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Resumo

A formacdo e modulacdo do granuloma hepatico em resposta a retencdo de ovos de
Schistosoma mansoni retidos nos tecidos é um processo inflamatério imuno-mediado de
fundamental importdncia para evolucdo da morbidade da doenca. No presente estudo
avaliamos a participagdo de quimiocinas e citocinas proé-inflamatdrias na morbidade da
esquistossomose humana e no recrutamento e ativacdo de células para o granuloma hepatico
de camundongos experimentalmente infectados. Amostras de plasma 97 pacientes infectados
por S. mansoni, com diagndstico definido pelo exame de fezes pelo método de KATO-KATZ e a
morbidade determinada por avaliagbes clinicas e ultrassonograficas foram utilizadas para
determinacdo da concentracdo do receptor soluvel de TNF-a (sTNF-R1), MIF e das quimiocinas
CCL3, CCL7 e CCL24 através da técnica de ELISA. Modelos multivariados de regressao linear
foram usados para analisar a relagdo entre a concentragdo de quiomicinas e citocinas e as co-
varidveis de morbidade investigadas. Os dados mostraram que a populacdo de estudo
apresentou baixa carga parasitaria, com mediana de 36 ovos por grama de fezes, que nao foi
diferente entre sexo, faixa etdria ou em pacientes que relataram tratamento anti-helmintico
anterior. Os niveis de MIF, CCL3, CCL7 e CCL24 no plasma ndo foram associados com carga
parasitaria, porém os niveis de sTNF-R1 foram positivamente associados a carga parasitaria.
Maiores concentragdes plasmaticas de MIF e sTNF-R1 e das quimiocinas CCL3 e CCL24 foram
positivamente associados com parametros de fibrose hepatica, como aumento da espessura da
veia porta e da vesicula biliar. Os niveis plasmaticos quantificados de CCL7 ndo apresentaram
nenhuma relagdo com parametros de morbidade. Os dados indicam que niveis elevados de
citocinas pré-inflamatdrias e de quimiocinas da resposta do tipo-2 podem ser indicadores de
gravidade da esquistossomose crénica humana. Para o melhor entendimento do recrutamento
e ativacdo de células para os granulomas hepaticos camundongos geneticamente deficientes na
producao de CCL3, do receptor CCR5 e nado deficientes foram infectados pela via subcutanea
(25 cercarias/ animal) e comparativamente avaliados quanto a carga parasitaria, parametros de
morbidade e a composicdo e atividade de células isoladas do granuloma hepatico. Ndo foram
detectadas diferencas no numero de vermes recuperados da circulacdo, do nimero de ovos
depositados no figado ou eliminados nas fezes dos animais dos diferentes grupos
experimentais. Apesar da carga parasitdria semelhante, os animais deficientes no receptor
CCR5 apresentaram esquistossomose grave, com aumento de figado e baco, maior deposicao
de coldgeno no granuloma e aumento da producdo de transaminases séricas, enquanto que
camundongos deficientes em CCL3 apresentam patologia mais branda em relacdo aos animais
selvagens. Na auséncia de CCL3 ha uma reduzida celularidade e menor producdo de
guimiocinas e citocinas de diferentes perfis. No granuloma hepatico isolado de camundongos
CCR57" cronicamente infectados foi verificado maior concentracdo de citocinas pro-
inflamatadrias e de perfil TH2 que em animais CCL3” e este aumento esta associado com maior
recuperacao de linfocitos TCD4+ ativados e menor recuperacao de linfocitos Treg. Além disso,
ha evidencias de que a auséncia de CCR5 influencia a ativacdo de macrdofagos M2, levando a
uma diminuicdo da atividade de ARG1 e da producdo de TGF-B. Esses resultados indicam a
participacdo de quimiocinas e de citocinas pré-inflamatérias no desenvolvimento das formas
graves da esquistossomose.
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Abstract

The formation and modulation of hepatic granuloma in response to retention of Schistosoma
mansoni eggs retained in the tissues is an inflammtory immune-mediated process of
fundamental importance for the evolution of morbidity. In this study we evaluate the
involvement of pro-inflammatory chemokines and cytokines in human schistosomiasis and
morbidity in the cells recruitment and activation in hepatic granuloma in experimentally
infected mice. Plasma samples 97 patients infected with S. mansoni, with diagnosis by stool
examination by Kato-Katz method and the morbidity determined by clinical and sonographic
evaluations. The concentration of the soluble TNF-a receptor (sTNF-R1), MIF and chemokines
CCL3, CCL24 and CCL7 were determined by ELISA. Multivariate linear regression models were
used to analyze the relationship between the concentration of quiomicinas and cytokines and
co-morbidity variables investigated. Data showed that the study population had low parasite
burden, with a median of 36 eggs per gram of feces, which was not different between genders,
age or in patients who reported previous anthelmintic treatment. MIF levels, CCL3, CCL7 and
CCL24 in plasma were not associated with parasite load, but the levels of sTNF-R1 were
positively associated with the parasite load. Higher plasma concentrations of MIF and sTNF-R1
and chemokines CCL3 and CCL24 were positively associated with liver fibrosis parameters, such
as increasing the thickness of the portal vein and gallbladder. Plasma levels quantified CCL7
showed no relationship to morbidity parameters. The data indicate that elevated levels of
proinflammatory cytokines and type-2 chemokine response may indicate the severity of chronic
human schistosomiasis. To better understand the recruitment and activation of cells for hepatic
granulomas mice genetically deficient in the production of CCL3 and CCR5 receptor and non-
deficient were infected subcutaneously (25 cercariae/animal) and comparatively evaluated for
parasitic burden, morbidity parameters and the composition and activity of hepatic granuloma
isolated cells. There wasn’t differences in the number of worms recovered from the circulation,
the number of eggs deposited in the liver and eliminated in the feces of the animals of the
different experimental groups. Despite the similar parasite burden, the animals deficient in
CCR5 receptor had severe schistosomiasis, an increase of liver and spleen, increased collagen
deposition in the granuloma and increased production of serum transaminases, while mice
deficient in CCL3 have milder disease in relation to wildlife. In these mice, granulomas was
reduced cellularity and reduced production of cytokines and chemokines from different
profiles. In the liver granulomas isolated from CCR5”" mice chronically infected was found
higher concentration of pro-inflammatory cytokines and Th2 profile in ccLs” animals, and this
increase is associated with increased recovery CD4 lymphocytes activated and lower recovery
of Treg lymphocytes . Furthermore, the absence of CCR5 influences the M2 macrophage
activation leading to a decrease in ARG1 activity and TGF-B production. These results suggest
the involvement of chemokines and pro-inflammatory cytokines in the development of severe
forms of schistosomiasis.
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1.1 Introducéo

A esquistossomose é causada por vermes do género Schistosoma Weiland 1858, que
pertencem ao Filo Platelminto, Classe Trematoda, subclasse Digenea e Familia
Schistosomatidae. Sua area de ocorréncia se estende a regides tropicais e subtropicais do globo
sendo uma das doencas parasitarias mais importantes no mundo (King et al., 2005; Enk et al.
2010). Estima-se que cerca 800 milhdes de pessoas vivam em area de risco de infeccdo e mais de
200 milhdes estejam infectadas pelo parasito na Africa, Asia, Caribe e América do Sul
(Steinmann 2006). Estimativas indicam que 120 milhdes de individuos infectados s&o
sintomaéticos e a evolucdo em formas graves da doenca é observada em 20 milhdes (Chitsulo et al
2000; Ross et al. 2002). Apesar da reducdo de casos fatais decorrentes da infeccdo por espécies
de Schistosoma, a esquistossomose é uma doenca crénica e sua transmissao ocorre em extensas
areas geogréficas do planeta, com transmissdo ativa ndo somente em areas endémicas, com
surgimento de novos focos, sendo ainda hoje, uma importante causa de morbidade e mortalidade
(King et al. 2005; Steinmann et al. 2006; Jia et al. 2007; Finkelstein et al. 2008; King &
Dangerfield-Cha 2008). Além disso, a continua expansdo da area de transmisséo e disperséo da
esquistossomose devido a fatores ligados as praticas culturais, ao estilo e condi¢des de vida de
determinadas populac6es, reforcam a importancia da esquistossomose enquanto problema de
salde publica (Gryseels et al. 2006, Bergquist et al. 2008, McManus et al.2008).

Das espécies de Schistosoma que sao capazes de infectar o homem, as espécies
Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852), Schistosoma mansoni Sambon 1907 e Schistosoma
japonicum Katsurada 1904, com importancia global e regional, sdo responsaveis pela maioria
dos casos humanos, enquanto que Schistosoma intercalatum Fisher 1934, Schistosoma mekongi,

Voge, Bruckner & Bruce, 1978, Schistosoma malayensis Greer 1988 sdo parasitos cuja
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transmissdo esta relacionada a focos limitados € com menor importancia epidemiologica (Ross et

al. 2002; WHO 2002; Colley et al. 2014; Gryssels 2012; Gryssels et al. 2006). Conforme

ilustrado na Figura 1, estas diferentes espécies de Schistosoma apresentam distribui¢do variada

no globo: S. japonicum apresenta-se restrito ao Extremo Oriente, incluindo a China e as

Filipinas; S. mekongi esta limitado a algumas 4reas do sudeste da Asia; S. hematobium é a

espécie com ampla dispersdo na Africa e no Oriente Médio; S. intercalatum é encontrado na

Africa, S. malayensis com pequenos e limitados focos na Maldsia e S. mansoni presente na

Africa, sendo a tinica espécie que infecta o0 homem na América Latina (WHO 2002).

g —— T T
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L] 3 schistosoma mansoni
I Schistosoma haematobium
Wl Schistosoma intercalatum
'4;;}';! @ Schistosoma japonicum
2‘:}; W Schistosoma mekongi
B Mixed 5 haematobivm or S mansoni
I Major rivers and lakes

Figura 1. Distribuicdo mundial de espécies de Schistosoma. S. mansoni: Africa, Brasil, Suriname, Venezuela,
Caribe, Egito, Peninsula Arabica; S. haematobium: Africa, Egito, Sud3o, Peninsula Arabica; S. japonuicum: China,
algumas outras nas Filipinas e alguns pontos na Indonésia; S. mekongi: Laos e Camboja; S. intercalatum: oeste e

centro da Africa. (Fonte: Colley et al. 2014).
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A espécie S. mansoni ¢ o agente da esquistossomose mansoni ou moléstia de Piraja da
Silva, tnica das infec¢des causadas pelo género Schistosoma que ¢ endémica no Brasil. Durante
as ultimas décadas, a distribui¢do da esquistossomose tem se alterado como resultado de
transformagdes demograficas e ecologicas, tal como a expansdo de areas rurais na periferia de
grandes centros urbanos (Scholte et al. 2014). Além de areas com elevadas prevaléncias, a
esquistossomose vém expandindo sua area de ocorréncia, que em geral estd associada as
modificagdes ambientais provocadas pelo homem, aos deslocamentos populacionais originados
de areas endémicas e a insuficiente infraestrutura na rede de agua e esgoto ou na disponibilidade
de outras formas de acesso a esses servigos (Leal Neto et al. 2012) persistindo como problema
em saude publica.

Apesar de dados controversos, tem sido estimado que de 4 a 6 milhdes de pessoas estejam
infectadas por S. mansoni no Brasil, sendo que os Estados de Minas Gerais e Bahia concentram
70% destes casos (Amaral & Porto 1994; Drummond et al. 2006). Ap6s a implementagdo de
medidas de controle da esquistossomose, baseada principalmente na utilizagdo de
quimioterdpicos mais eficazes, a prevaléncia da infeccdo no Brasil teve uma grande reducdo,
passando de 23,3 % em 1977 para indices estimados de 6,0 % em 2004-2005 (Barbosa et al.
2008). Apesar da prevaléncia geral da esquistossomose na populacdo brasileira ndo parecer
elevada, levantamentos nacionais (Amaral & Porto 1994, Coura & Amaral 2004) demonstram a
existéncia de areas endémicas onde a prevaléncia da esquistossomose supera 15% (Figura 2),
bem como novos focos de transmissao que evidenciam a expansao da esquistossomose no Brasil.
No Estado de Minas Gerais estima-se que prevaléncia da esquistossomose seja de 7,8 % (Katz &
Peixoto 2000), sendo que 523 dos 853 municipios (61%) apresentam transmissdo ativa da

esquistossomose além de uma populagio de 10.870.063 vivendo em areas endémicas
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(Drummond et al. 2010). Dados relativos ao periodo entre 2005 a 2009 (Scholte et al 2014) ¢ os

resultados preliminares do novo levantamento nacional da esquistossomose no Brasil mostram

uma redugdo geral da prevaléncia da parasitose no pais. Porém estas estimativas foram baseadas

na técnica de Kato-Katz como

método de diagndstico para infeccdo por S. mansoni e

geohelmintos e, segundo estudos realizados por Siqueira (et al. 2011) e Grenfell (et al. 2013),

esta técnica ndo ¢ eficiente para estimar a prevaléncia da esquistossomose em areas onde os

individuos apresentam baixa carga parasitaria.
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Figura 2. Prevaléncia da esquistossomose no Brasil de 2005 a 2009 obtidos pelo Programa Nacional de Controle

da Esquistossomose (Scholte et al. 2014).
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Para seu desenvolvimento, S. mansoni necessita de um hospedeiro definitivo, que incluem
humanos e outros mamiferos (Modena et al. 2008), ¢ um hospedeiro intermediario, que sdo
algumas espécies do género Biomphalaria. Dentre as espécies de mamiferos que sdo encontradas
naturalmente infectadas no Brasil, o homem tem sido considerado, at¢é o momento, a principal
espécie com importancia epidemioldgica associada a transmissdo do parasito (Gryseels et al.
2006). No entanto, existem trabalhos demonstrando que outros mamiferos podem ser fonte de
infeccdo. Estudos realizados na regido de Sumidouro, no Rio de Janeiro, indicam que roedores
do género Nectomys sdo altamente susceptiveis a infeccdo por S. mansoni e podem ter
importancia na dindmica da transmissdo da esquistossomose nesta regido, sendo considerados
reservatorios silvestres dessa doenca humana em algumas condigdes especificas (Gentile et al.
2006). Além disso, ha relatos da eliminacdo de ovos viaveis de S. mansoni por bovinos em
condi¢des semi-naturais sugerindo a participagdo desses animais na manutengdo e disseminacao

da doenca (Modena et al. 2008).

1.2. O ciclo evolutivo de S. mansoni

O ciclo de vida de S. mansoni encontra-se esquematizado na Figura 3. Os ovos maduros
de S. mansoni sdao eliminados nas fezes do hospedeiro vertebrado infectado e, ao entrar em
contato com fontes hidricas, como rios e lagos, a larva, denominada miracidio, eclode do ovo,
nada e encontra o seu hospedeiro intermediario. No Brasil, as trés espécies de Biomphalaria que
jé& foram encontradas naturalmente infectadas por S. mansoni sdo: Biomphalaria tenagophila, B.
straminea e B. glabrata, com grande énfase para esta ultima espécie (Paraense 2001; Schotlte et
al. 2012). Durante a penetragdo no caramujo, os miracidios liberam o contetido das glandulas de

adesdo e penetracdo, perdem suas placas ciliares e sofrem modificagdes fisioldgicas,
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transformando-se em esporocistos. Os esporocistos sofrem dois ou mais ciclos de reproducio
assexuada formando as cercdrias, formas larvarias de S. mansoni que, liberadas no ambiente
aquatico, sdo infectantes ao homem. Condi¢des como iluminacdo e temperatura da dgua exercem
influéncia sobre essa liberagdo da cercaria (Bogea et al. 1996; Wolmarans et al. 2002). As
cercarias infectam o hospedeiro definitivo por penetracdo ativa através da pele ou mucosa
quando este entra em contato com aguas infestadas. Durante este processo, as cercarias perdem a
cauda sofrem modificacdes estruturais, fisioldgicas e bioquimicas e se transformam em
esquistossomulos (Curwen & Wilson 2003; Whitfield et al. 2003). Os esquistossomulos
adaptam-se as condigdes fisiologicas do meio interno do hospedeiro, migram pelo tecido
subcutaneo e alcangam o sistema circulatdrio. Através da corrente sanguinea e/ou linfatica, os
esquistossomulos atingem o ventriculo direito e s3o levados, via artéria pulmonar aos pulmades.
Dos pulmdes migram aos vasos intra-hepaticos, preferencialmente, via circulagdo passiva, pela
aorta para o sistema porta-hepatico através da veia porta, ou circulando sistemicamente por
varios Orgdos antes de atingirem artérias que derivam no sistema porta-hepatico (Lenzi et al.
2008a). Entretanto, também se admite que parte dos esquistossomulos possa atingir os vasos
intra-hepaticos migrando ativamente através da veia cava e artéria hepatica, ou ainda, por
migracdao transdiafragmatica (Lenzi et al. 2008a). Nos ramos do seio porta-hepatico os
esquistossomulos completam seu desenvolvimento, tornam-se vermes adultos, diferenciando-se
em machos e fémeas. Em camundongos Swiss Webster, experimentalmente infectados, sdo
observados vermes acasalados nas veias portais do hilo hepatico a partir do 25° dia apods a
penetracao e a postura de ovos tem inicio entre o 30 ° e o 35 ° dias apos infeccao (Lenzi et al.
2008 a). O numero de ovos produzidos diariamente pela fémea de S. mansoni varia de acordo

com a espécie do hospedeiro e da linhagem do parasito, entretanto, a maioria dos estudos
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indicam a producao de 150-400 ovos/fémea/dia infeccdo (Lenzi et al. 2008 a) com média de 300
ovos por dia (Boros 1989; Hams et al. 2013; Lundy & Lukacs 2013). Do total de ovos
eliminados pelo parasito, cerca de 40% a 50% sdo capazes de atravessar o endotélio, a membrana
basal do vaso, a mucosa intestinal e alcancar a luz intestinal sendo eliminado nas fezes (Pearce &
Macdonald 2002; Wynn et al. 2004). Grande parte dos ovos produzidos pelas fémeas do S.
mansoni fica retida na mucosa intestinal e quando ndo deixam os vasos, sdo carreadas pelo fluxo
sanguineo e se acumulam nos 6rgdos internos principalmente no figado, onde se tornam alvo da
resposta imune do hospedeiro (Boros & Warren 1970; Warren 1982; Burke et al. 2009; Hams et

al. 2013;Chuah et al. 2014).
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Figura 3. Ciclo evolutivo de S. mansoni. Adapatado de Ross et al. (2002)

