de AAMg (Dupasquier et al. 2006). Estes dados
sugerem que macrofagos sao ativados para o perfil de AAMg no sitio da infecgo ja nas
primeiras semanas apds o indculo dos parasitos. Até o 21° dia apos a infecgdo, as
altera¢des encontradas sdo pouco diferentes das ja descritas. Em torno do 28° dia apds a

inoculagdo pode-se detectar a presenca significativa de IFNy no soro dos animais, o que
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estd de acordo com trabalhos anteriores (Toenjes et al. 1999). O niimero de cisticercos
continua aumentando e o peso dos animais aumenta em relagdo aos controles nao
infectados, embora este aumento ndo seja estatisticamente significativo. A quantidade
de células PMN continua alta na cavidade peritoneal, corroborando trabalhos anteriores
(Padilla et al. 2001). Entretanto, este aumento pode ser associado ao aumento de células
Ly6C/G+. A producao espontanea de NO por cé€lulas peritoneais permanece inalterada e
a atividade de arginase permanece alta, assim como os marcadores de AAMg.

No periodo subseqiiente, entre o 28 e 42° dias ap0s a infec¢do, o nlimero total de
cisticercos ndo se altera, mas o niimero de cisticercos recuperados em fase inicial no 42°
dia ¢ significativamente menor que os recuperados no 28° dia, indicando que a resposta
imune foi parcialmente eficiente para controlar a proliferagao do patdégeno nesta fase. A
maior atividade microbicida nesta fase também foi sugerida anteriormente por outros
autores, os quais demonstraram que os parasitos recuperados da cavidade peritoneal
apds o 42° dia de infec¢do t€ém uma viabilidade maior que a dos parasitos recuperados
em periodos anteriores (Spolski et al. 2000). Porém, os mecanismos de ataque aos
cisticercos ndo ¢ capaz de manter o nimero de parasitos constante por muito tempo.
Embora o IFNy no soro dos animais infectados continua superior ao encontrado nos
animais controles a partir do 28° dia de infec¢do, a producdo de IL-4 sistémica torna-se
significativamente superior & dos animais controles apenas ap6s o 42° dia de infecgao,
indicando que uma resposta Th1 precede a resposta Th2 na infec¢do por 7. crassiceps,
como descrito anteriormente para resposta imune local (Terrazas et al. 1998).

As células PMN retornam aos niveis normais no 42° dia apds a infeccao, porém
a porcentagem de células Ly6C/G+ permanece alta. O anticorpo utilizado neste
trabalho, o clone RB6-8C5, ¢ amplamente utilizado para marcar neutrofilos, célula que
expressa grande quantidade de Ly6G. Porém, outras células como células dendriticas
plamocitéides e macrdéfagos supressores também sdo marcados por este clone de
anticorpo (Asselin-Paturel et al. 2001, Edwards et al. 2006, Geissmann et al. 2008).
Além disto, macrofagos inflamatorios expressam uma grande quantidade de Ly6C, que
¢ ausente em neutrofilo, mas também ¢ reconhecido pelo anticorpo RB6-8C5 (dos
Santos et al. 2008, Geissmann et al. 2008, Mordue and Sibley 2003). Esses dados
indicam que células Ly6C/G+, que ndo sdo neutrofilos, comegam a participar da
resposta imunoldgica em torno do 42° dia de infec¢do. Gomez-Garcia et al. mostraram
que fatores soluveis de macerados de cisticercos, os quais sdo compostos

principalmente de carboidratos, sdo capazes de induzir a migragdo de células Ly6C/G+
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com atividade supressora, além de induzir a expressdo de marcadores de AAMg
(Gomez-Garcia et al. 2005, Gomez-Garcia et al. 2006).

Os AAMg foram descritos como células relacionadas a imunossupressao,
principalmente pela capacidade de secretar citocinas imunossupressoras como a IL-10 e
o TGEF[, apresentagdo de antigenos favorecendo a ativagdo de células Th2 e deplecdo de
arginina pela a¢do da arginase (Martinez et al. 2009, Pesce et al. 2009). Esta ltima
inibe a proliferacao de linfocitos Thl e Th2 (Pesce et al. 2009). Entretanto, os AAMg
também podem participar diretamente do controle de helmintos por secre¢do de
quitinases que podem lesar o tegumento do patogeno, deplecio do aminoacido L-
arginina que ¢ importante para a proliferacdo celular ou outros mecanismos ainda nao
conhecidos (Anthony et al. 2007, Maizels et al. 2009).

Neste trabalho nao foi observado um aumento significativo na porcentagem dos
marcadores de AAMg, baseado nos receptores CD301 e atividade da arginase, apds o
28° de infeccdo. Porém, observa-se que ha uma diminuicdo na capacidade do
hospedeiro em controlar a infeccdo apds este periodo. Este dado sugere que outros
fatores, além da simples presenca de AAMg, podem ser mais importantes na inibi¢ao da
resposta imune para favorecer a proliferacao do patéogeno. Diversos sdo 0os mecanismos
que os cisticercos possuem para inibir a acdo microbicida do sistema imune. A
superficie do parasito ¢ recoberta por uma camada de polissacarideo que dificulta a
ativagdo do complemento na parede do cisto (White 2000). A agdo da via classica do
complemento também ¢ inibida pela paramiosina presentes no parasito (Laclette et al.
1990). Fatores secretados pelo cisticerco induzem a producdo de prostaglandinas e
proteinas de baixo peso molecular que diminuem a inflamacdo e alteram a produgdo de
citocinas pelos linfocitos T auxiliares (Arechavaleta et al. 1998). O cisticerco secreta
proteases capazes de degradar IL-2 e imunoglobulinas além de possuirem antigenos que
induzem apoptose de linfocitos TCD4+ e CD19+ (Lopez-Briones et al. 2003, White
2000).

Os AAMg também foram descritos como importantes células para promoverem
o reparo tecidual e favorecerem a formagao de fibrose em infec¢des cronicas (Anthony
et al. 2007, Thompson et al. 2008, Wynn et al. 2004). Este aumento da fibrose foi
sugerido pela grande expressdo da enzima arginase 1 nestes macrofagos. Esta enzima
favorece a sintese de colageno pelo aumento da disponibilidade de ornitina e
posteriormente de prolina, principal aminodcido constituinte do colageno (Thompson et

al. 2008, Wynn et al. 2004). Neste trabalho, o coldgeno presente no peritdonio foi
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significativamente reduzido no 14° dia de infeccdo e aumentou nos tempos
subseqiientes tornando-se superior ao encontrado nos animais controles apos o 56° dia
de infeccdo. A formacgao de fibrose em um tecido que sofreu injuria depende de varios
fatores. Geralmente, na fase da injuria observa-se a liberacdo de metaloproteinases que
sdo capazes de degradar o colageno e os componentes da matriz extracelular para
favorecer a migracdo de células para o tecido. Esta fase ¢ seguida por uma fase
inflamatéria com intensa migragdo de leucocitos (Wilson and Wynn 2009). Os
leucocitos que migram sdo altamente regulados por citocinas e quimiocinas produzidas
pelas células no sitio da inflamag¢do e por constituintes dos patdgenos, caso estes
estejam presentes. Um balango entre citocinas anti-fibroticas como IFNy e TNF e
citocinas pro-fibroticas 1L-13, IL-4 ¢ TGFB vao inibir ou estimular a proliferagdo e
diferenciagdo de fibroblastos para se transformarem em células secretoras de coladgeno,
formando entdo o tecido fibroso (Wilson and Wynn 2009). A sintese de colageno pelos
fibroblastos ¢ dependente da L-arginina e da enzima arginase, sendo que a arginase de
fibroblastos parece ser mais importante que a arginase de macréfagos para a formagao
da fibrose (Thompson et al. 2008). Na verdade, a arginase AAMg foi capaz de inibir a
sintese de colageno no modelo de granuloma por ovos de Schistosoma mansoni (Pesce
et al. 2009). Nossos dados mostram que na fase tardia da infecc¢ao por cisticercos de 7.
crassiceps ocorre um aumento da producao de IL-4 sistémica, o que favorece a geragao
de células Th2 produtoras de IL-4 e IL-13, as quais podem favorecer a proliferagdo dos
fibroblastos e aumento da sintese do colageno na fase cronica da infec¢do. Porém, ndo
foram observada alteragdes significativas em marcadores de AAMg que associassem
estas células com o aumento da deposi¢do do coladgeno no peritdnio na fase cronica da
infec¢ao.