1.3. Apresentacéo clinica da esquistossomose

Em populagdes residentes em areas endémicas a fase aguda da esquistossomose geralmente
apresenta-se assintomatica (Bina & Prata 2003; Caldas et al. 2008). Os quadros sintoméaticos que

ocorrem na fase aguda da esquistossomose sdo frequentemente observados em pessoas nao
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previamente expostas ao parasito, como turistas, imigrantes e outras pessoas que acidentalmente
sdo expostas a infeccdo primaria (Raso et al. 1986; Zuidema 1981; Gazzineli et al. 1985;
Lambertucci et al. 1993; King et al. 1998; Bottieau et al. 2006; Caldas et al. 2008). A fase aguda
da esquistossomose pode ser dividida em fase pré-postural, que compreende a fase de migracgdo e
desenvolvimento dos vermes, e fase pos-postural (Hyat et al. 1979) que inicia-se com a postura e
estende-se até o inicio da modulacdo da resposta immune. Nesta fase os sintomas caracteristicos,
quando presentes, sdo dermatite cercariana e sindrome ou febre de Katayama. A dermatite
cercariana ¢ uma resposta de hipersensibilidade mediada pela producdo de IgE reativo a
antigenos de cercarias, que ¢ caracterizada por uma reacdo maculo-papular e prurido que se
manifesta em algumas horas ap6s contato com aguas contaminadas e pode persistir por alguns
dias (Gryssels et al. 2006; Ross et al. 2002). Os sintomas da sindrome de Katayama se
desenvolvem devido a uma reacdo de hipersensibilidade mediada por imuno-complexos contra a
migracao dos esquistossomulos e o inicio da oviposi¢do (Gryssels et al. 2006; Ross et al. 2002;
Ross et al. 2007). Os sintomas se manifestam 14-84 dias apds a exposi¢do ou apds a uma
reinfec¢do e sdo caracterizados por febre, fadiga, mialgia, malaise, dor de cabeca, tosse nao
produtiva e eosinofilia, com infiltrados celulares detectaveis em radiografia. Sintomas
abdominais também podem ocorrer mais tardiamente nesta fase, causados principalmente pela
migracao e posicionamento dos vermes maduros e eliminacao dos ovos (Gryseels et al. 2006). A
maioria dos pacientes se recupera espontaneamente, porém, alguns desenvolvem doenga mais
séria e persistente com perda de peso, dispnéia, diarréia, dor abdominal difusa, hepatomegalia.
Complicagdes neurologicas, pulmonares, cardiacas, hepaticas ou intestinais podem ocorrer nesta
fase (Boros 1989). Em casos mais raros, hepatite aguda com necrose focal e enterecolites sdo

observadas (Raso 1986; Caldas et al. 2008).
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A modulacdio da resposta imunoldgica caracteriza o inicio da fase cronica da
esquistossomose, fase em que, geralmente, se observa o desenvolvimento dos casos graves de
esquistossomose. Baseado nos estudos realizados em pacientes humanos, trés alteracdes
patologicas contribuem para morbidade da fase cronica da esquistossomose: reagdes
granulomatosas ao redor dos ovos do parasito, fibrose e alteragdes vasculares (Andrade 2004). A
esquistossomose cronica pode ser clinicamente classificada em formas intestinal, hepatointestinal
e a forma mais grave da doenga denominada de forma hepatoesplénica (Bogliolo 1958; Prata &
Bina 1968; Warren 1979; Andrade 2004). Na esquistossomose humana, a maioria dos pacientes
apresenta a forma intestinal podendo ser assintomaticos, ou apresentar sintomas abdominais,
como dor local, diarréia intermitente e fezes sanguinolentas, além de fadiga e cefaleia. Essas
manifestagdes clinicas podem estar associadas a inflamacao e a fibrose do intestino (Dunne &
Pearce 1999). Alguns autores sugerem a nao existéncia de uma forma intestinal pura, pois certo
grau de acometimento do figado é frequente em todos os pacientes com esquistossomose, mesmo
aquelas em que o figado ndo ¢ o eixo das manifestagdes principais da doenca (Raso & Pedroso
1987). Na forma hepatointestinal observa-se, além da presen¢a de sintomas intestinais, a
presenca de sintomas associados as lesdes hepaticas. Nos pacientes que apresentam a forma
intestinal ou hepato-intestinal da esquistossomose, os granulomas periovulares se formam
isoladamente nas ramificagdes terminais mais finas da veia porta, dando a impressao de estarem
situados em pleno parénquima hepatico. Outra caracteristica frequente nos pacientes com a
forma branda da esquistossomose (intestinal e hepatointestinal) ¢ que os granulomas aparecem
em pequeno numero e em varias fases de evolugdo para cicatrizacdo (Andrade & Prata 1963;

Andrade 2008).
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A infeccdo humana por S. mansoni, apesar da gravidade das lesdes, na maioria dos
individuos resulta em uma forma cronica relativamente leve (Stadecker 2001), mas a evolugao
em formas graves da doenga ¢ observada em cerca de 10% dos pacientes (Bica et al 2000;
Carvalho & Andrade 2005; Hams et al., 2013). Em casos graves, a inflamagdo granulomatosa
induzida pela deposicdo de ovos do parasito pode produzir extensa fibrose periportal,
manifestagdo principal da esquistossomose deominada hepatoesplénica, causando obstrucdo do
vaso e aumento da pressdo portal (Boros & Warren 1970; Andrade 1987; Cheever et al., 2000;
Andrade 2009; Wynn & Barron 2010), que sdo responsaveis por lesdes hepaticas graves que
caracterizam a forma clinica hepatoesplénica. Essa forma grave da esquistossomose
primeiramente descrita por Prata & Andrade (1963) ¢ caracterizada morfologicamente pela
fibrose hepatica periportal, dita pipestem, descrita por Symmers (1904). A intensa fibrose
periportal, denominada de fibrose de Symmers, é geralmente associada a sinais de hipertensdo,
com alteragdes congestivas e obstrutivas de ramos intra-hepaticos e ao longo da parede da veia
porta, que dificultam a perfusdo sanguinea do 6rgdo em decorréncia de uma excessiva deposi¢ao
de colageno no figado (Andrade & Cheever 1971; Lambertucci 1993; Silva et al. 2006). O figado
pode estar aumentado, com tamanho normal, ou mesmo, ligeiramente encolhido e a sua
superficie pode se apresentar nodular (Lambertucci et al. 1993). Como consequéncia, o baco
aumenta por incremento do leito vascular, congestdo da polpa vermelha e/ou hiperplasia do
parénquima (Teixeira-Carvalho et al. 2002). A circulagdo colateral aumenta devido a formagao
de anastomoses que tentam diminuir o fluxo sanguineo, desviando-o de areas de elevada pressao
(Lacerda et al. 2002). Nesta situacao ¢ frequentemente relatado o rompimento de varizes
gastricas e esofagianas gerando perdas significativas de sangue, percebida pela hematémese e

melena, sendo a principal causa 6bitos em humanos (Khier et al. 1999).
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A morbidade causada pela esquistossomose hepatoesplénica €, nos dias atuais, amplamente
avaliada pela técnica de ultrassom e suas caracteristicas foram descritas por diferentes autores
(Homeida et al. 1988; Lambertucci et al. 2000; Hatz 2001). A principal caracteristica da forma
hepatoesplénica da doenga é o espessamento fibroso periportal central € em suas ramifica¢des
(Lambertucci et al. 2001). O emprego da técnica de ultrassom em estudos de campo expandiu o
critério de avaliacao dos pacientes e deixou claro que a avaliagdo clinica ndo reflete precisamente
o estagio da doenga (Lambertucci et al. 2000; Caldas et al. 2008). Em adi¢@o ao exame clinico de
palpagdo abdominal, medidas ultrassonograficas, tal como o tamanho do figado, da veia porta,
espessamento fibroso portal central e dos seus ramos periféricos, além do tamanho do bago,
determinam com melhor precisdo o estdgio da doenca. Para a padroniza¢do das metodologias
aplicadas nos diferentes estudos, o Protocolo de Cairo foi desenvolvido (Cairo Working Group
1992). Este protocolo foi revisado em Niamey em 1996 na Nigéria (Niamey Working Group
2000) e durante o primeiro Simpdsio Satélite de Ultrassonografia em Esquistossomose realizado
em Belo Horizonte (Richter et al. 2001).

Multiplos fatores levam alguns individuos a desenvolverem a forma grave da doenga ¢ a
contribui¢ao de cada elemento ainda nao foi claramente determinado (Abath et al. 2006). A carga
parasitaria elevada e reinfeccdes frequ entes sdo os principais fatores associados a evolucao dos
casos graves de esquistossomose (Bina & Prata 2003; Carvalho & Andrade 2005; Carvalho et al.
2008). Entretanto, Abath et al. (2006) e Andrade (2008) relataram o desenvolvimento de formas
graves da esquistossomose em individuos com baixa intensidade de infec¢do, demonstrando que
a carga parasitdria ndo € o unico fator determinante no desenvolvimento da patologia grave.
Estudos epidemiologicos indicam que fatores genéticos e imunologicos também tem papel

determinante na evolucao da morbidade da esquistossomose (Buttherworth et al. 1985; Cheever
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et al. 1987; Dessein et al. 1999; Dunne & Pearce 1999). Evidéncias experimentais indicam que a
capacidade do hospedeiro de induzir e modular o processo inflamatdrio em reposta a liberagao de
antigenos do ovo do parasito seja um fator determinante na evolu¢do das formas graves da

doenga (Wynn et al. 1994; Fallon 2000; Pearce et al. 2004; Gyssels 2012; Hams et al . 2013).

1.4. Resposta imunolégica induzida pela infec¢cdo por Schistosoma mansoni e a
formagao do granuloma

A resposta imunoldgica induzida por S. mansoni em seu hospedeiro vertebrado esta
intimamente envolvida no desenvolvimento de muitas das alteragdes patologicas que
acompanham a infeccdo (Boros 1989; Carvalho et al. 2008; Lundy & Lukacs 2013). Modelos
experimentais tém sido amplamente utilizados para o estudo da imunopatologia da
esquistossomose em virtude das similaridades com o sistema imune humano, a viabilidade de
uso de varios reagentes e a possibilidade de testar linhagens de camundongos geneticamente
modificadas (Lundy & Lukacs 2013). Conforme ilustrado na Figura 4, dados obtidos com
infeccdo experimental de camundongos demonstram que o perfil da resposta imunoldgica varia
no decorrer da infeccdo por S. mansoni. A migracdo dos esquistossomulos, diferenciacdo e
maturacdo dos vermes adultos induz uma resposta com predominio de células CD4+ Thl (Vella
& Pearce 1992; Pearce et al. 1991; Wynn et al. 1998; Hoffmann et al. 2000; Pearce &
Macdonald 2002; Stadecker et al. 2004) e consequente producdo de citocinas pré-inflamatdrias
(TNF-a, IL-1 e IL-6), interferon-gama (IFN-y), interleucina-2 (IL-2), IL-12 (Dunne & Pearce
1999; Stadecker 1998). Os mediadores imunoldgicos da patogénese da forma aguda ou 0s
possiveis antigenos do parasito que induzem esta resposta ainda ndo estdo completamente

esclarecidos, entretanto, ha estudos que indicam a importancia dos antigenos de
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esquistossdmulos como provaveis mediadores da resposta (Hiatt et al. 1979; Capron & Dessaint

1985; Butterworth et al 1994; Angeli et al. 2001; Silva et al. 2008).

Com o inicio da producdo e deposicao de ovos e a liberacdo de antigenos do parasito nos
sinusoides hepaticos observa-se a producdo local de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1) e
de quimiocinas, como consequéncia da interacdo dos produtos excreto-secretados pelos ovos
com as células residentes teciduais (Joseph & Boros 1993; Lukacs et al. 1993; Wynn et al. 1993;
Burke et al. 2010; Cjaza 2014). Inicialmente, esses mediadores inflamatdrios sdo produzidos por
células hepadticas residentes, entre elas as células endoteliais, 0s hepatécitos, as células de
Kupffer e as células estreladas hepéticas (HSCs), e células do sistema imune local, como células
dendriticas (DCs), ‘natural killer’ (NK) e células T ‘natural killer’ (NKT) (Lundy & Lukacs
2013; Marra & Tacke 2014). Em conjunto citocinas e quimiocinas, de uma maneira coordenada,
vao atuar no recrutamento celular, retencdo e modulagdo da inflamagdo formada ao redor dos

ovos depositados nos tecidos do hospedeiro (Almadi et al. 2011).
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Figura 4. Balango da producdo de citocinas na infec¢do primaria por S. mansoni em camundongos
(Dunne & Cooke 2005). A resposta imune inicial que se desenvolve é a resposta Th1l. A medida que os
vermes se desenvolvem e os ovos sdo liberados, células NKT sdo ativadas, células dendriticas produzem
mais IL-10 e menos IL-12, e uma resposta Th2 se desenvolve. Em adi¢cdo mais IL-10 é produzida em
resposta a aos antigenos do ovo e do verme. Além disso, populagdes de macréfagos alternativamente
ativados (M2) e células regulatérias também se desenvolvem. IFN-y, interferon-y; NO, éxido nitrico;TGF-
B, transforming growth factor-B; TNF, tumour-necrosis factor.

A producéo inicial de TNF-a estimula a expressdo de ICAM-1 (Amiri et al. 1992; Hasseb
et al. 2001), que € importante no influxo de leucécitos, como mondcitos, neutréfilos e linfécitos,
para o estabelecimento da resposta celular ao redor do ovo do parasito. Estas células efetoras que

sdo atraidas para o sitio inflamatorio produzem citocinas que aumentam a producéo de ligantes
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(quimiocinas) e a atracdo de mais células efetoras em uma espécie de feedback inflamatorio
(Antonelli et al. 2014). Desta forma, TNF-a ¢ a citocina IL-1 sdo fortes indutoras da expressao
da subfamilia de quimiocinas CXC que sdo importantes nas fases iniciais da inflamagéo e na
reparacéo tecidual (Charo et al. 2006; Wasmuth et al. 2010). Em modelos de infecgéo por S.
japonicum, a deposic¢do de ovos no tecido induz aumento da expressédo de CXCL1 e CXCL2 e o
recrutamento de neutrofilos; entretanto, na infeccdo por S. mansoni e S. haematobium observa-se
uma menor infiltragdo deste tipo celular (Chuah et al. 2014). Foi demonstrado que uma proteina
secretada por S. mansoni se liga a CXCL8 (IL-8), uma quimiocina envolvida na quimotaxia de
neutrdéfilos, inibindo a infiltracdo destas células para o sitio inflamatdrio (Smith et al 2005), o
que explicaria uma menor infiltracdo de neutréfilos no granuloma induzido pelos ovos de S.

mansoni.

Outra citocina pro-inflamatoria, denominada de MIF “Macrophage Inhibitory Factor”,
tem producdo aumentada durante a formacgdo do granuloma induzido por S. mansoni (Weinstock
et al. 1983) e participa do recrutamento e sobrevivéncia de eosinéfilos para o granuloma na fase
aguda (Magalhaes et al. 2009). Os dados obtidos com a infeccdo experimental de animais
geneticamente deficientes na producdo de MIF, realizados pelo nosso grupo de pesquisa
(Rodrigues et al. 2009), indicam que essa citocina também participa do recrutamento e ativacao
de células mononucleares e na manutencdo ou amplificacdo da resposta do tipo-2 durante a
formacdo do granuloma esquistossomotico, entretanto, seu papel na esquistossomose humana

ndo foi avaliado.

Um grande numero de quimiocinas € produzido pelas células hepéticas residentes as
quais podem direcionar o influxo de ceélulas imunes especificas (Czaja 2014). Em decorréncia de

injurias teciduais, células estreladas hepaticas (HSCs), células de Kupffer, endoteliais e
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hepatdcitos secretam CCL2 (MCP-1) que induz a infiltracdo de macréfagos e mondcitos via
ativacdo do receptor CCR2 (Chensue et al.1995;Wasmuth 2010; Marra & Tacke 2014) que séo
as primeiras células respondedoras nesta fase da infeccdo. Além da producdo de CCL2, as
principais quimiocinas secretadas pelas células residentes em resposta a injurias hepaticas séo
CCL3 (MIP-10), CCL5 (RANTES), CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10), CXCL12 (SDF-1)
promovendo o posicionamento de leucdcitos no figado nas proximidades do estimulo antigénico
no inicio do processo inflamatorio (Wasmuth et al. 2010; Czaja 2014; Marra &Tacke 2014).
Estudos mais detalhados sobre a participagdo de quimiocinas na formacdo do granuloma
induzidos por S. mansoni foram realizados em modelos de formacéo sincronizada de granulomas
pulmonares induzidos pela embolizacdo de beads de agarose acopladas a antigenos do parasito
ou de ovos do parasito. Estes estudos mostram que durante a formagdo de granulomas
pulmonares hé expressdo dos genes das quimiocinas CCL2 e CCL12 (MCP-5), que sdo ligantes
de CCR2 sendo importantes no recrutamento de células mononucleares durante as fases iniciais
da formagdo do granuloma (Chiu et al 2002). Na fase inicial, denominada fase pré-
granulomatosa, as células migrantes, predominantemente macréfagos, linfdcitos e eosinofilos,
arranjam-se desordenadamente na proximidade dos ovos, formando agregados celulares (Lenzi

et al 1998).

Embora as rea¢Ges imunes inatas no figado dominem a resposta inicial, células do sistema
imunoldgico adaptativo como os linfocitos B e T e macrofagos, que ocorrem em um segundo
momento da resposta imunologica, sdo determinantes na coordenacdo inflamacdo durante a
formacdo da resposta celular denominada de granuloma (Marra & Tacke 2014) e,
consequentemente na patogénese da inflamagdo hepatica cronica associada a esquistossomose.

As células efetoras atraidas para o sitio inflamatorio, por sua vez, produzem citocinas que
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aumentam a producdo de ligantes (quimiocinas) e a atracdo de mais células efetoras em uma

espécie de feedback pro-inflamatério (Czaja 2014).