Neste trabalho foi demonstrado que os AAMg podem ser observados nas
primeiras semanas apoOs a infec¢do experimental com cisticercos de 7. crassiceps,
quando ocorre também um controle da proliferagdo do parasito e degradacdo do
coldgeno no peritonio. No decorrer da infec¢do, a capacidade de controlar os parasitos
diminui, uma resposta sistémica Thl muda para uma resposta mista Thl1/Th2 e a
presenga de AAMg e da atividade da arginase na cavidade peritoneal sofre pouca
alteracdo em relagdo a fase inicial da infec¢do. A quantidade de coldgeno no peritdnio
que foi reduzida nas primeiras semanas apos a infec¢do aumenta apos o 42° da infecc¢ao,

a0 mesmo tempo em que aumenta a citocina IL-4. Desta forma, a deposicao do
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colageno no peritonio relaciona-se mais com a presenga de citocinas do perfil Th2,

como a [L-4 do que com a presenca de AAMg.
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Manuscrito 2

Segundo as normas da Revista do Instituto Oswaldo Cruz, exceto os graficos e

legendas que foram adicionados ap6s os resultados para facilitar a leitura da dissertagao.
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Titulo: Inibicdo da arginase diminui deposi¢ao de colageno no peritonio de
camundongos infectados com cisticercos de 7. crassiceps sem alterar o perfil da

infeccio.

Moura V. B. L; Silva, M. M. Batista, L. F.; Lino Junior, R. S.; Oliveira, M.
A. P.

Resumo

A cisticercose caracteriza-se pela presenca de cisticercos que podem se alojar em
diversas tecidos, os quais sao contidos em um granuloma. Citocinas do Perfil Th1l e Th2
e diferentes subpopulagdes de macréfagos participam do controle do parasito e da
formagdo da fibrose ao redor do mesmo. Macrofagos classicamente ativados utilizam a
L-arginina para produzir 6xido nitrico e matar os parasitos, enquanto macrofagos
alternativamente ativados e fibroblastos expressam a arginase que utilizam a L-arginina
para produzir ornitina que favorece a proliferacdo celular, sintese de colageno e fibrose.
Para avaliar se o bloqueio da arginase interfere na susceptibilidade de camundongos a
infec¢do por cisticercos de 7. crassiceps, os animais foram infectados e tratados com
nor-NOHA por 56 dias. O peso dos animais, nimero de cisticercos e perfil de células no
sitio da infec¢do ndo alterou, porém a deposi¢ao do coldgeno no sitio da infec¢do foi
inibida pelo tratamento com o inibidor de arginase. Estes dados sugerem que a arginase
tem pouca importdncia na susceptibilidade de camundongos a cisticercose, porém,
bloqueadores desta enzima podem ser utilizados para minimizar as lesdes fibroticas que

ocorrem na cisticercose.
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Introducio

A cisticercose caracteriza-se pela presenca de larvas de cestodes da familia
Taeniidae nos tecidos do hospedeiro (Flisser 1991, Nascimento 1991, Pedretti et al.
1999). Os cisticercos podem se alojar em diversas tecidos e infectam mais de dois
bilhdes de pessoas no mundo, constituindo uma enfermidade com uma grande
importancia na saide publica (Maizels and Yazdanbakhsh 2003, Reyes et al. 2009). Ao
redor do parasito observa-se a formagdo de um granuloma que ocorre sob a influéncia
de citocinas associadas aos perfis Thl e Th2 dos linfocitos e paticipam diferentes
subpopulagdes de macréfagos, que também sdo responsaveis pela eliminagdo dos
parasitos (Robinson et al. 1997, Terrazas 2008).

A infec¢ao de camundongos BALB/c por 7. crassiceps € um importante modelo
experimental para o estudo da cisticercose. Neste modelo, camundongos sdo injetados
com cisticercos na cavidade peritoneal e diversas células do sistema imune, incluindo
mondcitos e macrofagos, sdo recrutadas para o sitio da infec¢@o. Durante a infeccgdo,
estas células sofrem alteragdes em seus perfis, coordenando o combate ao parasito ¢ a
formagdo do granuloma (Robinson et al. 1997, Terrazas 2008). Numa fase inicial desta
infec¢ao, os macréfagos obtidos do sitio infectado sdao capazes de produzir IL-12 e NO
apos o estimulo com constituintes de patdgenos, sendo associados ao perfil de
macrofagos classicamente ativados (CMg) (Rodriguez-Sosa et al. 2004). A geragdo de
CMg ¢ dependente da produgdo de citocinas do perfil Thl como IFNy, TNFa que
induzem um aumento na expressdo da enzima iNOS. Esta enzima utiliza a L-arinina
para producdo de citrulina e NO, sendo que esta ultima molécula ¢ altamente toxica e
microbicida (Martinez et al. 2009). Nas fases mais tardias desta infec¢ao, os macréfagos
do sitio infectado ndo produzem mais NO apds o estimulo com constituintes de T.
crassiceps, mas expressam uma grande quantidade da enzima arginase (Raes et al. 2005,
Rodriguez-Sosa et al. 2004). Macrofagos expressando arginase sao gerados
principalmente pela exposi¢do as citocinas do perfil Th2 como IL-4 e IL-13 e sdo
conhecidos como macrofagos alternativamente ativados (AAM@). A arginase também
utiliza o substrato L-arginina, porém produz L-ornitina e uréia. A ornitina pode ser
utilizada como substrato para formacdo de poliaminas, que favorece a proliferagdo
celular e a prolina ¢ um importante aminoacido para a sintese de coldgeno (Munder

2009). Baseado nesta dicotomia, diversos trabalhos t€ém demonstrado uma associagao
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entre a presenca de CMg com alta atividade microbicida e AAM@ com baixa atividade
microbicida, intenso reparo tecidual e fibrose (Chang et al. 1998, Kropf et al. 2005,
Thompson et al. 2008, Wilson and Wynn 2009). Além disto, como os dois tipos de
macréfagos utilizam o mesmo substrato, acredita-se que a presenga de um deles pode
inibir a agdo do outro.

A producdo de NO dependente da iNOS dos CMg foi associada ao controle de
cisticercos da 7. crassiceps, pois o tratamento com um inibidor da iNOS, o L-NAME,
impediu a morte dos cisticercos (Alonso-Trujillo et al. 2007). Este dado levanta a
hipotese de que a presenca de AAM@ produzindo arginase pode ser prejudicial ao
hospedeiro, favorecendo a proliferacao dos parasitos.

Além de expressarem a arginase, os AAM@ também sao descritos como células
que favorecem a geracdo do perfil Th2 que por sua vez aumenta a geracdo de AAM@.
Citocinas do perfil Th2, destacando-se a IL-13, foram descritas como importantes
mediadores da sintese de coldgeno em processos fibroticos, principalmente por ativarem
a arginase em fibroblastos (Lindemann & Racke 2003). Além disto, os AAM@ podem
também produzir outros mediadores, como TGF[3, o qual favorece a proliferagdo de
fibroblastos e também ativa a expressdo de arginase. Assim, € possivel que a arginase
produzida por fibroblastos também possa ser capaz de competir pela L-arginina presente
no sitio infectado e inibir a produgdo de NO por CMae.

Além de citocinas do perfil Th2, glicoconjugados presentes em cisticercos de 7.
crassiceps sdo capazes de induzir a geragdo de AAM@ independente de 1L-4 e IL-13
(Gomez-Garcia et al. 2006, Atochina et al. 2008). Estes carboidratos podem se ligar a
receptores tipo c-lectina, como o CD301, receptor para manose e o receptor DC-SIGN
para induzir esta ativacao (Van liempt, 2007, van Die & Dummings, 2009). O receptor
CD301 pode ser bloqueado pelo anticorpo especifico ER-MP23 (Dupasquier et al.
2004), porém, se este bloqueio interfere na geracao de AAM@ainda ndo foi esclarecido.

Neste trabalho foi utilizado o inibidor seletivo da arginase, o nor-NOHA ¢ o
anticorpo bloqueador de CD301 para avaliar a fun¢do da arginase ¢ dos AAM® na
suscetibilidade dos camundongos a infeccdo experimental por 7. crassiceps e para

avaliar a deposi¢ao de colageno no sitio da infecgao.
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Materiais e Métodos

Animais e Tratamentos

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c fémeas com
idade entre 6 a 12 semanas do Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da Universidade Federal de Goids. Os animais foram mantidos em gaiolas 20 X
30 cm, separados em grupos de 5 camundongos por gaiola. A luminosidade foi
controlada por foto periodo de 12 horas. Os animais receberam agua esterilizada e
acidificada e ragao esterilizada (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil) fornecidos ad libitum.

Os animais foram infectados ou ndo com 10 cisticercos de 7. crassiceps viaveis
na fase inicial retirados da cavidade peritoneal de outros camundongos como descrito
no item animais e infeccdo. Imediatamente apds a infeccdo, os camundongos foram
tratados intraperitonealmente ou nao cinco vezes por semana com PBS, IgG de rato
total (100 pg/camundongo), IgG de rato anti-CD301 (100 pg/camundongo), inibidor de
arginase (400 pg/camundongo) nor-NOHA (de N”- hydrosy-nor-L-arginine/ nor-
NOHA, BACHEM, USA), L-arginina (8mg/camundongo) (SIGMA). Apos 56 dias de
experimento os animais foram eutanasiados por decapitagdo para obtencao do sangue.
As células e os cisticercos da cavidade peritoneal foram obtidos por lavagem peritoneal
com solucdo salina tamponada (PBS). Os procedimentos deste projeto foram avaliados
e aprovados pelo comité de Etica em Pesquisa Humana e Animal da Universidade

Federal de Goias sob o protocolo 030/2008.

Cultivo e manutengdo da cepa ORF

Os camundongos foram infectados com a forma larvaria inicial de 7. crassiceps,
pertencentes a cepa ORF e mantidas no Biotério do IPTSP-UFG. A manutencao da cepa
foi feito por passagens intraperitoneais sucessivas, a cada 90 dias, em camundongos
fémeas BALB/c de 8 a 12 semanas de idade de acordo com Vaz et al (1997). Os

animais controles foram inoculados com PBS.

Pesagens dos animais
Os animais do grupo infectado ou controle foram pesados semanalmente em

balanca eletronica de precisao (Bioprecisa BS3000A, série 09245) 0,1g.
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Obtencao e quantificagdes dos cisticercos

ApoOs a eutanasia dos camundongos foi feito um lavado peritoneal utilizando 3
mL PBS estéril que foram colocados em tubos de polipropileno de 15 ml. A suspensdo
contendo células e cisticercos ficaram em repouso por 2 min para sedimentagcdo dos
cisticercos e coleta do sobrenadante contendo as células. Os cisticercos foram separados

e diferenciados segundo (Vinaud et al. 2008) para posterior quantificacao.

Cultura de células peritoneais

O lavado peritoneal contendo as células foi centrifugado a 300x g, durante 10
minutos a uma temperatura de 10°C. O sobrenadante obtido apds a centrifugagdo foi
desprezado e o sedimento foi ressuspendido com 1 ml de PBS. Para quantificagdo das
células foi realizada uma diluicdo de 1:10 em azul de tripan e contagem em
hematocitdbmetro. A concentragdo final de células ajustada para 2x10%mL em PBS.
Uma quantidade de 2x10° células foi centrifugada em citocentrifuga (FANEM) para se
obter as amostras para confec¢do das laminas para contagem diferencial das células.
Essas laminas foram fixadas com metanol, e coradas pela panético (NEWPROV,
Pinhais, PR, Brazil) e montadas com entellan (MERK).

Uma quantidade de 1,5x10° células/500ul em placa de cultura de tecido de 24
pocos (Corning). A incubagao foi feita por 48 horas meio RPMI 1640 (Sigma) contendo
10% de SBF, 2uM de L-glutamina, 100U/mL de penicilina, 100 pg/mL de

estreptomicina e 50 UM de 2-mercaptoetanol a 36°C, em 5% de CO,,

Dosagem de o0xido nitrico (NO).

Ap6s 48 horas de incubagdo, o sobrenadante de cultura das células foi removido
para quantificacdo do nitrito pelo método colorimétrico de Griess (Green et al, 1982)
por comparag¢ao com uma curva padrao de NaNO; comegando 100 pm. A revelacao foi
feita através da adig¢do de solucdo de Griess (1:1) contendo 50 pl sulfanilamida a 1% e
50 pl N.naftil-etilenodiamina a 0,1% em dacido fosforico a 2,5%. Apo6s dez minutos a
temperatura ambiente, foi feita a leitura utilizando-se leitor ELISA com um filtro de 550

nandmetros.
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Avaliacdo da atividade de Arginase

As células obtidas como descrito anteriormente foram alicotadas em microtubos
contendo 1x10° células em solugdo de PBS e lisadas com 5ul de 0,1% Triton X-100.
Apo6s 30 min de incubagdo foram adicionados 100ul de 25 mM Tris-HCI (pH 7.2) e 20
pl de 10 mM MnCl, para a ativagdo da enzima pela incubagdo a 56°C por 10 min. A
hidrolise da L-arginina foi conduzida pela incubagao de 100 pl desse lisado com 100 pl
de 0,5 M de L-arginina (pH 9.7) a 37°C por 60 min. A etapa seguinte foi realizada em
placa de 96 pocos de fundo U (Corning, New York 14831, USA) para detecg¢do da uréia
e por comparacdo com uma curva padrao comecando 80mg/dl contendo dilui¢des
seriadas em duplicatas de 200 pl em placa de 96 pocos (Corning). Nesta etapa a uréia
foi avaliada utilizando 5 pl da amostra pelo Kit UREA 500 (Doles, Goiania, GO, Brasil)
segundo instru¢do do fabricante. A densidade optica (D.O.) foi detectada por leitor de
ELISA com um filtro de 620 nandometros. Os resultados foram expressos como
atividade da enzima em unidades. Uma unidade (U) foi definida como quantidade de

uréia/dL produzida por 2,5 x 10* células por hora.

Anticorpos

Os hibridoma RB6-8C6 (anti Ly6C/G) foi doado pela pela Dr* Gloria Maria
Collet de Aratjo Lima (UFG). O hibridoma ER-MP23 (anti-CD301-receptor para N-
acetil galactosamina) foi doado pelo Dr. Pieter Leenen (Universidade de Erasmus de
Roterdam, Roterdam, Holanda). IgG totais de rato (controle) foram purificados em
coluna de proteina G de soro de rato Wistar e os demais anticorpos purificados a partir

de sobrenadante de cultura dos hibridomas.

Imunocitoquimica para detecgdo de células CD 301+

Para analise dos marcadores de superficie 2 x 10° células obtidas como descrito
anteriormente foram depositadas em ldminas para microscopia centrifugado 300 x g
durante 10 minutos a uma temperatura de 10°C em citocentrifuga (FANEM). As
amostras em laminas foram e armazenadas -20°c até a realizacdo dos exames. Apos o
descongelamento das laminas, foi feito o bloqueio com (PBS contendo 5% SFB) por 20

min a temperatura ambiente (TA). Apos esse periodo, foi feito a lavagem com PBS-
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tween e adicionou-se 80 UL de solugdo de anticorpo purificados na concentragdo de 1
pg/mL em solugdo de bloqueio. O anticorpo IgG total de rato foi usado como controle
negativo na concentragcdo de 1 pg/mL em solu¢do de bloqueio. Apds incubacao por 1 h,
em camara umida, a 4°C, as laminas foram lavadas cinco vezes com PBS-tween e
adicionou a solu¢do de anticorpos anti-IgG biotinilado (Amersham Pharmacia) na
concentragdo de 1:500 diluidas em solugdo bloqueio e incubadas por 40 min em camara
umida. Apds incubagdo, as laminas foram lavadas cinco vezes com PBS-tween secadas
cuidadosamente e foram adicionados 100 pl do conjugado extravidina® - peroxidase
(SIGMA) na concentracao de 1:500 em solu¢ao de bloqueio, incubadas entre 4° a 8°C
em camara umida por 40 min. As laminas foram lavadas por dez vezes com PBS-tween
20 e adicionou-se a solu¢do do substrato (17,5ml de PBS contendo 2,5 mg
diaminobenzidine — DAB, Sigma) mais 5 UL de perdxido de hidrogénio 30%.