Os granulomas sdo estruturas organizadas formadas por células migrantes, especialmente
macrofagos, eosindfilos, linfocitos T-CD4", que juntamente com células dos 6rgdos afetados,
alteram a producdo e deposi¢do de uma matriz extracelular heterogénea, que resulta na formacao
uma estrutura esférica compacta que se organiza ao redor do ovo do parasito (Boros &Warren
1970; Lenzi 1991; Lenzi et al. 2008). A formagéo do granuloma envolve interagcdes dinamicas e
intricadas entre célula-célula e célula-matriz, que sofrem profundas modificagdes no decorrer da
infeccdo. Entre a quinta e sexta semanas apds a infeccdo, percebe-se o inicio da mudanga no
perfil da resposta imunoldgica (Figura 4), sendo observado aumento de producéo de citocinas do
tipo-2, incluindo IL-4, IL-5 e IL-13, fundamental para o desenvolvimento do granuloma. A
importancia das citocinas Th2 na formacdo do granuloma foi experimentalmente demonstrada
pela significativa reducdo no tamanho do granuloma em camundongos geneticamente deficientes
em STAT 6 (sinal transdutor e ativador de transcri¢do 6), essencial para o desenvolvimento da
resposta Th-2, e em animais tratados com anti-IL-4 (Kaplan et al, 1998) e infectados por S.
mansoni. Em contraste, a infeccdo por S. mansoni em camundongos geneticamente deficientes
em STAT 4 (sinal transdutor e ativador de transcricdo 4), fator intracelular indispensavel para
desencadear a resposta Th-1, ndo reduz o tamanho do granuloma (Mackenzie et al. 1999). Na
formacéo do granuloma, a principal fonte de 1L-4 sdo células T CD4+ diferenciadas em Th2 que
sdo ativadas e recrutadas para o figado e intestino, principais locais de deposi¢do de ovos do
parasito. A diferenciacdo de células Th2 é induzida por células dendriticas e macréfagos que
reconhecem lipidios e carboidratos derivados do parasito (Pearce et al. 2004; Thomas et al. 2003,

Perona-Wright et al. 2006), especialmente lacto-N-fucopentaose 111 (LNFPIII) encontrado em
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glicoproteinas secretadas pelo ovo de S. mansoni (Okano et al. 1999, 2001; Thomas et al. 2003).
Receptores de lectinas do tipo C (Van Die et al. 2003) e receptores do tipo Toll, como TLR-2 e
TLR-4 (Van Der Kleij et al. 2002; Goodbridge et al. 2004), expressos na superficie de células
dendriticas (DCs) ou outras células do sistema inato podem estar envolvidas no reconhecimento
destes glicoconjugados e lipideos secretados pelo ovo do parasito. O reconhecimento de padrfes
moleculares destes antigenos pelas DCs induz um processo alternativo de maturacdo e ativacdo
destas células, que resulta na auséncia de producdo de IL-12 (Macdonald et al. 2001; Perona-
Wright et al. 2006). As células dendriticas que foram ativadas por antigenos de helmintos seriam
células apresentadoras de antigeno (APCs) determinantes no processo de diferenciacdo de
linfocitos Th2. Outras células ndo linfocitarias, como eosinéfilos (Sabin et al. 1995,1996) e
basofilos (Rao et al. 2002; Scharamm et al. 2003; 2007; Lundy & Luckacs 2013) ativadas
durante a infeccdo por S. mansoni podem produzir IL-4, que auxilia na regulacdo da producdo de

IL-12 e IFN-y e estimula a diferenciagdo a Th2.

Apo0s 8 semanas da infeccdo por S. mansoni em camundongos, 0s granulomas apresentam
uma grande riqueza celular, compreendendo células migrantes e locais (fibroblastos e
miofibroblastos) dispostas de maneira mais organizada, permitindo a caracterizacdo de 3
camadas distintas: a regido central que apresenta um predominio de macrdfagos, a camada
medial composta principalmente por fibras arranjadas concentricamente e a camada periférica,
onde observa-se uma riqueza celular e fibras reticulares frouxamente dispostas (Weinstock &
Boros 1983; Lenzi et al. 1998; Lenzi et al. 2008b). Nesta fase, denominada de granuloma
exudativo-produtivo, a resposta Th2 apresenta-se altamente polarizada e bem estabelecida
(Cheever et al. 2000; Pearce et al. 2004; Stadecker et al. 2004). A producéo local aumentada de

IL-4 e IL-13 inibe a producéo de citocinas pro-inflamatorias e aumenta a expresséo de MHC-I1 e
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CD23 em mondcitos/macréfagos e células B (De Waal Malefyt et al. 1993), auxiliando na

amplificacdo da resposta Th2 e na infiltracdo de outros tipos celulares.

Linfécitos do tipo 2 expressam principalmente CCR3, CCR4 e CCR8 e sdo atraidos pela
producdo local de CCL11 (eotaxina), CCL17 (TARC), CCL22 (MDC) (Cjaza 2014). A
migracdo de eosinofilos, célula que compde 50 — 70 % da populacdo celular nas fases iniciais da
formacéo do granuloma (Weinstock & Boros 1983; Moore et al. 1977, Wynn et al. 2004; Reiman
et al. 2006), da circulacdo em direcéo aos tecidos inflamados também é estimulada pela producéo
local da quimiocina CCL11. Além disso, a producdo local de CCL3, CCL7, CCL17 e CCL22
também foram relacionadas ao recrutamento de eosindfilos em modelos de formacdo de

granulomas pulmonares (Lukacs et al. 1993; Shang et al. 2002; Chensue et al. 2013).

A mudanca do perfil de citocinas produzidas no sitio inflamatorio afeta a producéo de
quimiocinas. Quiu et al. (2001), demonstraram que ha uma divisdo temporal na expressdo de
quimocinas durante a formag&o do granuloma, sendo as quimiocinas CXC e algumas CC (CCL2,
CCL3, CCL4-MIP-1p) séo inicialmente expressas e outras como CCL1 (TCA-3), CCL7, CCL8
(MCP-2), CCL11 e CCL20 (LARC) apresentam pico de expressao mais tardia em modelos
sincronizados de granulomas pulmonares. Ainda neste modelo, a neutralizagdo de IFN-y resultou
em diminui¢do da expressdo das quimiocinas CXCL9-11(MIG, IP-10, I-TAC) e aumento das
quimiocinas CCL4, CCL7, CCL17 e CCL22 (Chensue et al. 2013). Por outro lado, a deplecao de
citocinas do tipo 2, como IL-4 e IL-13, ndo acarretou em nenhuma alteracdo na producédo de
citocinas CXC, mas resultou em diminuicédo significativa da maioria das citocinas CC durante a
formacdo do granuloma pulmonar. Estes dados indicam a importancia de citocinas Thl na
expressdo de quimiocinas CXC e no controle de quimiocinas CC que sdo induzidas pela

polarizacdo de uma resposta do tipo 2. Por outro lado, o estudo com granulomas pulmonares
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revela a influencia da producgéo de citocinas do tipo 2 no aumento de expresséo de citocinas CC
(Chensue et al. 2013). Adicionalmente, Park et. (2001), além da avaliacdo de granulomas
pulmonares, também demonstrou na formacdo de granulomas hepaticos induzidos por S.
mansoni a expressdo coordenada de expressdo de quimiocinas durante uma resposta
predominantemente do tipo 1 ou do tipo 2. Desta forma, a polarizagdo da resposta imune resulta
na mudanga do perfil de produgdo de quimiocinas no decorrer da formacdo/modulacdo do

granuloma induzido por S. mansoni (Chiu et al. 2002; Chiu et al. 2003; Chensue et al. 2013).

Os macrdfagos sao células fundamentais na formacdo do granuloma, além de atuar na
producdo de citocinas e quimiocinas, essas células também sdo determinantes no processo de
remodelacdo e regeneracdo tecidual (Ragheb & Boros 1989; Marra et al. 2009; Fernandes et al.
2014). Os macrofagos ativados por citocinas Th-2, como IL-4 e IL-13 que sdo prevalentes
durante a formacdo do granuloma, sdo designados macrofagos do tipo 2 (M2) ou como
alternativamente ativados em comparacdo a ativacdo classica em ambiente de citocinas Thl
(Gordon 2003; Martinez et al. 2008; Allen & Wynn 2011). Os M2 participam de muitos
processos fisiologicos e patoldgicos e, em conjunto com fibroblastos e células T, sao
particularmente importantes em reparar danos teciduais causados por parasitos (Martinez et al.
2009; Allen & Wynn 2011). Os M2 sdo distinguidos pela alta expressdo de arginase-1 (ARG1),
do receptor de IL-4 (IL-4Ra) e do receptor de manose (CD206), YM1 (closely related soluble
chitinase-like lectins) que é um fator quimiotético para eosinofilos, FIZZ1/REM-a (resistin-like
secreted protein) que possui atividade enzimatica na degradacdo de quitina presente em larvas e
ovos de helmintos (Gordon 2003; Maizels et al. 2004; Anthony et al. 2007; Mosser & Edward
2008; Wynn & Barron 2010). A enzima ARG1, produzida pelo macréfago M2, quebra L-

arginina (substrato também utilizado pela enzima iNOS) resultando na producdo de L-ornitina
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que é convertida em prolina, aminodcido essencial envolvido na producéo de coladgeno (Hesse et
al.,, 2001; Wynn 2004; Wilson et al. 2007; Murray & Wynn 2011). M2 sdo elementos
fundamentais na reparacdo e remodelacdo tecidual caracteristica da fase produtiva fibrética do
granuloma (Lenzi et al. 1998b; Anthony et al. 2007; Wynn 2004 e 2007). No entanto, 0s
macrofagos M2, derivados das células de Kupffer e de mondcitos circulantes e ativados no
ambiente Th-2, também contribuem com o processo de fibrose (Hesse et al. 2001; Liu et al.
2004; Wynn 2004; Wilson et al. 2007). Os macréfagos produzem mediadores que ativam
diretamente os fibroblastos incluindo TGF-B e PDGF (plateled-derived growth fator). No figado,
TGF-p promove a diferenciacdo de HSCs em miofibroblastos, enquanto que PDGF estimula a
proliferagdo de HSCs (Bataller & Brener 2005). Dependendo do seu estado de diferenciacéo e
sinais do microambiente local, os macréfagos além de serem capazes de secretar uma variedade
de fatores de crescimento e citocinas pré-inflamatérios e pré-fibroticas, também atuam na
regulacdo da resposta inflamatdria através da producéo de citocinas imunomoduladoras como IL-
10 e TGF-B, (Martinez et al. 2008; Mosser & Edwards 2008). Além disso, 0s M2 podem regular
a funcdo de células T efetoras, em decorréncia do consumo de arginina, da inducéo de ligantes de
PD-1, um receptor inibidor da funcdo de células T, os quais limitam a resposta de células T nos
granulomas, além de recrutar células T regulatérias (Treg) e Th2 (Barron & Wynn 2011). No
decorrer da infeccdo, os macr6fagos presentes no granuloma se tornam alongados,
frequentemente fusiformes e se dispdem radialmente de forma concéntrica em torno do ovo,
ficando justapostos uns aos outros, formando interdigitacdes entre membranas que favorecem o
encontro entre eles. O citoplasma se torna abundante, e adquirem aspecto de células epitelidides.
Simultaneamente, os macrofagos fundem-se uns aos outros originando células gigantes

multinucleadas (Pereira & Bogliolo 2000).
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A resposta Th17 tem sido relacionada ao desenvolvimento de grave lesdo hepética na
esquistossomose experimental (Rutitzky & Stadecker 2006; Smith et al. 2011). A possivel
participacdo de Th1l7 no agravamento da patologia hepatica provocada pelo granuloma de S.
mansoni foi sugerida pela observacéo de que animais tratados com anticorpos neutralizantes anti-
IL-17 apresentaram uma inibicdo da inflamagdo granulomatosa hepética e consequente melhora
na patologia (Rutitzky et al. 2005). Linfécitos Th17 expressam receptores CXCR3 e CCR6 e sdo
atraidos para o figado pela producéo das quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CXCL11 (Czaja et al.
2014). A participagdo das celulas Th1l7 na patologia e na evolugdo das formas graves da

esquistossomose em humanos ainda foi esclarecida (Abath et al. 2006; Chuah et al 2014).

Nas semanas subsequentes, ocorre uma gradual regulacdo da funcéo das células T CD4" e
da imunopatologia, em um processo denominado imunomodulacdo (Andrade & Warren 1964;
Boros et al. 1975). Os granulomas que se formam em torno do ovo tornam-se gradativamente
menores, fendbmeno mediado pela producédo de IL-10 e essencial para promover a sobrevivéncia
do hospedeiro durante a infeccdo (Pearce & Macdonald 2002; Wynn et al. 2004; Wilson et al.
2007; Chuah et al 2014). Em modelos de infeccdo natural, foi demonstrado a aumento da
expressao de Foxp3, fator de transcricdo de células Treg, no figado e no baco, sendo o pico de
expressdao coincidindo com a modulacdo do granuloma. Células denominadas T regulatdrias,
CD4'CD25"Foxp3" Treg produzem IL-10, citocina regulatoria chave da resposta imune induzida
durante a esquistossomose (Hesse et al. 2004; Wilson et al. 2007; Turner et al. 2011). As células
Treg expressam CXCR3 e sdo atraidas principalmente pela secre¢do de CXCL9 durante doengas
cronicas hepéticas (Cjaza 2014). Estudos com animais deficientes na produgdo de IL-10,
mostram que esta citocina pode regular a patologia por controlar a producdo de citocinas Thl e

prevenir o desenvolvimento de uma resposta do tipo 2 excessiva durante a formagdo do
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granuloma (Hoffmann et al. 2000; Hesse et al. 2004; Taylor et al. 2006). Evidencias
experimentais mostram que células dendriticas (DCs) e células B também produzem IL-10
(Hesse et al. 2004) e que as células Treg podem néo ser a principal origem de IL-10 durante a
infeccdo (Baumgart et al. 2006; Lundy & Lukacs 2013). Outros mecanismos podem estar
envolvidos na modulacdo da resposta granulomatosa, entre eles a ativacdo de Linfocitos B
regulatorios, que podem atuar tanto via producdo de IL-10 como via producdo de anticorpos
(Cheever et al. 1985; Vas et al. 2012; Fairfax et al. 2012). Adicionalmente, estudos tem revelado
que a producdo do receptor sollvel IL-13, denominado de IL-13Ro2, também tem papel
fundamental no controle da fibrose hepética. A producdo de IL-13Ro2 atua sequestrando 1L-13
antes da sua ligacdo com o seu receptor IL-4/IL-13Ral expresso na superficie celular de
macrofagos e HSCs e, consequentemente, resulta em menor ativacdo celular e producdo de
colageno (Chiarimont et al. 2003; Hesse et al. 2004; Wynn 2004; Wilson et al. 2007). Como a
prépria IL-13 induz a expressao de seu receptor, um mecanismo de feedback parece atuar dentro
dos limites da resposta Th2 para regular potenciais danos relacionados com o processo de
fibrose. Ja a participacdo de TGF-B parece ser ainda mais complexa (Lundy e Lukacs 2013). Esta
citocina exerce um efeito inibitério em macréfagos e em células de perfil Thl em modelos
experimentais (Qadir et al. 2001). Em contraste, num contexto de citocinas pré-inflamatorias,
atua como um potente cofator de diferenciacdo de células de perfil Thl7, bem como induz a
producéo de colageno por fibroblastos e por isso pode ter papel no desenvolvimento da patologia

(Wynn 2004).

Em resumo os dados experimentais mostram que a modulagdo do granuloma durante a fase
cronica depende de uma acdo combinada de respostas Thl, Th2, Thl7 e Treg no decorrer da

infeccdo (Hams et al. 2013). A regulacdo da resposta é complexa e a precisa contribuigdo de cada
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populacdo celular e dos elementos que medeiam o processo geral de modulacdo ainda é incerta

(Walsh et al. 2007; Burke et al. 2009). A participacdo de citocinas pro-inflamatérias e

quimiocinas tem papel central na formacdo e modulagéo da resposta granulomatosa, conforme

esquematizada na Figura 5; entretanto, sua associagdo com a morbidade da esquistossomose

humana ainda ndo esta claramente estabelecida.
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Figura 5. Principais componentes da resposta granulomatosa contra os ovos de S. mansoni no figado e

as principais citocinas e quimiocinas que regulam essa resposta (Fonte: Burke et al. 2009).

1.5 Granuloma: Protecao versus Patologia
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A patologia da esquistossomose crénica tem sido associada a intensidade e extensdo da
reacdo celular induzida pela retencdo de ovos do parasito nos tecidos do hospedeiro (Bogliolo
1958; Raso & Neves 1965; Warren 1968; Carvalho 2008; Andrade 2009). Os vermes se
estabelecem no plexo venoso portal-mesentérico, e por essa razdo a patologia primariamente se
desenvolve nos tecidos de maior acumulacao de ovos do parasito: intestino e figado (Stadecker et
al. 2001; Hams et al. 2013). Para muitos autores, a formacdo do granuloma constitui um
importante mecanismo de defesa do hospedeiro, pois a reacdo celular permite a contencdo da
lesdo tecidual causada pela secrecdo de enzimas, toxinas e antigenos do ovo (Boros et al. 1989;
Dunne 1991; Dunne et al. 1999; Mcdonald et al 2002). Além disso, a formagdo do granuloma
preserva a parede intestinal, evitando uma subsequente invasdo bacteriana na circulagdo durante
a infecdo (Fallon et al. 2000). No entanto, este fato € controverso, ja que o trabalho publicado por
Teixeira et al. (2001), demonstrou que granulomas hepaticos podem ser focos ou substratos para
abscessos piogénicos causados por Staphylococcus aureus. O estabelecimento de uma resposta
do tipo Th2 no curso da doenga previne um quadro agudo marcado pela predominancia de
citocinas pro-inflamatérias do tipo Thl que pode ser letal (Amsden et al. 1980; Dunne &
Doenhoff 1983;Fallon & Dunne 1999; Rutitzky et al 2001; Macdonald et al. 2002). Linhas de
pesquisa independentes tém associado a patologia da esquistossomose cronica com a persisténcia
de um estado pré-inflamat6rio marcado pelo aumento de citocinas tipo Th1, como IFN-y e TNF-
a, e exacerbada inflamagdo granulomatosa, mediada por Th17 (Stadecker et al. 2004).
Adicionalmente, a patologia da esquistossomose também tem sido relacionada a deficiéncia de
indugdo de citocinas Th2 e de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 (Brunet et al. 1997;

Hoffmann et al. 2000; Rutitzky et al. 2001), reducdo de células B (Hernandez et al. 1997) e de
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macréfagos alternativamente ativados (Herbert et al. 2004), que podem resultar em intensas e
extensas lesdes hepéticas (Stadecker et al. 2004).

O estabelecimento da resposta Th2 também é importante no processo de eliminagdo dos
ovos. Para atingirem o limen do intestino e serem liberados pelas fezes, os ovos de S. mansoni
também dependem do estabelecimento de uma reacdo granulomatosa, mediada por linfdcitos T,
para atravessar o endotélio, a membrana basal e o epitélio do intestino, onde sdo liberados
(Pearce & Macdonald 2002). Karanja et al. (1997) demonstraram haver uma correlacdo entre
reduzida excrecdo de ovos e a baixa contagem de linfocitos TCD4" em pacientes portadores da
imunodeficiéncia humana (HIV). Em modelos experimentais, os estudos realizados com
camundongos deficientes em linfocitos T e B apresentaram excre¢do de ovos de S. mansoni nas
fezes reduzida (Amiri et al. 1992; Ozaki et al. 1997; Fallon et al. 1999) ou retardada (Cheever et
al. 1999). Conforme discutido, grande parte dos ovos que sdo produzidos chega a circulacdo
portal e se depositam nos tecidos, principalmente no figado. Por isso, a inflamacdo intestinal, ao
facilitar a eliminacdo dos ovos do parasito, também atua como um mecanismo de protecdo do
hospedeiro.