A reacdo foi parada com 4gua destilada e a contra-coloragdo com verde metila
(Amersham Pharmacia. Todas as laminas foram analisadas sob microscopia de luz
utilizando aumento de 10x, 40x e 100x e a freqiiéncia de células positivas foi

determinada contando-se 1000 células.

Avaliacdo da deposi¢do de coldgeno no peritonio

A membrana peritoneal de animais infectados ou nao infectados foi coletada e
fixada em formalina tamponada a 10%. O material foi processado pelo método de
inclusdo em parafina. As laminas foram coradas pelo picro-sirus e examinada em
microscopia sob luz polarizada com objetiva de 40x. O coladgeno foi quantificado por
toda a extensao da membrana peritoneal apds a fotografia de 30 campos por animal que

foram analisados no programa Image J (NIH).

Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica foi elaborado um banco de dados eletronico. Em
seguida, as varidveis foram testadas utilizando o programa Prisma 4.0 utilizando-se o
teste de Kruskal-Wallis seguido o teste de Dunns. Foram consideradas estatisticamente

significantes quando p<0,05.
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Resultados

Inibi¢do da arginase ou aumento de L-arginina ndo altera o curso da infec¢ao

experimental por cisticercos de 7. crassiceps.

Cisticercos de T. crassiceps proliferam por brotamento na cavidade peritoneal de
camundongos BALB/. A proliferacdo dos cisticercos, a migra¢do de células e o
aumento de fluidos na cavidade peritoneal proporcionam um aumento no peso dos
animais infectados. O tratamento com inibidor da enzima arginase ou o fornecimento do
substrato para a arginase (L-arginina) ndo altera a curva ponderal dos animais infectados
(FIGURA 1A). O inibidor de arginase e a L-arginina também ndo altera o peso dos
animais ndo infectados (FIGURA 1B), sugerindo que estes compostos, ndo alteraram a
proliferacdo dos cisticercos e a entrada de fluidos na cavidade peritoneal, tanto em
animais infectados quanto nao infectados. A confirmagao de que o inibidor de arginase
e a L-arginina ndo interfere na proliferagdo dos cisticercos pode ser observada na
FIGURA 2, a qual mostra que além do niimero total de parasitos permanecerr constante,
os cisticercos nos diferentes estadios de evolucdo também ndo sofrem alteracoes
significativas quando a arginase ¢ bloqueada ou quando ha um aumento do substrato

para a enzima.

O perfil das células presentes no sitio da infec¢do por cisticercos de T.
crassiceps nao sofre alteracdes pela inibicdo da arginase ou aumento da disponibilidade

de L-arginina.

Macrofagos alternativamente ativados em um sitio infectado podem ser
marcados pelo anticorpo monoclonal anti-CD301. Para observar se o bloqueio da
arginase ou aumento da disponibilidade do substrato para a arginase interfere no perfil
das células que infiltram a cavidade peritoneal de camundongos infectados com T.
crassiceps, as c€lulas peritoneais dos camundongos infectados foram analisadas para
expressao de CD301 apdés o tratamento com nor-NOHA, L-arginina ou PBS. A
porcentagem de células CD301+ ndo sofreu nenhuma alteragdo significativa apds o
tratamento com nor-NOHA, porém, aumentaram apos o tratamento com L-arginina,

sugerindo que a L-arginina pode aumentar a expressdao de CD301 em macrofagos ou
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aumentar a geracdo dos AAM@. (Figura 3 A e B). As caracteristicas funcionais das
células, entretanto, ndo foram alteradas pelo tratamento com o inibidor reversivel da
arginase o nor-NOHA, ja que a atividade desta enzima em cé€lulas obtidas de
camundongos que foram tratados por 56 dias com este inibidor permaneceu inalterada
(Figura 4 B). A adicdo do inibidor de arginase durante o ensaio para dosagem da
atividade da enzima in vitro revelou que este inibidor inibiu a sintese de uréia (dados
ndo mostrados), indicando que ele ¢ capaz de inibir a atividade da arginase. Como o
inibidor ¢ reversivel e as células coletadas da cavidade peritoneal dos camundongos
foram lavadas com PBS antes de serem submetidas ao estudo da atividade da arginase, a
manuten¢do da atividade da enzima em valores semelhantes aquela observada nos
animais ndo tratados sugere que o bloqueio da enzima ndo induziu nenhum mecanismo
de regulagdo para promover alteracdo na sintese da arginase. Aparentemente, outra
enzima que utiliza a L-arginina como substrato, a iNOS, também ndo se alterou com o
tratamento dos animais com L-arginina ou nor-NOHA, j& que o NO produzido pelas
células peritoneais em cultura permaneceu baixo e sem diferencas apds os tratamentos

(FIGURA 4 A).

Inibicdo da arginase diminui deposi¢do de coldgeno no peritonio de

camundongos infectados com cisticercos de 7. crassiceps

A arginase ¢ importante para sintese de prolina, o principal aminoécido presente
no coldgeno. Como em uma infecgdo cronica por cisticercos observa-se a formagdo de
um granuloma contendo grande quantidade de coldgeno, foi avaliado se ha alguma
interferéncia na deposi¢cdo do colageno no peritdénio ap6s o aumento da disponibilidade
de L-arginina ou apés a inibi¢do da arginase em camundongos infectados. Embora o
tratamento com L-arginina ndo tenha sido capaz de alterar a deposi¢do de coldgeno na
cavidade peritoneal, a inibicdo da enzima arginase foi capaz de diminuir
significativamente a fibrose local (FIGURA 5). Este dado confirma que a atividade da
arginase foi significativamente bloqueada pelo inibidor nor-NOHA neste trabalho,
embora a inibi¢cdo ndo tenha interferido no nlimero de parasitos e no perfil do infiltrado
celular como demonstrado anteriormente. A deposi¢dao de coldgeno no peritdnio de
animais ndo infectados nao se alterou com o bloqueio da enzima arginase, sugerindo
que a dose do inibidor utilizada ndo interferiu nas funcdes fisiologicas da enzima. A

confirmacdo de que a dose utilizada ndo foi toxica foi obtida pela andlise histologica do
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figado de animais infectados ou ndo infectados, os quais estavam semelhantes aos

figados dos respectivos animais controles (dados ndo mostrados).

Bloqueio do receptor para galactose (CD301) nido altera o perfil da infec¢ao por

cisticercos de 7. crassiceps

A enzima arginase I, que favorece a sintese de prolina € o aumento na producao
de coldgeno, ¢ encontrada principalmente em macrofagos e em fibroblastos nos tecidos
inflamados. Os macréfagos que possuem grande atividade da enzima arginase sdo
conhecidos como AAM@, os quais expressam grande quantidade do receptor para N-
acetil-galactosamina/ CD301. Estes receptores podem ser bloqueados pelo anticorpo
monoclonal ER-MP23. Como carboidratos na superficie da 7. crassiceps sao indutores
de AAM@ expressando uma grande atividade da arginase, foi investigado neste trabalho
se o bloqueio de um dos receptores para carboidratos dos macrofagos, o CD301, poderia
interferir na geragdo de AAM@ ou com a atividade da arginase nestas células. Como
pode ser visto na FIGURA 6, o tratamento com anti-CD301 ndo interferiu no
desenvolvimento da cisticercose experimental, pois o peso dos animais infectados nao
alterou apds o tratamento (Figura 6A). Além disto, o niimero de cisticercos nas
diferentes fases também nao foi alterado pelo tratamento com anti-CD301, embora a
presenca de anticorpos irrelevantes (IgG de Rato) tenha induzido um aumento no
nimero de cisticercos na fase inicial (Figura 6B). A presenca destes anticorpos nao
alterou a expressdo de CD301 nas células presentes no infiltrado inflamatério, nem
alterou a atividade da enzima arginase (Figuras 6 C, D). Estes dados sugerem que
macréfagos alternativamente ativados sdo gerados independentes da ligacao de
carboidratos ao receptor CD301 e o bloqueio deste receptor ndo interfere na progressao

da cisticercose experimental.
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Figura 1- Andlise ponderal de camundongos infectados com 7. crassiceps e
tratados com de nor-NOHA ou L-arginina. Camundongos BALB/c foram infectados (A)
ou ndo (B) com 10 cisticercos de T. crassiceps na fase inicial IP e tratados 5 vezes por
semana com nor-NOHA (400 g /camundongo) ou L-arginina (8 mg/camundongo). Os
animais foram pesados semanalmente até¢ 56 dias. As curvas representam a média +=SD
do peso de 3 animais.
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Figura 2- Numero de cisticercos recuperados da cavidade peritoneal de
camundongos infectados com 7. crassiceps e tratados com nor-NOHA ou L-arginina.
Camundongos BALB/c foram infectados com 10 cisticercos de 7. crassiceps na fase
inicial IP e tratados 5 vezes por semana com nor-NOHA (400 pg /camundongo) ou L-
arginina (8 mg/camundongo). Os animais foram eutanasiados ao 56° dia ap6s a infec¢ao
e os cisticercos recuperados da cavidade peritoneal foram quantificados de acordo com
a sua fase de desenvolvimento. As barras representam a média =SD do numero de
cisticercos de 3 animais.
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Porcentagem de células CD301+ na cavidade peritoneal de camundongos infectados
com 7. crassiceps e tratados com nor-NOHA ou L-arginina. Camundongos BALB/c
foram infectados com 10 cisticercos de 7. crassiceps na fase inicial IP e tratados 5 vezes
por semana com PBS, nor-NOHA (400 pg /camundongo) ou L-arginina (8
mg/camundongo). Os animais foram eutanasiados ao 56° dia apds a infeccdo e as
c€lulas na cavidade peritoneal foram colhidas e marcadas por imunocitoquimica para
CD301. A porcentagem de células positivas foi avaliada em microscopia de luz. As
barras representam a média £SD da porcentagem de células presentes na cavidade
peritoneal de 2 (PBS) ou 3 animais (Nor-NOHA e L-arginina).
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Figura 4- Producao de 6xido nitrico (A) e atividade de arginase (B) de células na
cavidade peritoneal de camundongos infectados com 7. crassiceps e tratados com nor-
NOHA ou L-arginina. Camundongos BALB/c foram infectados com 10 cisticercos de
T. crassiceps na fase inicial IP e tratados 5 vezes por semana com PBS ou nor-NOHA
(400 pg /camundongo) ou L-arginina (8 mg/camundongo). Os animais foram
eutanasiados ao 56° dia apds a infec¢do e as células na cavidade peritoneal foram
colhidas para avaliagdo da producdo de NO ou atividade de arginase. As barras
representam a média £SD da porcentagem de células presentes na cavidade peritoneal
de 3 animais. O inserto representa a atividade da arginase das células obtidas da
cavidade peritoneal de camundongos tratados com nor-NOHA ou L arginina, mas nio
infectados.
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Figura 5- Deposicao de colageno sobre o peritonio de camundongos infectados
com 7. crassiceps e tratados com nor-NOHA ou L-arginina. Camundongos BALB/c
foram infectados com 10 cisticercos de 7. crassiceps na fase inicial IP e tratados 5 vezes
por semana com PBS ou nor-NOHA (400 pg /camundongo) ou L-arginina (8
mg/camundongo). Os animais foram eutanasiados ao 56° dia apds a infec¢do e o
peritonio foi processado em parafina para preparagdo de laminas coradas com
picrosirius. As barras representam a média +SD da porcentagem de células presentes na
cavidade peritoneal de 3 animais. * indica diferenca estatistica do grupo de animais
tratados com PBS. (P<0,05). O inserto representa o colageno depositado no peritonio de
camundongos tratados com nor-NOHA ou L-arginina, mas ndo infectados.
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Figura 6- Tratamento com anticorpo anti-CD301 ndo altera o curso da
cisticercose experimental. Camundongos BALB/c foram infectados com 10 cisticercos
de T. crassiceps na fase inicial IP e tratados 5 vezes por semana com PBS, 100 p
g/camundongo de IgG de Rato inespecifica ou IgG de rato anti-CD301. O peso dos
animais foi avaliado semanalmente (A). Os animais foram eutanasiados ao 56° dia apods
a infeccdo e as células na cavidade peritoneal e os cisticercos foram colhidos para
avaliacdo do niimero e estagios dos cisticercos (B), porcentagem de células ER-MP23+
(C) e atividade de arginase (D). * indica diferenca do grupo de animais tratados com
PBS. (P<0,05).
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Discussao

A arginase ¢ uma enzima encontrada em duas isoformas em mamiferos e
hidrolisa a L-arginina para gera¢do de L-ornitina e uréia. A arginase I ¢ expressa
principalmente no figado, onde participa do ciclo da uréia que ¢ um importante
mecanismo fisioldégico de eliminacdo de amoénia em mamiferos (Munder 2009). A
arginase II ¢ uma proteina mitocondrial expressa em varios tecidos, como rim, prostata,
intestino delgado e glandulas mamarias. Nestes tecidos, ela ¢ importante em diversas
fungdes fisiologicas como a geracao de poliaminas para proliferagdo celular e transporte
através das membranas (Munder 2009). Macrofagos, células dendriticas, neutréfilos e
fibroblastos também sdo capazes de expressar a arginase I, principalmente apos a
ativagdo com citocinas do perfil Th2, como IL-4 e IL-13 (Warnken et al. 2010, Maizels
et al. 2009, Munder 2009). A arginase de AAM@® compete pelo substrato L-arginina
com a iNOs, inibindo a sintese de NO e a capacidade microbicida dos CMga. Os
resultados deste trabalho demonstram que a inibi¢do da arginase ou a suplementagdo de
L-arginina nao altera o perfil da infec¢do experimental por cisticercos de 7. crassiceps.
Tanto o numero total quanto os cisticercos nas diferentes fases de evolucdo
permaneceram inalterados apods o tratamento com nor-NOHA ou com L-arginina. Este
dado sugere que a L-arginina presente no sitio da infec¢do encontra-se em excesso para
ser utilizada pelos macrofagos para produzirem NO. Este excesso de L-arginina
disponivel ¢ confirmado pelo fato de que a adicdo deste aminoicido na cavidade
peritoneal também ndo altera o curso da infeccdo. Esta falta de competi¢do entre iNOS e
arginase pode ser parcialmente explicada pelo fato de que a inducdo da enzima iNOS,
em macréfagos, na infec¢ao por 7. crassiceps ¢ muito baixa. Assim, uma quantidade
pequena de L-arginina disponivel seria suficiente para proporcionar uam produgdo do
NO que controla os parasitos. A hipotese de que a inducdo da iNOS ¢ baixa pode ser
comprovada pelo fato de que a produgdo espontinea de NO por células peritoneais de
camundongos infectados ¢ semelhante a dos controles nao infectados em todas as fases
da infeccdo (MOURA, 2010, manuscrito em preparacdo). Vale ressaltar que embora a
producdo de NO seja baixa, o bloqueio da iNOS ¢ capaz de inibir a morte do cisticerco
(Alonso-Trujillo et al. 2007).