Apesar da importancia da formacdo do granuloma para a protecdo do hospedeiro contra
as lesbes que o parasito pode causar aos tecidos, a resposta inflamatéria formada ao redor dos
ovos disseminados do parasito é fator determinante no desenvolvimento da patologia durante a
fase cronica da esquistossomose. Uma resposta Th2 prolongada pode contribuir para o
desenvolvimento da fibrose hepatica (Cheever et al. 2000). Citocinas produzidas por células Th2
podem ser responsaveis por mediar certos aspectos da patologia associada a esquistossomose
croénica, como progressdao da fibrose hepatica e a hepatoesplenomegalia (Cheever et al. 1987;

Wynn & Cheever 1995; Hoffmann et al. 1998; Fallon et al. 2000; Andrade et al. 2009). Em
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camundongos infectados por S. mansoni, a deficiéncia de producéo de 1L-13 (1L13™) (Fallon et
al. 2000) e dos receptores de IL-4 (IL-4ra™) e IL-13 (IL-13ral™) (Jankovic et al. 1999:
Ramalingan et al. 2008) ou mesmo o tratamento com anticorpos neutralizante anti-IL-13Ra2
solivel (Chiaramonte et al. 1999) resultaram no desenvolvimento de fibrose hepatica branda,
menor morbidade e mortalidade. Além disso, IL-13 estimula a diferenciacdo das HSCs em
miofibroblastos ativados, os quais sdo um dos principais elementos responsaveis pela producéo
de colageno e pela fibrogénese no granuloma (Wynn & Barron 2011).

O desenvolvimento da resposta imunoldgica induzida pela infeccdo por S. mansoni, bem
como 0s mecanismos de imunorregulacdo discutidos até o momento, foram baseados em dados
obtidos com infeccbes experimentais realizadas principalmente em camundongos. Os
mecanismos imunopatogénicos elucidados em modelos experimentais ndo sdo facilmente
investigados em humanos, e por isso, 0 entendimento da resposta ainda esta longe de estar
completo. Estudos em areas endémicas indicam que maltiplos fatores da reposta imune estejam
envolvidos no desenvolvimento das formas clinicas durante a esquistossomose cronica (Corréa-
Oliveira et al. 1998; Abath et al. 2006). Em humanos, tem sido demonstrado que a resposta
imune celular e humoral estd envolvida no desenvolvimento/manutencdo do granuloma
esquistossomotico, bem como nos eventos modulatérios durante a infeccdo cronica (Corréa-
Oliveira et al. 1998; Abath et al. 2006; Caldas et al. 2008; Negréo-Correa et al. 2014). Apesar de
uma variabilidade no perfil de resposta em humanos, um perfil misto de resposta Th1-Th2 em
resposta & SEA e SWAP, com predominancia de Thl é observada durante a fase aguda (de Jesus
et al. 2002), com um predominio de perfil Th-2 quando a infeccdo torna-se cronica
principalmente em individuos com as formas intestinais e hepatointestinais (Araujo et a. 1996;

Mwatha et al. 1998; Araujo et al. 2004). Além disso, acredita-se que IL-10 esteja envolvida na
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regulacdo da resposta imune, no controle da morbidade e na modulagdo da resposta imune em
pacientes cronicos assitomaticos (Aradjo et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Montenegro et al.,
1999). No entanto, o perfil de citocinas em pacientes com hepatoesplenomegalia é mais variavel
(Abath et al. 2006). Desta forma é possivel verificar que alguns estudos mostram associacéo
entre pacientes com doenca cronica grave com o aumento da produgéo de citocinas de perfil Th2,
principalmente IL-13 (Montenegro et al. 1999; De Jesus et al. 2004; Teixeira-Carvalho et al.
2008), enquanto que outros estudos sugerem que a esquistossomose grave em humanos esteja

associada a producéo de citocinas do tipol (Falcdo et al. 1998; Mwatha et al. 1998).

Apesar do crescente interesse do papel de quimiocinas na determinacdo do processo
inflamatdrio de diferentes patologias, a participacdo destes elementos na formacdo e modulacédo
do granuloma esquistossomotico ainda € pouco conhecida. Trabalhos que avaliaram a cinética de
formacdo de granulomas pulmonares sendo tem sido realizados em modelos experimentais. A
neutralizacdo de CCL17 (TARC) e CCL22 (MDC) levou a formacdo de granulomas menores e
menor grau de fibrose (Jakubzick et al. 2004). O aumento dos niveis das quimiocinas CCL2,
CCL3, CCL4, CCL7, CCL11 e CCL12, e os receptores de quimiocinas CCR1, CCR2, CCR3 e
CCR4, CCR5 também foram associados a formagdo/modulacdo do granuloma esquistossomético
(Quiu et al. 2001; Park et al. 2001; Chiu & Chensue 2002; Chiu et al. 2003; Souza et al. 2005;
Souza et al. 2011). Por outro lado, a producdo de CCL5 regula negativamente a formacédo de
granulomas experimentais (Chensue et al. 1999; Souza et al. 2008). Estudos do nosso grupo de
pesquisa tem demonstrado que a producdo de anticorpos esté relacionada com a gravidade da
doenca humana (Negrdo-Corréa et a. 2014) e a participagdo quimiocinas e receptores de
quimiocinas (Souza et al. 2005 e 2011) e de citocinas pro-inflamatérias (Rodrigues et al. 2009)

no desenvolvimento da doenca grave em modelos experimentais. No entanto, participagdo de
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quimicionas e de citocinas pro-inflamatorias na formacdo do granuloma e na evolucdo da
esquistossomose humana ainda é pouco conhecida (Falc&o et al. 2002; Souza-Pereira et al. 2006;

Silveira-Lemos et al. 2010) e sera foco deste estudo.
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2. JUSTIFICATIVA
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Apesar das evidéncias da importancia da resposta imune na evolucdo da esquistossomose,
0 papel de citocinas pro-inflamatorias e das quimiocinas na formacéo do granuloma e evolugéao
da patologia grave em humanos ainda é pouco explorado. Estudos anteriores realizados em nosso
laboratorio mostram que quimiocinas, como CCL3 e outros ligantes do receptor CCR5, bem
como citocinas pro-inflamatorias (Soares et a. 2005 e 2011, Rodrigues et al. 2009) séo
determinantes na evolucdo da esquistossomose grave em modelos murinos. Entretanto, a
associacao destes marcadores inflamatorios com a morbidade da esquistossomose na populacéo
humana naturalmente infectada ainda é pouco conhecida. Grande parte dos estudos que avaliam
a participacdo de quimiocinas na durante a infecgdo por S. mansoni foi realizada em modelos de
granuloma induzido no pulmé&o. O figado é um dérgdo complexo e clinicamente relevante durante
a infeccdo por S. mansoni no qual residem muitas células especializadas em direcionar a
inflamacdo local que é caracterizada por uma resposta granulomatosa fibrética cronica. Assim
modelos de formacdo de granulomas hepaticos devem ser mais bem caracterizados, ja que a
formacdo de granulomas neste 6rgdo é de clinicamente determinante na morbidade da
esquistossomose. Também ndo temos uma informacdo mais detalhada de quais células sdo
ativadas pela quimiocina CCL3 e/ou pela ativagdo do receptor CCR5 a sua influéncia durante a
formacéo e modulagédo do granuloma induzido por ovos de S. mansoni. Assim, nosso objetivo
sera investigar a associacdo de citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas com a gravidade da
esquistossomose humana e avaliar a participacdo da quimiocina CCL3 e o receptor CCR5 na
formacdo e ativacdo celular do granuloma hepatico, caracterizando o efeito da producéo de
quimiocinas na ativacdo celular no granuloma hepatico durante a evolucdo da esquistossomose

em modelos experimentais.
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3. CAPITULO I:

Associagdo entre os niveis das citocinas inflamatorias MIF e TNF-a e das quimiocinas CCL3,
CCL7 e CCL24 com a patologia da esquistossomose em populagédo naturalmente infectada.
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3.1. Introducéao

A esquistossomose é uma doenca cronica e debilitante causada por trematédeos do género
Schistosoma. Entre as espécies que infectam o homem, Schistosoma mansoni é a principal
causadora da doenca hepato-intestinal que afeta mais de 100 milhdes de pessoas residentes na
Africa sub-Saariana, no Caribe e na América do Sul, incluindo o Brasil (Crompton 1999;
Gryssels et al. 2006; Hotez et al. 2008). S. mansoni alcanca a maturidade apds atingir o sistema
porta-hepatico do hospedeiro definitivo e o0s vermes acasalados migram para as veias
mesentéricas, onde as fémeas eliminam centenas de ovos diariamente. Apenas 40 % dos ovos
produzidos pela fémea atravessam o endotélio e a mucosa intestinal e sdo eliminados pelas fezes
do hospedeiro (Pearce & MacDonald 2002; Wynn et al. 2004). O restante dos ovos fica retido
nos tecidos, principalmente intestino e figado, induzindo uma resposta celular do tipo
granulomatosa que causa efeitos patologicos locais e sistémicos. A formacdo do granuloma
esquistossomotico é processo dindmico que inicialmente promove a migracao e acumulacao de
células inflamatorias, especialmente linfécitos, macréfagos e eosinéfilos, ao redor dos ovos do
parasito em resposta as lesfes teciduais e ativacdo de células residentes. As células infiltradas
estimulam a diferenciacdo e ativacdo de miofibroblastos e macréfagos M2, intensificando a
producdo de matriz extracelular e deposicdo de colageno, que culmina na formacdo do
granuloma. O granuloma sequestra 0s ovos do parasito e seus produtos, que sdo lesivos ao tecido
(Boros et al. 1989; Dunne 1991; Dunne et al. 1999; Mcdonald et al 2002), mas a intensificacdo
deste processo causa fibrose e, consequentemente, evolugcdo dos quadros graves da
esquistossomose cronica (Cheever et al. 1987; Wynn & Cheever 1995;Hoffmann et al. 1998;

Fallon et al. 2000; Andrade et al. 2009).
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Estudos experimentais demonstraram que a formagdo do granuloma é dependente da
inducdo da resposta Th-2 e sua modulagdo durante a fase cronica da esquistossomose tem a
participacdo de IL-10 (Pearce et al. 1991; Cheever et al. 1998; Pearce & MacDonald 2002).
Estudos epidemioldgicos também indicam que em pacientes infectados por S. mansoni niveis
elevados de IL-5 e IL-13 foram associados com aumento da fibrose hepética (Henri et al. 2002;
Booth et al. 2004; De jesus et al. 2004), enquanto que altos niveis de IFN-y e IL-10 protegem
contra fibrose (Malaquias et al. 1997; Falcéo et al. 1998; Correa-Oliveira et al. 1998; Henri et al.
2002; Booth et al., 2004), sugerindo que fatores imunoldgicos possam ser biomarcadores de
morbidade de esquistossomose. Entretanto, a maioria das citocinas é produzida localmente e tem
uma meia vida curta, dificultando a mensuragdo adequada no sangue dos individuos infectados.

Apesar da sua importancia no estabelecimento da resposta imunoldgica, a participacao
das quimiocinas e citocinas pro-inflamatdrias na determinacéo da fibrose hepatica e consequente
evolucdo da esquistossomose grave em populagdes naturalmente infectadas ainda ndo foi bem
esclarecido (Wynn et al. 2004; Burke et al. 2009; Chuah et a. 2014). A liberag&o de antigenos
por ovos de S. mansoni retidos nos sinusdides hepéticos induz a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como TNF-a (tumor necrosis fator- alpha) e MIF (Macrophage migration
inhibitory fator). Em modelos experimentais, a producdo de TNF-o induz recrutamento celular
durante a formacdo do granuloma ao redor do ovo (Amiri et al. 1992; Lukacs et al. 1994;
Cheever et al. 1999; Bogliolo 2000) e a neutralizacdo desta citocina resulta na reducdo do
tamanho do granuloma hepatico em camundongos infectados com S. mansoni (Joseph & Boros
1993). Entretanto, o papel de TNF-a na esquistossomose humana ainda é controverso; niveis
elevados de TNF-a, ou dos receptores soluveis STNF-RI e STNF-RII, em pacientes infectados

por S. mansoni foram associados a hepatoesplenomegalia (Zwingerberger, 1990; Mwatha et al.
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1998). Adicionalmente, a producdo elevada de TNF-a por células sanguineas re-estimuladas por
antigenos do parasito foi associada ao aumento do risco de desenvolver fibrose hepéatica em
pacientes com esquistossomose em éareas endémicas da Africa (Booth et al. 2004; Henri et al.
2002) e do Brasil (Silva-Teixeira et al. 2004). No entanto, Magalhdes et al. (2004) e Alves-
Oliveira et al. (2006) ndo encontraram nenhuma relagdo entre o aumento dos niveis de TNF-a
com o desenvolvimento de fibrose ou outros fatores de morbidade da esquistossomose. Além de
TNF-a, MIF (Macrophage Inhibitory Factor) € uma citocina pré-inflamatdria, evolutivamente
conservada e constitutivamente produzida por uma grande variedade de tipos celulares, que
apresenta papel fundamental na inducdo e regulacdo de doengas inflamatorias crénicas como
artrite reumatoide, colite, diabetes e cancer (Lue et al. 2002; Calandra et al. 2003; Sanchez-
Samora et al. 2014). Estudos indicam que a producgéo de MIF, direta ou indiretamente, promove
a expressdo ou producdo de outras moléculas pro-inflamatorias, incluindo a citocina TNF-a, e
atua na regulacdo de macrofago, linfocitos T e B (Calandra et al. 1994; Calandra et al. 1995;
Bacher 1997; Donnely et al. 1997; Kleemann et al. 2000; De Jong et a. 2001), sendo
determinante no balanco Th1/Th2 durante o processo inflamatério (Sabroe et al. 2000; Bach et
al. 2008). A possivel participacdo da producdo de MIF na esquistossomose ainda ndo esta
claramente determinada. Em modelo experimental murino foi verificado aumento da produgéo
de MIF durante a formagdo do granuloma induzido por S. mansoni (Weinstock et al. 1983);
posteriormente, foi demonstrada a importancia da producdo de MIF no recrutamento e
sobrevivéncia de eosindfilos para o granuloma hepatico durante a fase aguda da esquistossomose
experimental (Magalhaes et al. 2009). Trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de
pesquisa (Rodrigues et al. 2009) indicam que MIF também afeta o recrutamento e ativagéo de

células mononucleares e a manutencdo ou amplificacdo da resposta do tipo-2 durante a formagéo
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do granuloma esquistossomético em camundongos. Entretanto, a participacdo de MIF, na
morbidade da esquistossomose humana ainda ndo foi avaliada.

O recrutamento, a retencdo e a modulacdo do granuloma séo determinados pela agéo
combinada de citocinas e quimiocinas, sendo demonstrado que polariza¢do da resposta do tipo-2
inibe quimicinas CXC e estimula producgéo de CC (Chiu et al. 2002; Chiu et al. 2003; Almadi et
al., 2011; Chensue et al., 2013). Desta forma, o perfil de quimiocinas produzido pelo hospedeiro
pode refletir a producdo de citocinas, além de ser determinante na evolugdo da morbidade da
esquistossomose. As quimiocinas CC sdo detectadas em sitios inflamatdrios e sdo as maiores
quimoatraentes para células T, células B, mondcitos, eosinofilos e baséfilos (Charo et al. 2006;
Wasmuth et al. 2010). Entre as quimiocinas do grupo CC, CCL3, um dos ligantes dos receptores
CCR1 e CCR5, tem sua producdo aumentada desde as fases iniciais da formagéo do granuloma e
se mantem nas fases mais tardias da resposta granulomatosa (Quiu et al. 2001; Chiu et al. 2003;
Chensue et al. 2013). A producdo de CCL7, que se liga aos mesmos receptores de CCL3 (CCR1
e CCR5) e também aos receptores CCR2 e CCR3, tem sua producdo aumentada nos primeiros
dias de retencdo do ovo no pulmao (Quiu et al. 2001; Chiu et al. 2003; Park et al. 2001) e,
conjuntamente com CCL2 e CCL12, pode ser responsavel pelo recrutamento de
macrofagos/mondcitos que ocorre nas fases iniciais da formacdo do granuloma (Oldis et al.
1981; Chiu et al. 2004). A polarizacdo da resposta Th-2 no final da fase aguda da
esquistossomose além de estimular a producdo de quimiocinas da familia MCP (proteina
quimiotatica de monacitos), também estimula a producéo das eotaxinas 1 e 2 (CCL11 e CCL24),
que promovem o recrutamento de linfocitos Th2 e eosinofilos (Zimmermann et al. 2003).
Estudos realizados em modelos de granulomas pulmonares demonstram a participacédo de CCL7

e CCL11 no recrutamento de celulas que expressam o receptor CCR3, como os eosindéfilos (Chiu
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et al. 2002; Chiu et al. 2003; Shang et al. 2002). No modelo natural de infecgcdo, durante a
formacdo de granuloma hepéatico em camundongos infectados por S. japonicum, a expressao
CCL3 foi aumentada a partir da deposicéo de ovos no figado, sendo maior entre 6-7 semanas da
infeccdo, enquanto que a expressdo de CCL7 foi maior em fases mais tardias da resposta
granulomatosa, coincidindo com o pico da resposta do tipo-2 e com a deposicao de coldgeno no
tecido (Burke et al. 2010).A producdo de CCL24, agonista especifico para CCR3, € aumentada
em ambientes com predominéncia de resposta o tipo-2 (Silveira-Lemos et al. 2008), sendo
importante no recrutamento e ativacdo de eosinofilos, basofilos e linfocitos Th2. Burke et al.
(2010) demostraram o aumento da expressdo de CCL24 nas fases iniciais de formagdo de
granuloma induzido por S. japonicum, associada ao recrutamento de eosinofilos, e sua producéao
se manteve durante as fases mais tardias, enquanto que a produgdo de CCL11 apresentou pico de
expressdo tardia. Porém, ainda ndo se conhece sobre a sua participacdo na evolucao de quadros
cronicos da infecgdo tanto em modelos experimentais quanto em humanos.

Estudo realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que a infecgdo por S.
mansoni em camundongos geneticamente deficientes na producdo de CCL3 (Souza et al. 2005)
ou no receptor CCR5 (Souza et al. 2011), altera significativamente a composi¢do celular
(eosinofilos e macrdfagos), o teor de hidroxiprolina e o tamanho do granuloma hepético,
sugerindo impacto na morbidade da esquistossomose. Apesar dos estudos granuloma
esquistossomotico, relativamente é pouco conhecido sobre o papel de quimiocinas e seus
receptores em pacientes naturalmente infectados por S. mansoni, e principalmente seu papel na
morbidade da doenga (Chuah et al., 2014; Falcéo et al. 2002; Souza et al., 2005; Silveira-Lemos
et al., 2010). Souza et al. (2005) e Falcéo et al. (2002) demonstrarem que ha aumento dos niveis

plasmaticos de CCL3 em pacientes com doenca cronica, de area endémica com altas taxas de
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infeccdo. Silveira-Lemos et al. (2010) relataram que em individuos infectados durante a fase
aguda da infeccdo em comparagdo com individuos ndo infectados, ha um aumento da producéo
de CCL11 e de CCL24. Entretanto, a influencia de quimiocinas na patologia induzida pela
infecgdo por S. mansoni ainda é pouco conhecida (Burke et al. 2009; Chuah et al. 2013). Desta
forma, pretende-se investigar a associagdo das quimiocinas CCL3, CCL7 e CCL24 e as citocinas
pré-inflamatorias MIF e TNF-o com a morbidade da esquistossomose em populacéo

naturalmente infectada.
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3.2. OBJETIVOS
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3.2.1. Objetivo geral

Avaliar possiveis associacdes entre a concentracdo plasmaética de citocinas inflamatorias
MIF e TNF-a e das quimiocinas CCL3, CCL7 e CCL24 e a morbidade da esquistossomose em

populacdo de &rea endémica infectada por S. mansoni.