Além de ser expressa em AAM@, a arginase ¢ expressa em varias outras células,

as quais utilizam a L-arginina para produ¢ao da L-ornitina. Esta ultima pode ser
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metabolizada pela ornitina descarboxilase para gerar poliaminas, como a putrecina,
espermina e espermidina, que sdao metabolizadas em dacidos nucl€icos utilizados na
proliferagao celular (Munder 2009, Pesce et al. 2009). A deplecao de arginina em um
microambiente tem sido relacionada a imunossupressdo devido a inibicdo da
proliferacdo de linfécitos (Modolell et al. 2009, Pesce et al. 2009, Rodriguez et al.
2007). Desta forma, era de se esperar uma menor resposta imune contra os parasitos e,
consequentemente, um aumento da carga parasitdria nos animais tratados com nor-
NOHA. Porém, existem relatos de que diversos microorganismos também possuem a
enzima arginase, a qual ¢ utilizada para favorecer o crescimento dos patégenos por duas
vias: a) produgdo de poliaminas e b) deple¢do L-arginina disponivel para o hospedeiro
produzir NO (Fitzpatrick et al. 2009, McGee et al. 2004, Viator et al. 2008). Como a T.
crassiceps também ¢é capaz de expressar a arginase (dados ndo mostrados), ¢ possivel
que a enzima dos parasitos também seja inibida pelo inibidor da arginase, fazendo com
que a acdo do nor-NOHA interfira tanto na resposta imune do hospedeiro, quanto na
proliferagao do parasito, mantendo o perfil final da doenca inalterado.

A geracdo dos AAM@ ¢ dependente principalmente de citocinas Th2, porém,
glicoconjugados de helmintos sdo capazes de induzir a geracdo destas células em
animais deficientes do receptor para IL-4 e IL-13 (Atochina et al. 2008). A ativagdo de
células mieldides por glicoconjugados ¢ mediada por 3 receptores, o receptor para
manose, o receptor para galactose (CD301) e o intracellularadesion molecule -3
(ICAM-3)) grabbing nointegin (DC-SIGN) (van Liempt et al. 2007). Neste estudo, o
bloqueio do receptor para galactose ndo alterou a infeccdo por cisticercos por 7.
crassiceps, o que corrobora os achados de van Liempt e colaboradores que
demonstraram que para inibir a ativagao de células dendriticas por carboidratos devem-
se bloquear os trés receptores e ndo apenas um deles (van Liempt ef al. 2007). Embora
os AAM@ sejam geralmente associados com uma atividade anti-microbicida, estas
células também podem ter agdes microbicidas, as quais sdo mediadas pela quitinase que
degrada o tegumento de helmintos, ou outros mecanismos ainda nao bem esclarecidos
(Anthony et al. 2007, Maizels et al. 2009).

Na cisticercose ocorre a formacao de um granuloma, onde citocinas dos perfis
Thl e Th2 podem ser encontradas regulando a sua formagdo e a ativacdo dos
mecanismos para controle dos parasitos (Robinson et al. 1997). A formagdo do
granuloma ao redor do patdégeno ¢ importante para que antigenos microbianos nao

estimulem excessivamente o sistema imune promovendo um aumento da lesao tecidual
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(Wynn et al. 2004). Por outro lado, a grande formacao da fibrose pode comprometer a
funcdo dos 6rgaos parasitados e ser responsavel pela patogénese da doenga (Pesce et al.
2009). Desta forma, a deposi¢do de coldgeno ao redor do patdégeno deve ser controlada
para que seja grande o suficiente para conter os antigenos dentro do granuloma, mas o
menor possivel para impedir comprometimento dos 6rgaos.

A formagdo de um tecido fibroso na inflamagdo cronica parece ser feita
principalmente por fibroblastos ativados pelas citocinas TGF-f3 e IL-13, sendo que o
papel dos AAM@ estd mais relacionado a inibicdo da atividade da arginase dos
fibroblastos por deple¢do de L-arginina promovendo inibi¢do da sintese de colageno
(Pesce et al. 2009, Wilson & Wynn 2009). Nossos resultados mostraram que embora o
inibidor nor-NOHA ndo tenha interferido na atividade dos AAMG, este inibidor foi
capaz de diminuir a deposi¢ao de coldgeno no peritonio dos animais infectados. Vale
salientar que a dose de inibidor de arginase utilizada nestes experimentos foi quatro
vezes maior do que a dose que induziu um aumento na resisténcia de camundongos a
infecgdo por L. major descrita em outro trabalho (Kropf et al. 2005). Este dado sugere
que a sintese de colageno por fibroblastos ¢ altamente sensivel ao inibidor nor-NOHA.
Esta maior sensibilidade ao inibidor para a sintese de coldgeno ndo ¢ compreendida no
momento, porém ¢ possivel que os mecanismos de captagdo do inibidor pelos
fibroblastos sejam mais eficientes que dos macrofagos.

Neste trabalho foi demonstrado que a inibicdo da arginase nao altera a
proliferacdo dos cisticercos durante a cisticercose experimental, porém, inibe a
deposicao de coldgeno no sitio da infec¢do. Desta forma, nossos resultados suportam a
idéias de que o uso de um inibidor de arginase juntamente com outros produtos
microbicidas pode auxiliar em infeccoes onde a fibrose tecidual faca parte da
patogénese da doenca, pois a deposicao de colageno ¢ mais facilmente bloqueada pelo

inibidor nor-NOHA que outros processos dependentes da L-arginina.
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Anexo

Atividade de arginase

B3 Controle
E3 Nor-NOHA

Figura 1 -
Inibicao

da

atividade

de arginase pelo inibidor nor-NOHA in vitro em cisticercos ¢ macrofagos residentes.
Cisticercos nas fases finais ou iniciais foram macerados e o fluido vesicular e as
capsulas coletadas separadas e tratadas com solugdo de lise (PBS contendo 0,1% de
Triton 100). Células residentes da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c
também foram tratados com solucdo de lise. A atividade de arginase de cada lisado foi
quantificada e a quantidade de lisado contendo 10 U de atividade foi diluida em 50 pL
de PBS contendo ou ndo 0,67mM de inibidor de arginase nor-NOHA. A atividade da

enzima foi
presenga
inibidor.

o inibidor
inibiu

Atividade de arginase

40+

B3 Controle
EE3 Nor-NOHA 0,33mM
g_Nﬂ-NOHA 0,67mM

=

avaliada na
ou auséncia do
Como mostrado
de arginase

significativamente a atividade da enzima do cisticerco e de macrofagos in vitro. n=3
experimentos exceto para fluido inicial.
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Figura 2 - Inibi¢ao da atividade de arginase pelo inibidor nor-NOHA in vitro em
macrofagos peritoneais de camundongos infectados. 1 x10° células peritoneais de
camundongos BALB/c infectados por 21 dias com 7. crassiceps foram tratados com
solugdo de lise. (PBS contendo 0,1% de Triton 100). A atividade de arginase de cada
lisado foi quantificada na presenca ou auséncia de 0,67mM de inibidor de arginase nor-
NOHA. Como pode ser observado, o inibidor de arginase inibiu significativamente a
atividade da enzima macréfagos infectados in vitro. n=3 experimentos.
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Discussao

A habilidade das infec¢des helminticas em regular a resposta imune ¢ observada
por décadas. Os helmintos possuem varios carboidratos na superficie, os quais podem
ser excretados/secretados exercendo um importante papel na regulacdo imune,
principalmente, favorecendo a instalagdo do perfil Th2 (Atochina et al. 2001, Gomez-
Garcia et al. 2006, Terrazas et al. 2001). Estes carboidratos se ligam a receptores
especificos presentes em macrofagos, promovendo a geragdo dos AAMo. Além dos
carboidratos, citocinas do perfil Th2 como IL-4 e IL-13 também favorecem a geracdo
dos AAMo, sendo fundamentais para sustentar sua atividade (Harn 12009).

Macerado dos cisticercos contendo glicoconjugados (Gomez-Garcia et al. 2006)
sdo capazes de induzir respostas proliferativa de células T naive (Rodriguez-Sosa I
2002), migragdo de células mieloides supressoras (F4/80+Grl+), expressdo de
marcadores de AAMO e a produgdo de citocinas IL-4, IL-10 e TGFP (Gomez-Garcia I
2006, Terrazas 2008, Wilson &Wynn 2009).

A presenca de AAMo em infec¢des helminticas e, mais particularmente, na
cisticercose experimental tem sido associado a um aumento da resposta imune Th2,
aumento da proliferacao dos parasitos, aumento da fibrose (Terrazas 2008, Wilson and
Wynn 2009). No presente trabalho nds observamos que os macrofagos foram as células
que predominaram por todo processo experimental, sendo o alvo de nossa investigacao
através de sua avaliagdo funcional e fenotipica.

As proteinas expressas por AAMo ajudam no controle da inflamag¢do, como
também na expulsao de parasitos que vivem no limen intestinal (Maizels et al. 2009). A
arginase expressa nestes AAMo ajuda na resposta imune na infec¢do por S. mansoni e
inibe o desenvolvimento da doenga hepatoesplénica severa. Acredita-se que nesta
infeccdo a arginase dos AAMo ¢ capaz de depletar L-arginina que ¢ requerida para
manuten¢do da proliferacdo de células T e da resposta Th2. Como a inflamagao
granulomatosa no figado e intestino e a fibrose sdo dependentes da resposta Th2 em
camundongos cronicamente infectados, a inibi¢do da proliferagdo de linfocitos Th2
diminui as lesdes patologicas (Pesce et al. 2009). Na esquistossomose murina cronica, o
tamanho do granuloma e a fibrose produzida ao redor do ovo sdo dependentes da
presenca da cadeia o do receptor da IL-4 (Mentink-Kane et al. 2004). Este receptor
possui duas cadeias, sendo que uma delas ¢ compartilhada para formar o receptor da

IL-13, sendo que camundongos deficientes do receptor da IL-13 ou IL-13Ra sdo
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protegidos da fibrose e podem sobreviver por mais tempo quando comparados com
camundongos selvagens infectados cronicamente (Chiaramonte et al. 2001, Fallon et al.
2000, Ramalingam et al. 2008). Esses dados indicam que a resposta Th2 com grande
quantidade IL-4 e IL-13 sdo fundamentais para a produgao de colageno e fibrose.

A resposta imune inicial obsevada na cisticercose experimental ¢ do tipo Thl
que mantém uma baixa carga parasitaria € pouca deposicdo de coldgeno local. A
resposta do tipo Th2 s6 foi observada aos 42 dias de infec¢do, enquanto a resposta Thl
também se manteve alta na fase tardia, mostrando o perfil misto sistémico da resposta
imune. A partir dos 42 dias observamos alteragdes significantes no perfil da infecgdo. O
numero de cisticercos cresceu exponencialmente comparado com a fase inicial da
infec¢do, indicando um pior prognostico dessa doenga. Estes dados sugerem que o
aparecimento da resposta Th2 favoreceu a proliferacdo dos parasitos.

Citocinas do perfil Th2 induzem um aumento da expressdo da arginase, a qual
tem importancia fundamental na patogénese dessa infeccao experimental. Para avaliar a
importancia desta enzima foi utilizado o inibidor competitivo nor-NOHA, como
também a suplementagdo do substrato usado pelas enzimas arginase e iNOS, a L-
arginina. Apos o tratamento com nor-NOHA ndo foi observado alteragdes marcantes
entre os grupos nos varios parametros analisados a ponto de alterar o curso da infec¢do.
Vale ressaltar que uma quantidade de nor-NOHA quatro vezes menor do que a utilizada
neste trabalho inibiu a enzima arginase in vivo durante a infec¢do por Leishmania
major, o que resultou no controle das lesdes e no controle da replicacdo do parasito
(Kropf et al. 2005). E possivel que a falta de alteragdes no desenvolvimento da infecgdo
seja devido a capacidade do inibidor nor-NOHA inibir a arginase tanto do parasito
quanto do hospedeiro. No tratamento com L-arginina também ndo foi observado
alterag¢des no curso da infec¢do, o que pode ser parcialmente explicada pelo fato de que
a inducao da enzima iNOS, em macrofagos, nesta infeccao ¢ muito baixo.

O papel dos AAMo na sintese de colageno estd mais relacionada a inibi¢cdo da
atividade da arginase dos fibroblastos por deple¢do de L-arginina do que uma acdo
direta na produgdo de prolina para sua sintese (Pesce et al. 2009, Wilson &Wynn 2009).
Os resultados deste trabalho sugerem que a arginase dos fibroblastos sejam altamente
sensivel ao inibidor nor-NOHA, pois foi observada uma diminui¢do da deposi¢do do
colageno no peritonio de animais tratados com o inibidor, sem altera¢des na atividade
da arginase dos AAMo ou dos parasitos. Esta maior sensibilidade ao inibidor para a

sintese de coldgeno nos fibroblastos ndao estd bem compreendida, porém ¢ possivel que
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os mecanismos de captacao do inibidor pelos fibroblastos sejam mais eficientes que dos
macréfagos.

Neste trabalho também foi utilizado o anticorpo bloqueador do CD301. Van
liempt, 2007 descreveu que para que as células mieldides fossem ativadas por
glicoconjugados era preciso a media¢do por 3 receptores: o receptor para manose, O
receptor para galactose (CD301) e o molécula de adesdo intracelular 3 (ICAM-3)
relacionada a uma nao intergina (DC-SIGN). Como neste trabalho um tnico receptor foi
bloqueado, nenhuma alterag@o na ativagdo dos AAMo foi observada, sendo necessario o
bloqueio dos trés receptores citados acima para uma mudanga efetiva no curso da

infecgao.
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Conclusoes

Os cisticercos de T. crassiceps sao capazes de se multiplicar facilmente na
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, sendo esta proliferacdo mais intensa
apos 30° dia de infecgdo.

Os cisticercos podem ser classificados em 3 estddios distintos, os quais se
mantiveram em numero similar por todo periodo experimental.

A resposta imune inicial ¢ do tipo Thl e somente aos 42 dias de infeccdo ¢
observada uma resposta significativa do tipo Thle Th2 no soro dos camundongos
infectados.

Os macrofagos sao as células predominantes na cavidade peritoneal desses
camundongos, sendo o seu perfil funcional do tipo alternativamente ativado ou
supressores observados por toda infec¢ao.

A deposi¢do de colageno aumenta na peritdbneo apenas apos o 56 dia de
infecgao.

Nao foi obsservado mudancas no curso da infec¢do quando camundongos
infectados com T. crassiceps foram tratados com inibidor de arginase ou com L-
arginina.

O inibidor de arginase foi capaz de inibir a deposi¢do de colageno no peritonio

dos animais tratados.

94



Referéncias

Alonso-Trujillo J, Rivera-Montoya I, Rodriguez-Sosa M, and Terrazas LI 2007. Nitric
oxide contributes to host resistance against experimental Taenia crassiceps
cysticercosis. Parasitol Res 100: 1341-1350.

Anthony RM, Rutitzky LI, Urban JF, Jr.,, Stadecker MJ, and Gause WC 2007.
Protective immune mechanisms in helminth infection. Nat Rev Immunol 7: 975-
987.

Atochina O, Da'dara AA, Walker M, and Harn DA 2008. The immunomodulatory
glycan LNFPIII initiates alternative activation of murine macrophages in vivo.
Immunology 125: 111-121.

Atochina O, Daly-Engel T, Piskorska D, McGuire E, and Harn DA 2001. A
schistosome-expressed immunomodulatory glycoconjugate expands peritoneal
Grl(+) macrophages that suppress naive CD4(+) T cell proliferation via an IFN-
gamma and nitric oxide-dependent mechanism. J Immunol 167: 4293-4302.

Chang CI, Liao JC, and Kuo L 1998. Arginase modulates nitric oxide production in
activated macrophages. Am J Physiol 274: H342-348.

Chiaramonte MG, Cheever AW, Malley JD, Donaldson DD, and Wynn TA 2001.
Studies of murine schistosomiasis reveal interleukin-13 blockade as a treatment
for established and progressive liver fibrosis. Hepatology 34: 273-282.