3.2.2. Objetivos especificos primeira etapa (capitulo I)

(1) Quantificar os niveis plasmaticos da citocina pro-inflamatoria MIF e do receptor soltvel de
TNF-o (sTNF-R1) nos pacientes com esquistossomose clinicamente definida por

ultrassonografia;

(2) Quantificar os niveis plasmaticos das quimiocinas CCL3, CCL7 e CCL24 nos pacientes com

esquistossomose clinicamente definida por ultrassonografia;

(3) Avaliar a associacdo da concentracdo de citocina pro-inflamatéria (MIF, TNF-a) e de
quimiocinas (CCL3, CCL7, CCL24) com a carga parasitaria dos pacientes selecionados para o

estudo;

(4) Avaliar a associagdo da concentracdo de citocina pro-inflamatoria (MIF, TNF-o) e das
quimiocinas (CCL3, CCL7, CCL24) alteracBes clinicas dos pacientes selecionados para o

estudo;

(5) Avaliar a associagdo da concentracdo de citocina pré-inflamatoria (MIF, TNF-a) e das
quimiocinas (CCL3, CCL7, CCL24) com a organometria (baco e figado) e com o espessamento
periportal e perivesicular medidos através de exame de ultrassom abdominal dos pacientes

selecionados para o estudo.
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3.3. MATERIAL E METODOS
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3.3.1. Area de Estudo

Os 97 individuos infectados por S. mansoni avaliados no presente estudo foram
selecionados entre os participantes originalmente examinados em um estudo seccional de
esquistossomose, denominado de Projeto Queixadinha, realizado entre residentes no Vale do
Jequitinhonha, regido nordeste de Minas Gerais (Lambertucci et al., 2001). O projeto
Queixadinha realizou exame clinico e parasitolégico de 741 individuos infectados em varias
comunidades rurais do Vale do Jequitinhonha. Na ocasido da coleta das amostras, ndo foram
reportados casos de maléaria nas regifes investigadas e os individuos foram sorologicamente
negativos para Leishmania.

Para o atual estudo foi aleatoriamente selecionada a comunidade rural de Cdrrego do
Choro, uma das comunidades rurais avaliadas no Projeto Queixadinha, localizada no Municipio
de Padre Paraiso, situado na regido do Médio Jequitinhonha, a 102 Km de Teo6filo Otoni, no
nordeste de Minas Gerais. A localidade contabilizava 140 individuos comprovadamente
infectados por S. mansoni, sendo que para as analises imunolégicas do presente estudo, foram
excluidas as criangas (< 13 anos) e os idosos acima de 70 anos, na tentativa de minimizar
aspectos da resposta imune de idosos e criancas ndo diretamente relacionados com a
esquistossomose (Speziali et al. 2004). Também foram selecionados para o presente estudo
somente pacientes com amostra de plasma que ndo havia sido previamente descongelada,

totalizando 97 pacientes de 14 a 68 anos.

3.3.2. Coleta de dados

A metodologia utilizada para a coleta de dados foi previamente descrita em detalhes por

Lambertucci et al (2001). Em resumo, aos individuos participantes do estudo, foi aplicado um

62



questionario para a coleta de informagdes socio-econémicas e da historia clinica associada a
esquistossomose. As entrevistas foram realizadas por estudantes previamente treinados para a
obtencdo das informagdes, as respostas foram codificadas e os resultados armazenados em

bancos de dados criados para o Projeto Queixadinha.

A verificagdo da infeccdo por S. mansoni nos individuos examinados, bem como a
estimativa de carga parasitaria foi realizada através do método coproscépico de Kato-Katz (Katz
et al. 1972). Para tanto foram coletadas duas amostras fecais de cada participante em dias
alternados e foram examinadas duas laminas por amostra. Os resultados foram incluidos no

banco de dados ap6s a devida conversdo para numero de ovos por grama de fezes (OPG).

A avaliacédo clinica dos individuos infectados incluiu um exame fisico geral e relatos de
tratamento prévio de esquistossomose. A palpacdo abdominal do figado e do baco foi realizada
com os pacientes em decubito dorsal, durante respiracao profunda, por dois médicos experientes.
Foram considerados palpaveis, quando a borda foi sentida abaixo do rebordo costal esquerdo
pelos dois examinadores (Tavares-Neto & Prata 1990). A avaliacdo ultrassonogréfica (US) foi
realizada pela equipe de clinicos da Faculdade de Medicina da UFMG que participaram do
Projeto Queixadinha, empregando-se o equipamento Hitachi EUB 200 e seguindo a metodologia
descrita anteriormente (Coutinho 1990; Lambertucci et al. 2000). A quantificacdo da carga
parasitaria, os dados clinicos e ultrassonograficos dos pacientes examinados no projeto
Queixadinha também foram armazenados em bancos de dados.

No presente estudo, a morbidade dos individuos selecionados foi classificada por aspectos
clinicos e pelo metodo quantitativo definido pelo protocolo de Niamey (proposto em 1996 e
revisto por Richter et al. 2000 e 2001), envolvendo as medidas obtidas pelo exame

ultrassonografico do tamanho do baco e do figado, didmetro e espessura da parede da veia porta
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no seu vaso principal e em suas ramificagdes e da parede da vesicula biliar obtidas a partir do

banco de dados do Projeto Queixadinha.

3.3.3. Dosagem citocinas pro-inflamatérias e de quimiocinas no plasma dos
individuos selecionados

Durante a avaliacdo clinica dos individuos examinados pelo Projeto Queixadinha, foi
coletada uma amostra de 5 ml de sangue venoso de cada individuo em tubo Vacutainer com
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O plasma foi devidamente separado, rotulado,
estocado a -20°C e utilizados para os testes imunolégicos realizados no presente estudo. Também
foram recolhidas amostras de plasma de 8 individuos voluntérios ndo infectados de &rea nédo

endémica para controle negativo da quantificacdo plasmatica de citocinas e quimiocinas.

A concentracdo da citocina MIF e do receptor soluvel de TNF-a, sTNF-R1, foram
determinadas nas amostras de plasmas dos individuos através da técnica de ELISA sanduiche,
utilizando-se Kit Duoset da R&D Systems, seguindo as instrucdes do fabricante para a realizacao
do ensaio. No presente estudo, a quantificacdo de TNF-o foi indiretamente estimada pela
concentragcdo do receptor soltvel de TNF-a do tipo-1. Estudos realizados em pessoas tratadas
com recombinante de TNF-a mostram que o aumento sérico dessa citocina induz a produgio de
receptores sollveis do tipo 1 e 2, que apresentam meia vida mais longa facilitando a sua deteccao
(Lantz et al. 1990). Relagéo direta entre 0 aumento da concentracdo de TNF-a e do receptor
soluvel de TNF-a do tipo-1 também foi demonstrado durante a infecgdo por S. mansoni (Hasseb

et al. 2001).
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Para a dosagem de CCL3, CCL7 e CCL24, as amostras de plasma foram submetidas a um
processo de precipitacdo proteica, conforme descrito anteriormente por Falcdo et al. (2002). O
procedimento é importante para preservar as quimiocinas, melhorando a especificidade dos
ensaios de ELISA. Em 200ul de plasma foram adicionados 200 ul de solugdo de é&cido
tricloracético 20% em NaCl 1,35M. A mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura
ambiente por cinco minutos. Apos este periodo, o precipitado foi sedimentado pela centrifugacéo
a 10 000g por 5 minutos a 4°C e 300ul do sobrenadante foi coletado e adicionados 1200 pl de
tampdo neutralizante (0,5ml de tampéo NaPO4 1M pH7,4; 0,45ml de NaOH 1M; 50ul vermelho
de fenol 10mg/ml completados para 50 ml com agua destilada). As amostras que permaneceram
acidas ou basicas foram neutralizadas conforme o pH para um valor préximo a 7,4 de acordo
com a coloracdo do indicador vermelho de fenol. A dosagem das concentra¢Bes plasmaticas das
quimiocinas dos participantes do estudo foi realizada pela técnica de ELISA sanduiche,
utilizando-se Kit Duoset da R&D Systems, seguindo as instrugcdes do fabricante para a realizagéo

do ensaio.

3.3.4. Processamento e andlise de dados

As variaveis de interesse para este estudo foram selecionadas no banco de dados original.
Para o presente estudo, as varidveis obtidas através das andlises imunoldgicas foram
acrescentadas ao banco de dados. As bases de dados foram geradas utilizando EPI-INFO versdo
6.04, e analises estatisticas foram realizadas utilizando STATA versdo 11.0 software (Stata
Corporation, 2010). Testes de normalidade foram determinados com o teste de Shapiro-Wilk. As
médias das variaveis quando categorizadas foram comparadas pelo teste T de Student ou anélise
variancia (ANOVA) e os testes de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis foram utilizados para

comparacdo de medianas. A anélise de regressdo linear foi utilizada para avaliar a associacéo
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entre as variaveis repostas, cada quimiocina ou citocina, e as co-variaveis coletadas, presente no
banco de dados (fatores sociais ou demograficos, andlise clinica, medidas ultrassonogréficas e
carga parasitolégica). Anélise de correlacdo foi empregada nos testes em que as diferencas foram
significativas. As varidveis com valores de p< 0,25 foram selecionadas para a constru¢do do
modelo de regressdo linear maultipla. Além disso, varidveis com baixa frequéncia e que
mostraram co-linearidade foram excluidos da analise multivariada. Modelos completos foram
construidas com todas as varidveis dependentes selecionadas na analise univariada, partindo-se
do modelo completo e descarte sucessivo das variaveis nao significativas. As variaveis que
permaneceram no modelo foram aquelas estatisticamente significativas com intervalo de
confianca (IC) de 95% e valor de p<0,05. Homocedasticidade dos modelos finais foi testada para

a validacdo do modelo final de regressao linear multivariado, através da analise dos residuos.

3.3.5. Consideracg@es Eticas

O consentimento dos individuos foi obtido no estudo original, antes da realizacdo dos
exames e apos o esclarecimento de todo procedimento mediante assinatura de um termo de
consentimento. Os resultados dos exames foram encaminhados pessoalmente ou entregues ao
Servico Municipal de Saude. Os pacientes receberam tratamento especifico para
esquistossomose, Oxaminiquina oral na dosagem Unica de 15mm/Kg para adultos e 20mg/Kg
para criancas. No presente trabalho, a utilizacdo das amostras de plasma para quantificacdo de
imunoglobulinas (Negrdo-Correa et al., 2014), citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas foi
considerada extensdo do projeto Queixadinha, sendo aprovada pelo (COEP- UFMG), conforme

protocolo ETIC 274/05.
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4.4. RESULTADOS
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4.4.1. Caracteristicas da populacéo e da infeccéo

Dentre os 97 individuos infectados selecionados para o estudo atual 48,5% sdo homens e
51,5% mulheres com uma distribuicdo homogénea em relacdo a idade ou faixa etaria. Nao houve
diferencga significante entre a propor¢do de homens e mulheres ou entre a distribuicdo de
individuos nas diferentes faixas etarias (p>0,05). Entre os individuos examinados 32 (33%)
relataram tratamentos prévios para esquistossomose (Tabela 1). Dos 97 individuos infectados,
76 (79%) apresentaram menos de 100 ovos eliminados por grama de fezes, com média de 89,5
por grama de fezes (OPG) + 169,5 e mediana de 36 ovos/g fezes, sendo caracterizada como area
de baixa intensidade de infeccdo (WHO 2002). Na populagdo em estudo, ndo houve diferenca
estatistica entre carga parasitaria em relacdo ao sexo, a idade ou a faixa etaria dos pacientes
selecionados nesta area (Tabela 1). Também ndo foi verificada diferenga na carga parasitaria em
relacdo aos pacientes que receberam ou ndo receberam tratamento especifico para

esquistossomose anteriormente (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas da populagdo de Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG.

Carga Parasitaria

Caracteristicas Numeros OPG P
Sexo
Homens 47 (48,5%) 88,6 + 147,69 0,487
Mulheres 50 (51,5%) 90,4 +189,3
Idade
14-19 27 (27,8%) 137 £ 283
20-29 18 (18,6%) 61+ 101 0,774
30-39 21 (21,7%) 56 +73
40-49 14 (14,4%) 96 £120
50-68 17 (17,5%) 82 +83
Tratamento
Sim 32 (33%) 88,5+ 160,7 0,917
N3o 65 (67%) 89,9+ 174,9

O valor de p foi calculado através do teste de Mann-Whitney e pelo teste de Kruskal-wallis seguido pelo teste de
Dunns.

4.4.2. Dados clinicos e ultrassonogréficos

O exame clinico revelou que 7,2% dos 97 individuos examinados apresentaram
hematémese, em 2,1% foi constatada presenca de veias colaterais e 9,3% pacientes (9
individuos) apresentaram baco palpavel, e dentre eles, 4 também apresentaram consisténcia dura.
Além das alteracOes sistémicas e esplénicas, 50 (51,6%) pacientes apresentaram hepatomegalia,
entre 0s quais 20% com alteracdo na consisténcia do 6rgao (figado duro ou endurecido), 8%
tinham alterac6es de contorno do 6rgdo (figado rugoso) e 4% dos pacientes apresentaram figado

nodular (Tabela 2).

69



Tabela 2. Caracteristicas Clinicas da populagdo de Corrego do Choro, Padre Paraiso, MG.

Avaliacao clinica Tipo Numero Porcentagem
(n=97)
Hematemese (n=97) Sim 7 (92,8%)
Né&o 90 (7, 2%)
Veias Colaterais (n=97)  Ausentes 95 (97, 9%)
Alteradas 2 (2,1%)
Baco (n=97) Normal 88 (90,7%)
Palpavel 9 (9,3%)
Figado (n=97) Normal 47 (48,4%)
Palpéavel 50 (51,6%)
Contorno Figado Liso 46 (92%)
(n=50) Rugoso 4 (8%)
Superficie do figado Lisa 48 (96%)
(n=50) Nodular 2 (4%)
Consisténcia do Figado Normal 40 (80%)
(n=50) Endurecida e dura 10 (20%)

A descricdo das medidas continuas obtidas durante o exame de ultrassom abdominal esta
sumarizada na Tabela 3. Foi obtida a média 84,6 £ 26,7 mm e mediana de 85 mm para a medida
do tamanho do baco (longitudinal). Entre os parametros hepaticos, constatou-se que o tamanho
longitudinal do lado direito do figado teve média 119,6 + 17,8 mm com mediana de 119 mm, ja
0 lobo esquerdo do figado teve média de 97 + 18,5 mm com mediana de 96 mm. O diametro da
veia porta determinado pela ultrassonografia, variou de 5 a 15 mm com mediana de 10 mm e
média 9,6 + 2,2 mm, e a espessura da parede da veia porta na bifurcacdo, variou de 2 a 8 mm,

com mediana igual a 4 mm. A medida da espessura da parede da vesicula biliar apresentou
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mediana de 3 mm e média 3,5 + 1,1mm. As medidas organométricas e de espessamento fibroso
foram analisadas em sua forma continua e também categorizadas (Tabela 3) conforme
recomendado pelo protocolo de Niamey 1996 e revisto por Richter et al. (2000 e 2001) ap6s
ajuste pela média de altura, que na populacdo da area de estudo teve média de 1,57 + 9,8 m. A
categorizacdo das medidas ultrassonogréficas foi realizada da seguinte forma: Tamanho
longitudinal do bago <120 mm e >120 mm; Tamanho do figado <85 mm e >85 mm; Tamanho
longitudinal lobo esquerdo <90 mm e >90 mm; Tamanho longitudinal lobo direito; Diametro da
veia porta <11mm e >11mm; Espessura da veia porta no seu vaso principal <6 mm e >6 mm;
Espessura parede veia porta bifurcacdes secundarias <5 mm e >5 mm; Espessura da parede da

vesicula biliar <4 mm e >4 mm.

Foi constatado que somente 4 pacientes (4,1%) apresentaram baco maior que 120 mm,
medida considerada como alterada na populacdo em estudo. A categorizacdo das medidas do
tamanho do figado demonstrou que 72,2% (n=70) dos pacientes apresentaram aumento no
tamanho do lobo esquerdo (comprimento acima de 85 mm), enquanto 27,8% dos pacientes
(n=27) apresentaram valores normais. Diferentemente do lobo esquerdo em que se constatou
aumento do lobo em decorréncia da infeccdo crénica, no lobo direito do figado observa-se uma
reducdo, e medidas comprimento inferior a 85 mm na populacdo de estudo foram considerados
alteradas. Dentre os individuos examinados 4,2 % (n=4) apresentaram alteracdes. Pacientes com
aumento de bagco e diminuigdo do lobo direito do figado podem ser classificados como
hepatoesplénicos, ou seja, apresentam o quadro mais grave da esquistossomose. As medidas de
espessamento de veia porta e suas ramificacGes e da vesicula biliar foram utilizadas como
indicativo de fibrose na populagdo infectada. Entre os individuos examinados 32% dos

individuos (33 pacientes) apresentaram aumento do didmetro da parede da veia porta, 41,3% (40
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pacientes) tiveram a espessura da veia porta aumentada e 31,6% (30 pacientes) apresentaram a
espessura da parede da veia porta aumentada na sua bifurcagdo. A mensuracdo da parede da
vesicula biliar revelou que 40,2% (39 pacientes) dos individuos apresentaram a espessura da
vesicula biliar aumentada, ou seja, com espessura maior ou igual a 4 mm. Portanto, na populacao
avaliada apenas 4 pacientes apresentaram a forma clinica hepatoesplénica da esquistossomose,
mas uma propor¢édo superior a 30% dos individuos selecionados para o estudo apresentou algum
sinal de fibrose, como espessamento periportal e perivesicular conforme demonstrado na Tabela

3.
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Tabela 3. Categorizagdo segundo Richter et al. 2001 das medidas organométricas obtidas pela avaliagdo
ultrassonografica dos pacientes de Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. O valor de p foi calculado
através do teste de Mann-Whitney.

. Tamanho Carga
Orgao parasitaria Valor de
(mm) N (%)
(Tamanho em mm) Média + DP Ovos/g fezes p
Médias = DP
Bago — Tamanho Longitudinal 84.6 +26.7 0.280
<119 93 (95,9%) 84,37 + 167,3
>120 4 (4,1%) 208,8 £203,9
Figado — Lobo esquerdo 97.0+18.5 0.458
<85 27(27.8) 68.5+81.6
>85 70(72.2) 97.6+192.9
Figado- Lobo direito 119.6 +17.8 0.957
<90 4(4.17) 82.5+41.1
>90 92 (95.83) 87.1+£171.9
Espessura parede veia porta 53+2.0 0.481
<6 57 (58.7) 106.6 £207
>6 40 (41.3) 65.2+89.1
Diametro veia porta 9.6+£2.2 0.238
<11 65 (67.0) 74.2+168.9
>11 32(33.0) 120.5+169.2
Espessura parede veia portad.14+1.17 0.488
Ramificagdes secundarias
<Smm 65 (68.4) 83.0+£191.0
>5mm 30(31.6) 109.3+116.0
Vesicula biliar — Espessura parede 3.5+ 1.1 0.259
<4mm 57 (58,8%) 106,7 + 207,4
>4mm 39 (40,2%) 66,5 + 89,6
Ignorado 1(1,0%)
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Conforme pode ser verificado na Tabela 3 e na Figura 6, ndo houve associacdo
significativa entre carga parasitaria (medida pelo nimero de ovos do parasito eliminado nas fezes
e convertida em OPG) e as medidas ultrassonograficas categorizadas, sugerindo que na

populacdo em estudo, a carga parasitaria nao influenciou no desenvolvimento de fibrose.

74



1500+ 1500+
[ ]
1000 1000+
g © .
o (e}
500 . 500+ .
{34
B oo,
0-— ‘ 22 0 LEAAAT
< 120mm >120mm <85mm >85mm
Tamanho do bago Tamanho do figado (lobo esquerdo)
C D
1500~ 1500~
L]
1000+ 1000+
2 o g °
@) o
5004 . 500 .
eog®
. $e8 ooe
%0000° s Sopess o
0 — :
< Qdmm > 90mm <1lmm >11lmm
Tamanho do figado (lobo direito) Diametro veia porta
E F
1500+ 1500+
1000 1000+
O O]
o o
(e} (e}
500 500
L] L
® °,.°
o®
S - (o 2
0-— ) 4%— oL ‘ ° S%e
<6mm >6mm <5mm >5mm
Espessura parede veia porta Espessura parede veia porta ramificagcéo
1500~
1000+
(O]
o
(@]
500 o
L]
W— 0’00
O;; coo . 20
<4mm >4mm

Espessura parede vesicula biliar

Figura 6. Medidas ultrassonograficas categorizadas pelo Protocolo de Niamey 1996, conforme Richter et al. (2000 e 2001) e
carga parasitaria medida pelo niimero de ovos do parasito eliminados por grama de fezes (OPG) dos pacientes de Cérrego do
Choro, Padre Paraiso, MG. (A) Tamanho longitudinal do bago, (B) Tamanho longitudinal do lobo esquerdo do figado (C)
Tamanho longitudinal do lobo direito do figado, (D) Didametro da Veia Porta, (E) Espessura da parede da veia porta no hilo, (F)
Espessura da parede da veia porta na bifurcagdo e (F) Espessura da parede da vesicula biliar. As ultrassonografias foram
realizadas em pacientes com exame parasitoldgico positivo em Coérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Os dados foram
analisados pelo teste de Mann-Whitney.
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4.4.3. Niveis da citocina MIF e do receptor soluvel de TNF-a (rTNFR1) na
populacédo de Corrego do Choro

Dos 97 pacientes selecionados, 9 individuos ndo possuiam amostras de plasma congeladas para
a dosagem de citocinas e quimiocinas, portanto, realizou-se a analise com 88 individuos infectados
por S. mansoni, residentes em Corrego do Choro, Padre Paraiso, MG. A concentracdo de MIF e de
rTNF-R1 no plasma de individuos portadores de esquistossomose e dos controles ndo infectados esta
esquematizada na Figura 7. A concentracdo de MIF no plasma, quantificada pela técnica de ELISA,
nos individuos infectados examinados neste estudo teve valor médio de 5856 pg/ml + 4097 pg/ml e
mediana de 4960 pg/ml, valor estatisticamente maior em relagdo ao grupo de individuos controle que
ndo apresentavam a infeccdo. Ndo foi observada diferenca estatistica na concentracdo de MIF entre
homens e mulheres infectados, ou entre pacientes com diferentes faixas etarias. A concentracdo de
MIF também foi semelhante entre os individuos infectados que relataram contato constante com
coleces hidricas e aqueles que ndo possuiam historico de contato, e entre 0s pacientes que relataram
ter sido submetido ao tratamento para esquistossomose em relacdo aos individuos que ndo haviam

sido tratados anteriormente (dados ndo mostrados).

Conforme detalhado na metodologia, 0 aumento de TNF-a no plasma dos individuos foi
indiretamente estimado pela concentracdo do seu receptor soltvel (STNF-R1). Observou-se um
aumento significativo da concentracdo de sSTNF-R1 nos pacientes infectados por S. mansoni em
relacdo ao grupo de individuos controle, que ndo apresentavam a infeccdo. Na populacdo infectada
por S. mansoni, a concentracdo plasméatica média de sTNF-R1 foi de 726 pg/ml £ 237,7 pg/ml e

mediana de 691 pg/ml (Figura 7B).
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Figura 7. Concentra¢dao da citocina MIF e do receptor soluvel deTNF-a (sTNF-R1) no plasma de
pacientes infectados com S. mansoni e em individuos controle. As concentragdes plasmaticas foram
medidas em individuos controles livres da infec¢do (n=8) e em pacientes infectados por S. mansoni. Os
dados foram analisados pelo teste de Mann-Whitney, em que ## representa p<0,01 e ### representa p<
0,001 em relagdo aos nao infectados.

Nos individuos infectados examinados neste trabalho, a concentracdo de STNF-R1 foi diferente
em relacdo ao sexo, sendo verificado que os individuos do sexo masculino apresentaram niveis
estatisticamente maiores de STNF-R1 em relacdo aos niveis dos pacientes do sexo feminino,
conforme ilustrado na Figura 8. N&o houve diferenca da concentracdo de STNF-R1 em individuos
infectados com relacdo a idade ou faixa etaria, ao historico de contato com agua, ou com relatos de

tratamento quimioterapico prévio.
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Figura 8. Concentrac¢ao do receptor soltivel de TNF-a (sTNF-R1) no plasma de pacientes infectados com
S. mansoni em relagdo ao sexo em Cdérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. As concentragdes
plasmaticas do receptor foram quantificadas pela técnica de ELISA em pacientes infectados em Cdérrego
do Choro, Padre Paraiso, MG. Os dados foram analisados pelo teste de Mann-Whitiney, em que #
representa p< 0,05.

4.4.4. Niveis da citocina MIF e do receptor soluvel de TNF-a (rTNF-R1) na
populacédo de Corrego do Choro em relacéo a carga parasitaria

N&do foi constatada relacdo entre concentracdo de MIF e carga parasitaria, conforme
verificado pela analise de regressdo linear (Figura 9A). A auséncia de associacdo entre a carga
parasitaria e a concentracdo de MIF permanece mesmo quando a varidvel OPG foi categorizada
de acordo com a intensidade da infec¢do em baixa (< 100 opg), moderada (100-399 opg), ou alta
(>400 opg), conforme WHO (2002) e analisada pelo teste de Kruskal-Wallis (dados néo
mostrados). Em contrapartida, a analise de regressdo revelou uma associacdo positiva entre a
concentracdo plasmatica de STNF-R1 e o numero de ovos de S. mansoni eliminados nas fezes

dos pacientes, conforme demonstrado no Figura 9B.
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Figura 9. Rela¢do entre a carga parasitaria e a concentrag¢ao da citocina MIF ou do receptor soltvel de
TNF-a (sTNF-R1) no plasma de pacientes infectados com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre
Paraiso, MG. (A) A concentragdo plasmatica de MIF ndo estd relacionada a carga parasitaria, pois pelo
teste de regressdo linear ndo houve associacdo. (B) Regressdo linear positiva entre os niveis de sTNF-R1
no plasma de pacientes infectados com S. mansoni em relacdo a carga parasitaria.

4.4.5. Relacdo entre concentracdo da citocina MIF ou do receptor soltvel de TNF-
o (sTNF-R1) e parametros clinicos e ultrassonograficos

Para a comparacdo dos niveis de MIF e de sTNF-R1 com as varidveis associadas a
gravidade da esquistossomose, foram analisados parametros clinicos e medidas
ultrassonograficas disponiveis no banco de dados em relacdo. As variaveis clinicas analisadas em
relacdo ao figado foram: superficie palpavel ou normal, normal ou nodular e a consisténcia
durante o exame clinico, alem de medidas do lado direito e esquerdo obtidas durante a palpacao.
Do baco, foram obtidas medidas do seu tamanho no rebordo costal esquerdo, além da
constatacdo de sua consisténcia e se 6rgdo foi palpavel ou ndo. Nenhuma associagdo foi
encontrada entre os niveis plasméaticos de MIF e as variaveis obtidas da avaliacdo clinica,
presente no banco de dados. Entretanto, a concentracdo de STNF-R1 foi estatisticamente elevada
em pacientes que apresentaram consisténcia do figado endurecida ou dura e superficie rugosa

durante a palpacdo clinica. Além disso, pacientes infectados que apresentaram consisténcia do
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baco dura ou endurecida durante o exame clinico apresentaram concentracdo de STNF-R1

estatisticamente mais elevada (Tabela 4).

Tabela 4. Relagao entre a concentragao de sTNF-R1 e as variaveis obtidas na avaliagao clinica dos
pacientes de Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG.

Orgao Avaliacao Clinica STNF-R1 Valor P
média

Baco Normal 750 £ 25 0,112
Palpéavel 858 + 69
Normal 709 +11 0,04
Endurecida/dura 994 + 65

Figado Normal 772 + 38 0,626
Palpavel 749 + 30
Normal 733+ 29 0,015
Nodular 1074 £ 21
Normal 719 + 27 0,004
Endurecida/dura 922 +20

Exceto para os valore de p, os dados representam a média * desvio padrdo da concentracdo de sTNF-R1 em pg/ml.
Os valores foram determinados pelo teste de Mann-Whitney.

Em seguida, as concentracdes plasmaticas das duas citocinas pro-inflamatérias foram
relacionadas com as varidveis obtidas pelas medidas ultrassonograficas especificadas na Tabela
3. A esquistossomose grave afeta o baco, o figado, o sistema porta e suas tributérias e a vesicula
biliar. Essas alteracdes patologicas podem ser mensuradas pela ultra-sonografia (US),
mostrando-se especialmente evidentes em formas avangadas da doenca (Hatz et al. 1992). A
concentragdo plasmatica de MIF néo foi estatisticamente associada ao tamanho longitudinal do
baco. Também ndo foi constatada nenhuma associacdo entre os niveis de MIF em relacdo ao
comprimento longitudinal dos lobos esquerdo e direito do figado (Figura 10). O aumento da

concentragdo plasmatica de STNF-R1 também néo foi relacionado ao aumento do bago e do
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figado (Figura 11). Essa auséncia de associacdo entre a concentracdo de citocinas pro-
inflamatorias e organometria dos individuos examinados foi verificada pelas anélises com as
medidas continuas, analisadas por regresséo linear, e também quando os dados foram analisados

com medidas categorizadas como na tabela 3, e analisadas pelo teste T.
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Figura 10. Associa¢ao dos niveis plasmaticos de MIF e organometria de figado e baco em pacientes
infectados com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Tamanho longitudinal do baco,
como medida continua (A) ou categorizada (B); Tamanho longitudinal do lobo esquerdo do figado, como
medida continua (C) ou categorizada (D); Tamanho longitudinal do lobo direito do figado, como medida
continua (E) ou categorizada (F). Os dados foram categorizados seguindo o protocolo de Niamey 1996
revisto por Richter et al. (2000 e 2001). Os dados foram analisados pelo teste de regressao linear e pelo

teste de Mann-Whitney.
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Figura 11. Associagdo dos niveis plasmaticos de sTNF-R1 e organometria de figado e bago em
pacientes infectados com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Tamanho longitudinal
do baco, como medida continua (A) ou categorizada (B); Tamanho longitudinal do lobo esquerdo do
figado, como medida continua (C) ou categorizada (D); Tamanho longitudinal do lobo direito do figado,
como medida continua (E) ou categorizada (F). Os dados foram categorizados seguindo o protocolo de
Niamey 1996 revisto por Richter et al. (2000 e 2001) e analisados pelo teste de regressdo linear e pelo
teste de Mann-Whitney.
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O espessamento periportal € um indicio de fibrose hepética. Esse espessamento acomete
principalmente a veia porta no hilo hepético, estendendo-se também para os ramos intra-
hepéticos do sistema porta e para a regido perivesicular (Machado et al. 2002). A concentracao
plasmética de MIF aumenta levemente em pacientes com aumento do didmetro da veia porta,
entretanto, esta associacdo ndo foi estatisticamente significante em relacdo a variavel continua ou
categorizada (em pacientes com didmetro de veia porta maior ou igual a 11 mm e pacientes com
didmetro menor que 11 mm) (Figura 12A e 12B). O espessamento periportal no hilo hepético
ndo foi associado a concentracdo plasmatica de MIF (Figura 12C e 12D). Entretanto, houve
aumento significativo dos niveis de MIF nos pacientes que apresentaram espessura da parede
veia porta na bifurcacdo igual ou superior 5 mm em relagdo aos pacientes que apresentaram
medidas normais (Figura 12E). Quando foi realizada a analise com as medidas ndo
categorizadas da espessura de veia porta na bifurcacdo, a regressao linear também revelou
associacao positiva entre a concentracdo plasmatica de MIF e a medida da espessura da parede
da veia porta na bifurcacdo. Ou seja, quanto maiores 0s niveis de MIF no plasma dos pacientes,
maiores as medidas da espessura da veia porta em sua ramificacdo obtidas pelo US, conforme

ilustrado na (Figura 12F).
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Figura 12. Associa¢ao da concentra¢ao plasmatica de MIF e as medidas de espessamento fibroso periportal em
pacientes infectados com S. mansoni de Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Didmetro da veia porta como
medida continua (A) ou categorizada (B); Espessura da parede da veia porta no hilo hepatico como medida
continua (C) ou categorizada (D); Espessura da parede da veia porta na bifurcacdo do vaso principal como medida
continua (F) ou categorizada(G). Os dados foram analisados pelo teste de regressao linear na sua forma continua e
pelo teste de Mann-Whitney quando foram categorizadas seguindo o protocolo de Niamey 1996 revisto por
Richter et al. (2000 e 2001). # representa p<0,05.
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Com relacdo a quantificacdo dos niveis do receptor solivel de TNF e sua associa¢do com a
medidas relacionadas a fibrose hepatica, os dados mostram auséncia de associa¢do entre a
concentragdo de STNFR1 e o do diametro da veia porta (Figura 13A e B) ou sua espessura no
hilo hepéatico (Figura 13C e D). Entretanto, na populacdo de estudo, a fibrose em ramos
secundarios da veia porta foi detectada nos pacientes com maiores niveis de STNF-R1 no plasma,
conforme a Figura 13E. Esse aumento é verificado quando as variaveis sdo analisadas na sua

forma continua e também quando sdo categorizadas (Figura 13F).
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Figura 13. Associa¢do da concentragdo plasmatica de sTNF-R1 e as medidas de espessamento fibroso periportal
em pacientes infectados com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Diametro da veia porta, como
medida continua (A) ou categorizada (B); Espessura da parede da veia porta no hilo hepatico, como medida
continua (C) ou categorizada (D); Espessura da parede da veia porta na bifurcagdo do vaso principal, como medida
continua (E) ou categorizada (F). Os dados foram analisados pelo teste de regressdo linear na sua forma continua e
pelo teste de Mann-Whitney quando foram categorizadas seguindo o protocolo de Niamey 1996 revisto por
Richter et al. (2000 e 2001). # representa p<0,05.
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O espessamento perivesicular é outro marcador importante do processo de fibrose
hepético. Considera-se que esse comprometimento vesicular possa corresponder a uma extensdo
da fibrose periportal, na medida em que o espessamento da regido do colo vesicular, sem
espessamento das outras partes da vesicula biliar, geralmente € observado (Ali et al. 1990). Na
populacdo de estudo, ndo observamos relacdo estatistica significativa entre a concentracdo
plasmética de MIF e espessamento da parede da vesicula obtido pelo exame de US (Figura 14A
e 14B). Em contrapartida, foi detectado uma associacdo positiva entre espessamento
perivesicular e a concentracdo de STNF-R1 no plasma dos pacientes infectados por S. mansoni
(Figura 14C e 14D). E esse aumento é verificado quando as varidveis sdo analisadas em sua

forma continua e também quando sao categorizadas.
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Figura 14. Associagdao entre a concentragao plasmatica de MIF ou de sTNF-R1 e as medidas de
espessamento perivesicular em pacientes infectados com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre
Paraiso, MG. Espessura da parede da vesicula biliar apresentados como medida continua (A e C) ou
caracterizados (B e D). Os dados foram analisados pelo teste de regressao linear na sua forma continua
pelo teste de Mann-Whitiney quando foram categorizadas seguindo o protocolo de Niamey 1996
revistos por Richter et al. (2000 e 2001). # representa p<0,05.
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Foram construidos modelos multivariados de andlise na presenga de todas as varidveis
presentes no banco de dados que na andlise linear simples mostraram p <0,25 para a regressao
maltipla. Os valores de p encontram-se na tabela do ANEXO D. Para a construcéo dos modelos,
as variaveis clinicas que estavam associadas na analise univariada ou selecionadas para o modelo

final com p<0,25, mas que apresentaram baixa frequéncia foram excluidas das analises finais.

Verificou-se que o aumento dos niveis de MIF permanece relacionado ao aumento da
espessura da veia porta na bifurcacdo conforme representado na Tabela 5. Para cada milimetro
aumentado na espessura da parede na sua bifurcacdo, observa-se um aumento da concentracdo

plasmatica de MIF em aproximadamente 970 pg/ml.

Tabela 5. Modelo de analise Multivariada para MIF, populagao Cérrego do Choro, Padre Paraiso-MG.

Niveis de MIF
Variaveis Coeficiente IC 95% Erro Valor de p
padrio
Espessura veia 972.3067 268.8384 a 1675.775  353.6865 0.007
porta na
bifurcagao

Durante a andlise univariada, verificou-se que o aumento dos niveis de sTNF-R1 no
plasma dos pacientes de Corrego do Choro foi associado ao sexo, a carga parasitaria, ao aumento
da espessura da parede da vesicula biliar e da veia porta na bifurcagdo. Quando analisados em
modelo multivariado, verificou-se que o aumento dos niveis do receptor solivel sTNF-R1
permanece relacionado ao espessamento fibroso periportal e perivesicular e inversamente

associado ao processo de reinfeccdo (Tabela 6). Ou seja, os individuos reinfectados apresentam
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uma diminuicdo dos niveis de STNF-R1 no plasma de aproximadamente 101 pg/ml. J& o

aumento dos niveis em aproximadamente 47,5 pg/ml e de 56,4pg/ml foi observado nos

individuos com fibrose periportal e perivsicular.