Dupasquier M, Stoitzner P, van Oudenaren A, Romani N, and Leenen PJ 2004.
Macrophages and dendritic cells constitute a major subpopulation of cells in the
mouse dermis. J Invest Dermatol 123: 876-879.

Fallon PG, Richardson EJ, McKenzie GJ, and McKenzie AN 2000. Schistosome
infection of transgenic mice defines distinct and contrasting pathogenic roles for
IL-4 and IL-13: IL-13 is a profibrotic agent. J Immunol 164: 2585-2591.

Fitzpatrick JM, Fuentes JM, Chalmers IW, Wynn TA, Modolell M, Hoffmann KF, and
Hesse M 2009. Schistosoma mansoni arginase shares functional similarities with
human orthologs but depends upon disulphide bridges for enzymatic activity. Int
J Parasitol 39: 267-279.

Flisser A 1991. Taeniasis-cysticercosis: an introduction. Southeast Asian J Trop Med
Public Health 22 Suppl: 233-235.

Gomez-Garcia L, Rivera-Montoya I, Rodriguez-Sosa M, and Terrazas LI 2006.
Carbohydrate components of Taenia crassiceps metacestodes display Th2-
adjuvant and anti-inflammatory properties when co-injected with bystander
antigen. Parasitol Res 99: 440-448.

Gordon S 2003. Alternative activation of macrophages. Nat Rev Immunol 3: 23-35.

Harn DA, McDonald J, Atochina O, and Da'dara AA 2009. Modulation of host immune
responses by helminth glycans. Immunol Rev 230: 247-257.

Kropf P, Fuentes JM, Fahnrich E, Arpa L, Herath S, Weber V, Soler G, Celada A,
Modolell M, and Muller I 2005. Arginase and polyamine synthesis are key
factors in the regulation of experimental leishmaniasis in vivo. FASEB J 19:
1000-1002.

Lee SJ, Zheng NY, Clavijo M, and Nussenzweig MC 2003. Normal host defense during
systemic candidiasis in mannose receptor-deficient mice. Infect Immun 71: 437-
445.

95



Lindemann D, and Racke K 2003. Glucocorticoid inhibition of interleukin-4 (IL-4) and
interleukin-13 (IL-13) induced up-regulation of arginase in rat airway
fibroblasts. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 368: 546-550.

Maizels RM, and Yazdanbakhsh M 2003. Immune regulation by helminth parasites:
cellular and molecular mechanisms. Nat Rev Immunol 3: 733-744.

Maizels RM, Pearce EJ, Artis D, Yazdanbakhsh M, and Wynn TA 2009. Regulation of
pathogenesis and immunity in helminth infections. J Exp Med 206: 2059-2066.

McGee DIJ, Zabaleta J, Viator RJ, Testerman TL, Ochoa AC, and Mendz GL 2004.
Purification and characterization of Helicobacter pylori arginase, RocF: unique
features among the arginase superfamily. Eur J Biochem 271: 1952-1962.

Modolell M, Choi BS, Ryan RO, Hancock M, Titus RG, Abebe T, Hailu A, Muller I,
Rogers ME, Bangham CR, Munder M, and Kropf P 2009. Local suppression of
T cell responses by arginase-induced L-arginine depletion in nonhealing
leishmaniasis. PLoS Negl Trop Dis 3: ¢480.

Munder M 2009. Arginase: an emerging key player in the mammalian immune system.
Br J Pharmacol 158: 638-651.

Nascimento E 1991. Teniase e Cisticercose. In: D NEVES, (Ed., Parasitologia Humana.
Editora Atheneu, Sao Paulo, pp. 230-242.

Pedretti L, Bedaque EA, Sotelo J, and Del Brutto OH 1999. Cisticercose. In: RF
VERONESI, R, (Ed., Tratado de Infectologia. Editora Atheneu, Sao Paulo, pp.
1332-1347.

Pesce JT, Ramalingam TR, Mentink-Kane MM, Wilson MS, El Kasmi KC, Smith AM,
Thompson RW, Cheever AW, Murray PJ, and Wynn TA 2009. Arginase-1-
expressing macrophages suppress Th2 cytokine-driven inflammation and
fibrosis. PLoS Pathog 5: €1000371.

Raes G, Brys L, Dahal BK, Brandt J, Grooten J, Brombacher F, Vanham G, Noel W,
Bogaert P, Boonefaes T, Kindt A, Van den Bergh R, Leenen PJ, De Baetselier P,
and Ghassabeh GH 2005. Macrophage galactose-type C-type lectins as novel
markers for alternatively activated macrophages elicited by parasitic infections
and allergic airway inflammation. J Leukoc Biol 77: 321-327.

Ramalingam TR, Pesce JT, Sheikh F, Cheever AW, Mentink-Kane MM, Wilson MS,
Stevens S, Valenzuela DM, Murphy AJ, Yancopoulos GD, Urban JF, Jr.,
Donnelly RP, and Wynn TA 2008. Unique functions of the type II interleukin 4
receptor identified in mice lacking the interleukin 13 receptor alphal chain. Nat
Immunol 9: 25-33.

Reyes JL, Terrazas CA, Vera-Arias L, and Terrazas LI 2009. Differential response of
antigen presenting cells from susceptible and resistant strains of mice to Taenia
crassiceps infection. Infect Genet Evol 9: 1115-1127.

Robinson P, Atmar RL, Lewis DE, and White AC, Jr. 1997. Granuloma cytokines in
murine cysticercosis. Infect Immun 65: 2925-2931.

Rodriguez PC, Quiceno DG, and Ochoa AC 2007. L-arginine availability regulates T-
lymphocyte cell-cycle progression. Blood 109: 1568-1573.

Rodriguez-Sosa M, Saavedra R, Tenorio EP, Rosas LE, Satoskar AR, and Terrazas LI
2004. A STAT4-dependent Thl response is required for resistance to the
helminth parasite Taenia crassiceps. Infect Immun 72: 4552-4560.

Terrazas LI 2008. The complex role of pro- and anti-inflammatory cytokines in
cysticercosis: immunological lessons from experimental and natural hosts. Curr
Top Med Chem 8: 383-392.

Terrazas LI, Walsh KL, Piskorska D, McGuire E, and Harn DA, Jr. 2001. The
schistosome oligosaccharide lacto-N-neotetraose expands Grl(+) cells that

96



secrete anti-inflammatory cytokines and inhibit proliferation of naive CD4(+)
cells: a potential mechanism for immune polarization in helminth infections. J
Immunol 167: 5294-5303.

Thompson RW, Pesce JT, Ramalingam T, Wilson MS, White S, Cheever AW, Ricklefs
SM, Porcella SF, Li L, Ellies LG, and Wynn TA 2008. Cationic amino acid
transporter-2 regulates immunity by modulating arginase activity. PLoS Pathog
4:e1000023.

van Liempt E, van Vliet SJ, Engering A, Garcia Vallejo JJ, Bank CM, Sanchez-
Hernandez M, van Kooyk Y, and van Die I 2007. Schistosoma mansoni soluble
egg antigens are internalized by human dendritic cells through multiple C-type
lectins and suppress TLR-induced dendritic cell activation. Mol Immunol 44:
2605-2615.

Viator RJ, Rest RF, Hildebrandt E, and McGee DJ 2008. Characterization of Bacillus
anthracis arginase: effects of pH, temperature, and cell viability on metal
preference. BMC Biochem 9: 15.

Warnken M, Haag S, Matthiesen S, Juergens UR, and Racke K 2010.Species
differences in expression pattern of arginase isoenzymes and differential effects
of arginase inhibition on collagen synthesis in human and rat pulmonary
fibroblasts. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol.

Wilson MS, and Wynn TA 2009. Pulmonary fibrosis: pathogenesis, etiology and
regulation. Mucosal Immunol 2: 103-121.

Wynn TA, Thompson RW, Cheever AW, and Mentink-Kane MM 2004.
Immunopathogenesis of schistosomiasis. /mmunol Rev 201: 156-167.

97



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

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



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