Tabela 6. Modelo de andlise Multivariada para sTNF-R1 na populagdo Cérrego do Choro, Padre Paraiso-MG.

Niveis de sTNF-R1

Variaveis Coeficiente IC 95% Erro padrao  Valor de p
Tratamento -101.093 -192.9012 a -9.284856 46.14203 0.031
Espessura veia 47.5177 10.19367 a 84.84173 18.75875 0,013
porta na

bifurcacdo

Espessura da 56.3915 18.16012 a 94.62289 19.21478 0.004
parede da

Vesicula Biliar
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4.4.6. Niveis das quimiocinas CCL3, CCL7 e CCL24 na populacdo de Cdérrego do
Choro

Na populacdo infectada examinada neste estudo, a concentracdo plasmatica média de
CCL3, CCL7 e CCL24 foram de 116,4 + 20,76 pg/ml, 69,39 + 5,98 pg/ml e 2149 + 158 pg/ml
respectivamente, quantificada pela técnica de ELISA e representada na Figura 15. Nao foi
detectado aumento significativo dos niveis das quimiocinas CCL3 e CCL7 nos pacientes
infectados por S. mansoni em relacdo ao grupo de individuos controle que ndo apresentavam a
infeccdo. No entanto, a concentracdo da quimiocina CCL24, foi estatisticamente superior nos

individuos infectados por S. mansoni em relacdo aos individuos nao infectados.
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Figura 15. Concentragdo plasmatica de CCL3, CCL7 e CCL24 em pacientes infectados por S mansoni e
em voluntarios ndo infectados. (A) Niveis de CCL3, (B) CCL7 e (C) CCL24 estimados pela técnica de ELISA
em amostras de plasma de individuos ndo infectados e individuos infectados por Schistosoma mansoni
residentes no Municipio de Padre Paraiso, MG. As andlises foram realizadas pelo do teste de Mann-
Whitnney, # representa p<0,05.
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Né&o foi verificada nenhuma relagdo estatistica significativa entre os niveis de CCL3 e

CCL24 em relacdo ao sexo, idade, contato com agua ou tratamento quimioterapico prévio para a

esquistossomose (dados ndo mostrados). A concentracdo plasméatica de CCL7 também nao foi

associada a idade, sexo ou tratamento previo, contudo a concentracdo desta quimiocina foi

diferente entre os homens e mulheres, sendo a sua concentracdo plasmaética estatisticamente

superior nos homens.
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Figura 16. Concentragdo da quimiocinas CCL7 no plasma de pacientes infectados com S. mansoni em

relagao ao sexo em Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. As concentragdes plasmaticas do receptor

foram quantificadas pela técnica de ELISA em pacientes infectados em Cérrego do Choro, Padre Paraiso,
MG. Os dados foram analisados pelo teste de Mann-Whitiney, em que # representa p< 0,05.
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4.4.7. Niveis das quimiocinas CCL3, CCL7 e CCL24 na populacdo de corrego do
Choro e a carga parasitaria

Entre os individuos infectados examinados no presente estudo também néo foi constatada
relacdo estatistica significativa entre concentragdo plasmaética das quimiocinas CCL3, CCL7 e
CCL24 e a carga parasitaria, estimada pela contagem de ovos eliminados nas fezes, conforme

representado na Figura 17.
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Figura 17. Relagdao entre a concentragdo plasmatica de CCL3, CCL7 ou CCL24 e carga parasitaria nos
pacientes de Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Correlacdo entre a carga parasitaria estimada pelo
numero de ovos eliminados nas fezes e convertidos em OPG dos pacientes selecionados e o nivel
plasmatico de quimiocinas quantificados pela técnica de ELISA (A) CCL3, (B) CCL7 e (C) CCL24. Os valores
de p obtidos pelo teste de regressao linear foram descritos em cada grafico.

94



4.4.8. Parametros de Gravidade

Nenhuma associacdo significativa foi encontrada entre a concentragdo plasmaética das
quimiocinas CCL3 e CCL24 e os parametros obtidos pela avaliagdo clinica. No entanto, maiores
niveis plasméaticos de CCL7 foram quantificados nos pacientes que apresentaram durante o
exame clinico, maiores medidas do lado esquerdo do figado durante a palpacdo (ANEXO D).
Em seguida, as concentra¢des plasméticas de CCL3, CCL7 e CCL24 foram relacionadas com as
varidveis obtidas pelas medidas ultrassonograficas associadas a gravidade da esquistossomose
demonstradas na Tabela 3. Os niveis de CCL3 (Figura 18), CCL7 (Figura 19) e CCL24
(Figura 20) ndo apresentaram relagdo com as varidveis organométricas relacionadas de tamanho
longitudinal do bago e com tamanhos longitudinais do lobo esquerdo e direito figado avaliados

como medidas continuas ou categorizadas conforme Richter et al. (2000 e 2001).
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Figura 18. Associa¢ao dos niveis plasmaticos de CCL3 e organometria de figado e bagco em pacientes infectados
com S. mansoni em Corrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Tamanho longitudinal do baco, como medida continua
(A) ou categorizada (B); Tamanho longitudinal do lobo esquerdo do figado, como medida continua (C) ou
categorizada (D); Tamanho longitudinal do lobo direito do figado, como medida continua (E) ou categorizada (F).
Os dados foram apresentados em sua forma continua ou categorizados seguindo o protocolo de Niamey 1996
revisto por Richter et al. (2000 e 2001) e analisados pelo teste de regressado linear e Mann-Whitney.
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Figura 19. Associa¢ao dos niveis plasmaticos de CCL7 e organometria de figado e bagco em pacientes infectados
com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Tamanho longitudinal do baco, como medida continua
(A) ou categorizada (B); Tamanho longitudinal do lobo esquerdo do figado, como medida continua (C) ou
categorizada (D); Tamanho longitudinal do lobo direito do figado, como medida continua (E) ou categorizada (F).
Os dados foram apresentados em sua forma continua ou categorizados seguindo o protocolo de Niamey 1996
revisto por Richter et al. (2000 e 2001) e analisados pelo teste de regressado linear e Mann-Whitney.
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Figura 20. Associagdo dos niveis plasmaticos de CCL24 e organometria de figado e bago em pacientes infectados
com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Tamanho longitudinal do bago, como medida continua
(A) ou categorizada (B); Tamanho longitudinal do lobo esquerdo do figado, como medida continua (C) ou
categorizada (D); Tamanho longitudinal do lobo direito do figado, como medida continua (E) ou categorizada (F).
Os dados foram apresentados em sua forma continua ou categorizados seguindo o protocolo de Niamey 1996,
revistos por Richter et al. (2000 e 2001) e analisados pelo teste de regressdo linear e Mann-Whitney.
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A fibrose periportal é determinante na morbidade da esquistossomose. N&o foi constatada
associacdo entre a concentracdo das quimiocinas CCL3 e CCL7 no plasma dos individuos
infectados e as medidas, continua ou categorizada, de didmetro e espessura da parede da veia
porta no hilo e na sua bifurcacdo, obtidas pela avaliacdo ultrassonografica (Figuras 21 e 22).
Entretanto, a concentracdo plasmética de CCL24 foi significativamente maior nos individuos que
apresentaram as maiores medidas de didmetro portal (Figura 23A e 23B). Apesar ndo haver
associacao entre os niveis de CCL24 e fibrose portal no hilo (Figura 23C e 23D), o aumento dos
niveis de CCL24 foi positivamente relacionado ao espessamento da parede da veia porta na
bifurcagdo quando a varidvel é apresentada na sua forma continua e analisada pelo teste de
regressao linear. E quando os dados sdo analisados pelo teste t, ou seja, categorizados segundo
Richter et al. (2001), observa-se uma diferenga significativa, 0s pacientes com espessamento

portal apresentam maiores niveis de CCL24 (Figura 23D e 23E).
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Figura 21. Associagdo da concentragdo plasmatica de CCL3 e as medidas de espessamento fibroso periportal em
pacientes infectados com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Diametro da veia porta como
medida continua (A) ou categorizada (B); Espessura da parede da veia porta no hilo hepatico como medida
continua (C) ou categorizada (D); Espessura da parede da veia porta na bifurcagdo do vaso principal como medida
continua (E) ou categorizada(F). Os dados foram analisados pelo teste de regressdo linear na sua forma continua e
pelo teste de Mann-Whitney quando foram categorizadas seguindo o protocolo de Niamey 1996 revisto por

Richter et al. (2000 e 2001).
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Figura 22. Associagdo da concentragdo plasmatica de CCL7 e as medidas de espessamento fibroso periportal em
pacientes infectados com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Diametro da veia porta como
medida continua (A) ou categorizada (B); Espessura da parede da veia porta no hilo hepatico como medida
continua (C) ou categorizada (D); Espessura da parede da veia porta na bifurcacdo do vaso principal como medida
continua (E) ou categorizada(F). Os dados foram analisados pelo teste de regressdo linear na sua forma continua e
pelo teste de Mann-Whitney quando foram categorizadas seguindo o protocolo de Niamey 1996 revisto por
Richter et al. (2000 e 2001). # representa p<0,05.
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Figura 23. Associacdo da concentragdo plasmatica de CCL24 e as medidas de espessamento fibroso periportal em
pacientes infectados com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Diametro da veia porta como
medida continua (A) ou categorizada (B); Espessura da parede da veia porta no hilo hepatico como medida
continua (C) ou categorizada (D); Espessura da parede da veia porta na bifurcagdo do vaso principal como medida
continua (E) ou categorizada(F). Os dados foram analisados pelo teste de regressao linear e pelo teste de Mann-
Whitney quando foram categorizadas seguindo o protocolo de Niamey 1996 revisto por Richter et al. (2000 e
2001). # representa p<0,05.
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N&o houve associacdo entre os niveis plasmaticos de CCL7 e aumento da espessura da
parede da vesicula biliar. O aumento da concentracdo plasmatica de CCL3 apresentou associacao
positiva com medidas de espessamento perivesicular obtidas pelo exame de ultrassom quando
analisamos a variavel ndo categorizada, utilizando o teste estatistico de regressdo linear (Figura
24A). Quando utilizamos os dados categorizados ndo encontramos diferenca na concentracao de
CCL3 entre os pacientes com espessamento fibroso da parede da vesicula biliar em relacdo aos
individuos que ndo apresentaram fibrose (Figura 24B). No caso de CCL24, foi verificado que o
aumento da concentracdo plasmatica desta citocina esta positivamente relacionado a fibrose
perivesicular como medida continua (Figura 24E). Esta associacdo permanece significativa
quando a medida da espessura perivesicular foi categorizada segundo critérios do protocolo de

Niamey (Richter et al. 2001) e a andlise realizada pelo teste T (Figura 24F).
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Figura 24. Associagdo entre a concentragdo plasmatica de CCL3, CCL7 ou CCL24 e as medidas de espessamento
perivesicular em pacientes infectados com S. mansoni em Cérrego do Choro, Padre Paraiso, MG. Espessura da
parede da vesicula biliar apresentados como medida continua (A, C, E) ou caracterizados (B, D, F). Os dados foram
analisados pelo teste de regressdo linear na sua forma continua pelo teste de Mann-Whitney quando foram
categorizadas seguindo o protocolo de Niamey 1996 revisto por Richter et al. (2000 e 2001). # representa p<0,05.
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As Tabelas 6 e 7 mostram o modelo ajustado final de regressdo multipla que descreve os
efeitos dos pardmetros clinicos, demogréaficos e ultrassonograficos em relagdo a producdo de
CCL3, CCL7 e CCL24. Estas andlises mostraram que a producdo de CCL3, na populacéo
estudada, esta positivamente associada ao espessamento fibroso da vesicula biliar. Para cada
milimetro de aumento na espessura da parede da vesicula biliar hd um aumento dos niveis
plasméticos de 36,6 pg/ml conforme a Tabela 7. J& a produgdo de CCL24 esta positivamente
associada ao espessamento periportal e perivesicular conforme demonstrado na Tabela 8. Para
cada aumento na medida de espessamento fibroso vesicular houve um amento de
aproximadamente 707 pg/ml na concentracdo plasmatica de CCL24. Apo6s a construcdo do
modelo de regressdao multiplo para CCL7, constatou-se que esta quimiocina, na area de estudo

ndo foi associada a nenhum parametro obtido durante a coleta de dados.

Tabela 7. Modelo de analise Multivariada para CCL3 na populagao Cérrego do Choro, Padre Paraiso-MG.

Varidveis Niveis de CCL3

Coeficiente IC 95% Erro padrao  Valor de p
Espessura 36.6327 1.320116 a 1.94529 17.76637 0.042
parede vesicula
biliar
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Tabela 8. Modelo de analise Multivariada para CCL24 na populacdo Cérrego do Choro, Padre Paraiso-MG.

Niveis de CCL24
Variaveis

Coeficiente IC 95% Erro padréo Valor de p

Espessura veia  639.0472 -11.84764 a 1289.942 327.3115 0.043
porta na
bifurcacédo

Espessura da 707.4473 76.52892 a 1338.366 317.2661 0,028
parede da
vesicula biliar
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4.5. DISCUSSAO
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Este estudo seccional avaliou uma possivel associacdo de citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas com fatores demograficos e clinicos da esquistossomose em individuos
naturalmente infectados por S. mansoni provenientes da comunidade rural de Corrego do Choro,
no Municipio de Padre Paraiso, situado na regido do Médio Jequitinhonha, Nordeste do Estado
de Minas Gerais. Modelos multivariados de regresséo linear foram usados para analisar a relacdo
entre a concentracdo de quiomicinas e citocinas e as co-variaveis relacionadas a morbidade da
esquistossomose.

Os individuos da érea selecionada apresentaram uma distribuicdo homogénea quanto a
idade e sexo, e baixa carga parasitaria (mediana de 36 ovos/g fezes). Na populacdo avaliada ndo
houve associagdo entre carga parasitaria e idade ou faixa etaria. Este dado é contrario a muitos
trabalhos publicados em que foi possivel constatar uma relacdo inversa entre idade e carga
parasitaria (Mohamedi-Ali et al. 1999; Kabatereine et al. 1999; Polman et al. 1992). Entretanto, é
importante salientar que os estudos que encontram uma relacdo entre idade e carga parasitaria
sdo realizados em area de alta endemicidade, onde grande nimero dos individuos infectados
apresenta alta carga parasitaria. Esta ndo é mais a situacao de transmissdo de esquistossomose na
maioria das areas endémicas no Brasil. Além disto, em nosso estudo os individuos menores de
14 anos, que geralmente apresentam maior eliminagdo de ovos nas fezes, ndo foram incluidos
nas analises para evitar alteraces imunoldgicas associadas a idade e ndo a infecgdo (Speziali et
al. 2004). A excluséo das criangas pode ter dificultado a verificacdo da associacéo entre idade e
carga parasitaria na populacdo em estudo, ja que ha relatos demonstrando que os individuos mais
jovens apresentam maior carga parasitaria (Buttewoth et al. 1994). Outra importante
caracteristica verificada foi a auséncia de associacdo entre carga parasitaria e parametros de

morbidade da esquistossomose. A maioria dos trabalhos publicados demonstra que a carga
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parasitaria € um fator determinante no desenvolvimento das formas graves da esquistossomose
crénica (Bina & Prata 2003; Abath et al. 2006; Vennervald & Dunne 2004). No entanto, essa
associacao é geralmente encontrada em areas com alta intensidade de infeccdo (Bina & Prata
2003). Abath et al. (2006) e Andrade (2008) relataram que o desenvolvimento de formas graves
da esquistossomose em areas com baixa intensidade de infeccdo, demonstrando que a carga
parasitaria ndo € o unico fator determinante no desenvolvimento de formas graves da doenga.
Situacdo semelhante foi observada nos individuos examinados neste estudo, nos quais a mediana
de ovos eliminados nas fezes foi de 36/grama de fezes; entretanto, mais de 30% dos individuos
apresentaram sinais de fibrose hepatica detectaveis pela ultrassonografia. Areas endémicas como
a selecionada para este estudo oferecem uma étima oportunidade para avaliar o papel da resposta
imunoldgica no desenvolvimento da doenca independentemente do efeito da carga parasitaria.

A melhoria geral da infraestrutura e o acesso ao tratamento quimioterdpico tem
contribuido com a mudanca do quadro da esquistossomose no Brasil. Atualmente, na maioria das
areas endémicas, a populacdo apresenta baixa carga parasitaria, dificultando o diagnostico
especifico e é frequentemente sujeita a reinfecgdes, o0 que constitui um importante fator para
evolucdo da morbidade da esquistossomose (Gomes et al. 2013; Grenfell et al. 2013). Por isso,
o0s quadros clinicos graves classicos vém se tornando menos frequente (Lambertucci et al. 2000;
Grenfell et al. 2013; Scholte et al. 2014) e a caracterizacdo dos pacientes que apresentam algum
acometimento hepatoesplénico baseada exclusivamente no exame clinico ndo é recomendado,
pois é uma avaliacdo subjetiva e as alteracfes possiveis de analisar ao exame clinico ndo sdo
consideradas especificas para a esquistossomose. Por outro lado, a avaliagcdo ultrassonogréafica
permite identificar lesbes teciduais decorrentes da esquistossomose cronica e suas repercussoes

na circulacdo de maneira ndo invasiva; além disto, as alteracbes podem ser identificadas e
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mensuradas mesmo em individuos que ndo apresentam a forma clinica grave classica da doenca
(Lambertucci et al. 2000). A procura de marcadores indiretos que reflitam alteracdes e atuem
como biomarcadores de desenvolvimento de esquistossomose grave ainda persistem. Dentre 0s
individuos que participaram do estudo, encontramos ao menos 30% destes individuos com
desenvolvimento de algum grau de fibrose como espessamento periportal e perivesicular sem
necessariamente apresentarem a forma clinica hepatoesplénica.

A morbidade da esquistossomose cronica tem sido relacionada com 0 processo
inflamatorio induzido pela deposicdo de ovos do parasito nos tecidos do hospedeiro,
especialmente no figado e intestino (Boros 1989; Chuah et al. 2014). O recrutamento e ativacao
de leucécitos da circulagdo para o sitio inflamatério requer a sintese e a liberacdo local de
citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas (Almadi et al. 2011). As citocinas e quimiocinas
exercem papel fundamental no desenvolvimento de doencas hepaticas crénicas e no processo de
reparacao tecidual, que podem conduzir a resolucdo ou a inflamacdo cronica, fibrose tecidual e
desenvolvimento de manifestagbes clinicas da doenca hepéatica (Zimmermann et al. 2011).
Embora a inflamacdo seja observada na maioria das condi¢fes associadas com lesdes cronicas, 0
papel funcional de citocinas e quimiocinas especificas e seus receptores cognatos diferem entre
as distintas doencas hepaticas crénicas (Almadi et al. 2011; Marra & Tacke 2014). A correlacdo
entre as diferentes formas clinicas da esquistossomose humana e o estabelecimento de distintos
padrdes de producéo de citocinas e quimiocinas ainda ndo estdo completamente definidos ou se
apresentam de forma contraditoria (Abath et al. 2006; Burke et al. 2009).

Nossos dados mostram que a concentracdo plasmatica de citocinas pro-inflamatorias,
tanto TNF-a como MIF, e das quimiocinas CCL3, CCL7 e CCL24, ndo foi relacionada a

aumento do baco e do figado nos individuos infectados avaliados neste estudo. Todavia, foram
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detectadas relagcbes importantes entre a concentragdo destas citocinas e quimiocinas com o
espessamento fibroso periportal. Entre os 97 individuos infectados examinados neste estudo,
somente 4 apresentavam quadro classico de hepatoesplenomegalia, com aumento de bago,
diminuicgdo do lobo direito do figado e espessamento periportal, mas cerca de 30% apresentaram
sinais de fibrose periportal. Estudos epidemiolégicos revelam que pacientes em fases iniciais da
esquistossomose hepatoesplénica séo caracterizados por demonstrar a fibrose periportal sem
esplenomegalia (Cerri et al. 1992) ou apresentam alteracOes hepatoesplénicas ainda discretas
(Machado et al. 2002), semelhantes ao quadro detectado nos pacientes avaliados neste estudo.

O estabelecimento de marcadores que possam ser importantes no progndstico dos
pacientes com potencial de desenvolvimento de doenca grave é importante no contexto atual da
esquistossomose no Brasil, no qual se observa &reas de baixa intensidade de transmissao
(Gongcalves et al. 2006; Grenfell et al. 2013) em que a carga parasitaria parece ndo ser o principal
fator no desenvolvimento de doenca crénica grave. A maioria dos trabalhos com o objetivo de
caracterizar o perfil de resposta imunoldgica em pessoas de areas endémicas de esquistossomose
se baseia na estimulacdo de células recuperadas da circulacdo in vitro com antigenos de S.
mansoni, ja que a maioria das citocinas apresenta meia vida curta e sdo consumidas rapidamente
dificultando a sua detec¢do no soro dos individuos. A validacdo de mediadores imunolégicos que
possam ser facilmente detectados na circulacdo pode facilitar na caracterizagdo dos pacientes e
na adequacdo do seu tratamento com intuito de reduzir a morbidade. As citocinas pro-
inflamatdrias sdo moléculas prontamente liberadas na circulagéo e seus niveis podem se manter
detectaveis por um tempo maior. As quimiocinas sdo outros elementos importantes e que podem
ser mais facilmente detectadas em comparag¢do com as citocinas, pois apresentam meia-vida mais

longa.
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Aumento da producdo de MIF tem sido associado a indugdo e regulacdo de processos
inflamatorios associados a doencgas cronicas (Lue et al. 2002; Calandra et al. 2003). A
observacdo de que a expressdao de MIF persiste em doencas estabelecidas tem sustentado a
hip6tese de que esta citocina seja importante durante o processo inflamatoério (Donnely & Bucala
1997). Suas funcgdes estdo associadas principalmente a ativagdo e regulagdo de macrofagos, que
também é uma importante fonte de MIF in vivo, além de participar da ativacdo de linfécitos T e
B (Calandra et al. 1994; Bacher et al. 1996; Kleemann et al. 2000), que s&o elementos celulares
de fundamental importancia para formacdo e modulacdo do granuloma esquistossomético.
Conforme demonstrado por Weinstock et al. (1983) e Magalhaes et al. (2004), MIF é produzida
durante a formacéo do granuloma e participa no recrutamento de eosinéfilos durante a fase aguda
da infecgdo experimental por S. mansoni em camundongos. Além disso, trabalho prévio do nosso
laboratorio que avaliou camundongos geneticamente deficientes na producdo de MIF durante a
infeccdo por S. mansoni (Rodrigues et al. 2009) revelou que a citocina ndo afeta a carga
parasitaria, mas é importante na polarizagdo da resposta TH-2, na infiltracdo de eosinofilos e
macrofagos no granuloma e na deposicdo de coldgeno no tecido hepatico. Nao ha relatos
anteriores sobre a participacdo de MIF na esquistossomose em humanos. No presente estudo, a
producdo de MIF foi aumentada nos individuos infectados por Schistosoma mansoni e a
concentracdo plasmaética desta citocina ndo foi associada & carga parasitaria ou & ocorréncia de
reinfeccdo, estimada através do relato clinico de tratamento anterior para esquistossomose.
Entretanto, foi verificada uma associagdo positiva entre a concentracdo plasmatica de MIF e o
aumento do espessamento fibroso periportal. A participacdo de MIF em processos fibroticos
teciduais também tem sido demonstrada em modelo de asma experimental, no qual a

administracdo de um antagonista de MIF acarretou em uma menor deposi¢do tecidual de
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coladgeno (Chen et al. 2010). Também ha relatos da producdo aumentada de MIF em modelos
experimentais de fibrose hepética induzidos pelo tratamento com Concanavalina-A (Nakajima et
al. 2006). Na populacdo humana, niveis elevados de MIF também foram associados a fibrose em
pacientes com fibrose cistica (Adamalli et al. 2012). Em contraste, no modelo de fibrose hepéatica
induzido pelo tratamento com CCl, (tetracloreto de carbono), MIF inibiu o processo de fibrose
tecidual hepética cronica (Heinrichs et al. 2011). O tratamento com CCI4 induz fenémenos
necroinflamatérios no figado, que evoluem com alteracBes fibréticas, inicialmente focais e
posteriormente difusas, resultando em aumento da deposicdo de elementos do tecido conjuntivo
e da pressdo na veia porta. Esse modelo experimental reproduz a fibrose hepética que ocorre em
pacientes cirrdticos que parece ser mediado principalmente por IFN-y e TNF-a, indicando que o
ambiente de resposta predominante pode interferir no papel de MIF no desenvolvimento da
fibrose. Estudos revelam aumento da producdo de MIF em processos inflamatorios com
predominio da resposta Th2, indicando que MIF pode ser um amplificador da resposta
inflamatoria, independente do perfil Thl ou Th2 (Bacher et al., 1996).

A associacdo de MIF com fibrose obtida nos pacientes com esquistossomose avaliados
neste estudo confirmam os resultados obtidos em modelo experimental em que camundongos
deficientes na producdo de MIF tiveram reducdo significativa de hidroxiprolina no tecido
hepético, sugerindo menor deposicdo de coladgeno (Rodrigues, 2009). No caso da infeccdo
experimental por Schistosoma mansoni a producéo de MIF estimula a inflamacao amplificando a
resposta do tipo 2, com aumento de IL-13, que € determinante no processo de deposicdo de
colageno. Outros estudos em modelos experimentais de fibrose indicam que MIF pode atuar em
células estreladas hepaticas (HSC), pois estas células expressam CD74, um dos receptores de

MIF (Heinrichs et al. 2011), e a expressdao de MIF foi aumentada no processo de ativacdo de
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HSCs in vitro, sugerindo o envolvimento de MIF no processo de fibrose de fibrose hepatica (Zhu
et al. 2013). Estudos evidenciam que MIF, direta ou indiretamente, promove a expressao ou
producdo de moléculas pré-inflamatorias, incluindo a citocina TNF-o (Calandra et al. 1994;
Donnely et al. 1997).

TNF-o € uma citocina que pode estar envolvida na formagao do granuloma e na evolucéo
de processos fibroticos teciduais; entretanto, seu papel na morbidade da esquistossomose ainda é
controverso. Hoffmann e colaboradores (1998) demostraram em modelos experimentais que esta
citocina desempenha um papel protetor, pois induz recrutamento celular durante a formacéo do
granuloma ao redor do ovo (Amiri et al. 1992; Lukacs et al. 1994; Cheever et al. 1999; Bogliolo
2000), enquanto outros autores atribuem a TNF-o efeitos pro-inflamatério e pro-fibrotico
(Hoffmann et al. 1998; Mwatha et al. 1998; Henri et al. 2002; Booth et al 2004). Hasseb et al.
(2001) demonstraram que durante a esquistossomose experimental a concentracdo sérica de
receptor STNF-R1 estd diretamente relacionada com a concentracdo de TNF-a. No presente
estudo, verificou-se 0 aumento significativo dos niveis TNF-a, indiretamente estimado pelo
aumento na concentracdo plasmaética do receptor soltvel STNF-R1, em individuos infectados por
S. mansoni em relacdo aos individuos controle que ndo apresentaram a infeccdo. Os individuos
infectados do sexo masculino apresentaram concentragcdes plasmaticas de sSTNFR1 mais elevada
e ocorreu uma associacao positiva entre a concentracdo de STNF-R1 e carga parasitaria, estimada
pelo nimero de ovos eliminados nas fezes. A associacdo entre a producdo de TNF-o e a carga
parasitaria foi relatada previamente (Shahat et al. 2007). Trabalhos também mostraram
concentragdo elevada de TNF-a em homens, que também apresentaram maior risco de
desenvolverem fibrose periportal (Silva-Teixeira et al. 2004; Booth et al 2004). Estes autores

sugerem que o aumento de TNF-a em homens possa ser em decorréncia da ocupagédo
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profissional que nessas regides possa favorecer o contato com o parasito e, consequentemente,
maior carga parasitaria. Entretanto, é importante salientar que na populagcdo em estudo a anélise
multivariada revelou que a associagdo entre sTNF-R1 e carga parasitaria ndo permanece,
sugerindo efeito direto de TNF-a na fibrose. Este resultado pode refletir as caracteristicas desta
area de transmissdo, onde a carga parasitaria é baixa e ndo foi associada com morbidade, ao
mesmo tempo isto permite uma analise do papel de TNF-a dissociado da carga parasitaria. Na
populacdo avaliada neste estudo também foi verificada uma associacéo positiva da concentracéo
plasmética de STNFR-1 e o espessamento fibroso perivesicular e periportal, indicando a possivel
participacdo desta citocina pré-inflamatéria na evolucdo da morbidade da esquistossomose.
Outros estudos também relatam associacdo positiva da producdo de TNF-a, no soro ou em
células do sangue periférico estimuladas in vitro, e desenvolvimento de fibrose periportal em
pacientes com esquistossomose que foram avaliados por ultrassonografia em areas endémicas do
Brasil e da Africa (De Souza et al. 2012 ou 2002; Silva-Teixeira et al. 2004; Booth et al 2004).
Recentemente Fernandes et al. (2014), trabalhando em area endémica brasileira onde a
populacdo infectada apresenta baixa carga parasitaria, demonstraram que monécitos do sangue
periférico de pacientes caracterizados por US com fibrose moderada ou grave expressaram altos
niveis de TNF-a, mas o grau de fibrose ndo foi positivamente relacionado a carga parasitaria.
Outro trabalho em duas éareas do Quénia (Mwatha et al. 1998) e no Brasil (Zwingenberger et al.
1990) também demonstraram uma associacdo do aumento dos niveis de TNF-a e a forma
hepatoesplénica da esquistossomose. Nestes estudos a morbidade da esquistossomose foi
avaliada apenas por exame clinico e o estudo foi realizado em area de alta prevaléncia de
maléria, infeccdo que também induz aumento de TNF-o e hepatoesplenomegalia (Clark et al

2003; De Jesus et al 2004), e por isso sua interpretacdo deve ser cautelosa.
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Outros estudos publicados demonstram uma auséncia de associagdo entre a producdo de
TNF-a ¢ os quadros graves da esquistossomose cronica (De Jesus et al. 2004 ou 2002;
Magalhaes et al. 2004; Oliveira et al. 2006; De Souza et al.2012). A intensidade da infecgéo e
grau de fibrose oscila consideravelmente entre os diferentes estudos, e isto pode explicar porque
uma associagdo positiva tem sido encontrada em algumas analises (Mohamed-Ali et al 1990;
Alves-Oliveira et al. 2006), mas ndo em outras (Booth et al. 2004 e de Jesus et al 2004). No caso
dos estudos da Africa, areas com elevadas prevaléncias e com uma populacdo com elevada carga
parasitaria sdo geralmente relatadas nos trabalhos. No Brasil, encontramos estudos em diferentes
situacdes de transmissdo, com diferentes taxas de prevaléncia e diferentes niveis de eliminagdo
de ovos. Alguns autores (Magalhdes et al. 2004; De Jesus et al., 2004) sugerem que o estado
clinico dos pacientes avaliados podem justificar as diferencas obtidas na relacdo de TNF-a e
morbidade; segundo os autores, a auséncia de associacdo entre TNF-o ¢ morbidade da
esquistossomose pode ser justificada pelo fato dos pacientes analisados se encontrarem em um
estagio “pré-hepatoesplénico”, uma forma clinica inicial da esquistossomose crénica, enquanto
varios trabalhos avaliaram pacientes com doenca cronica avancada (Mwatha et al 1998; Booth et
al 2004; Henri et al 2002). Deve-se também levar em consideracdo o protocolo de escolha e
como ele foi usado para a classificacdo dos pacientes. Por exemplo, o protocolo de Cairo,
considera como pacientes com esquistossomose grave aqueles que apresentam grau Il e Il de
fibrose, enquanto que os pacientes com grau | ndo sdo considerados durante as analises. No
entanto, a avaliacdo da fibrose como realizada no presente estudo, independente do grau, pode
ser essencial para o entendimento da associagdo da resposta imune na evolucdo da
esquistossomose. Até mesmo porque o desenvolvimento de formas graves da doenca ocorre em

somente uma pequena parcela da populacéo infectada (Bica et al. 2000). Desta forma o nosso
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trabalho ndo usou a classificacdo dos pacientes em graus I, Il e 111, mas utilizou as medidas de
espessamento periportal e perivesicular como medidas continuas, independente do estagio da
doenca. Nossos dados mostram associacdo positiva dos niveis de sTNF-R1 com fibrose,
independente do grau de gravidade da esquistossomose crénica, indicando uma relacdo
importante entre producdo de TNF-a e fibrose induzida pela infec¢do por S. mansoni. Os
possiveis mecanismos de atuacdo de TNF-o na fibrose ainda ndo estdo claros; entretanto,
modelos experimentais demonstraram que TNF-o estimula a sintese de colageno e a deposi¢do
de matriz extracelular durante a formagéo do granuloma (Amiri et al. 1992; Joseph & Boros
1993). Essa citocina € uma importante indutora de proteinases, as MMPs (matrix de
metaloproteinases), que estdo envolvidas no metabolismo de colageno encontrado na matriz
extracelular. Ainda ndo esta claro como a producdo de TNF-a, MMPs e seus inibidores (TIMPs
inibidores teciduais de metaloproteinases) correlacionam com a evolucdo desenvolvimento de
fibrose hepatica na esquistossomose humana (Booth et al. 2004; Ramadan et al. 2013). Uma
possivel explicagdo dos efeitos de TNF-a na evolucéo de fibrose tecidual pode ser relacionada ao
balango local da resposta Thl e Th2 (Hernandes-Pando 1994). Segundo este autor, em uma
infecc@o cronica com perfil misto de resposta, a liberacdo de TNF-a estimula a lesao tecidual,
pois neste ambiente os macrofagos tem a sua fungdo “modulada”. Assim a producdo desta
citocina ndo € eficaz na eliminacdo do agente causador da inflamacéo, causando lesfes crbnicas
ao tecido podendo levar ao processo de fibrose. Porém o seu papel funcional no desenvolvimento
da fibrose periportal ainda ndo foi esclarecido (Booth et al. 2004). De forma interessante,
encontramos uma diminuicdo dos niveis do receptor soltvel de TNF-a no plasma de individuos
que relataram tratamento anterior para a esquistossomose. Alguns estudos poés-tratamento tem

demostrado que a resposta imune de individuos de area endémica é alterada e que estas
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mudancas podem estar envolvidas com a resisténcia a infeccdo (Hagan et al. 1991; Dunne et al.
1992). Um significante decréscimo no desenvolvimento de formas clinicas graves tem sido
observado apds tratamento em populagdes de areas endémicas (Correa-Oliveira 2000). Na area
de estudo, verificamos associa¢do do aumento dos niveis de STNF-RI com fibrose, e desta forma
a reinfeccdo, por diminuir a concentragdo do receptor no plasma, pode prevenir o
desenvolvimento de quadros mais graves da patologia cronica da esquistossomose.

N&o encontramos nenhuma associacdo entre a produgdo MIF e TNF-o na populacdo
selecionada para as andlises. Relatos na literatura tém demonstrado que o aumento dos niveis de
MIF também estimula a producdo de TNF-o por macrofagos apds estimulo por LPS (Calandra et
al. 1994; Calandra et al. 2000) e em modelo de infeccdo aguda por Pseudomonas aeruginosa
(Bozza et al. 1999). Nestes modelos, porém, este feedback pro-inflamatério, a principio, ocorre
em ambientes com predominancia de perfil imunoldgico do tipol. J& no caso de infecgdo por S.
mansoni, que tem predominancia de resposta do tipo 2 na sua fase cronica, o0 aumento dos niveis
de MIF parece ndo ser determinante na producdo de TNF-a. Em outro modelo de infeccdo por
helminto, Prieto-Lafuente et al (2009), demonstraram que a producdo de MIF em conjunto com
IL-4 induziu a expressdo do receptor de IL-4 em macréfagos, sugerindo a participacdo dessa
citocina no desenvolvimento e na regulacao da resposta do tipo 2 e na diferenciacdo em M2.

O papel de quimiocinas durante a formagéo do granuloma tem sido descrito em trabalhos
que focam na formacdo de granulomas pulmonares (Chuah et al. 2014; Chensue et al. 2013).
Entretanto, o papel de quimiocinas no desenvolvimento da fibrose periportal em decorréncia da
esquistossomose cronica em populacdo naturalmente infectada ainda é pouco entendido (Burke
et al. 2009). Trabalhos em modelo experimental tem demonstrado a participagdo de CCL7

durante a formagdo do granuloma pulmonar; neste modelo CCL7 produzida principalmente por
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celulas endoteliais atua no recrutamento de eosindfilos que expressam principalmente CCR3
(Shang et al. 2002). Ha relatos que demonstraram que CCL7 pode ser mais importante que
CCL11 no recrutamento de eosinéfilos durante a formagdo de granulomas (Ruth et al. 1998).
Através da anélise de microarray gendmico em amostras de figado de animais infectados por S.
japonicum, os autores demonstraram um aumento de expressao de genes que codificam CCL7
em fases tardias da infeccdo experimental, e adicionalmente demonstraram a imunolocaliza¢do
de CCL7 na zona fibrética dos granulomas com distribuicdo similar a de HSCs (Burke et al.
2010), sugerindo a participacdo CCL7 durante a resposta fibrética no modelo de infecgdo por S.
japonicum. Em nossas andlises, a concentra¢do plasmatica de CCL7 nos individuos infectados
por S. mansoni ndo foi estatisticamente diferente dos individuos ndo infectados e nao foi
detectada nenhuma relacdo entre a concentracdo de CCL7 e carga parasitaria ou qualquer
parametro de morbidade.

Outra citocina envolvida na quimiotaxia de eosindfilos € a CCL24, cujo aumento tem
sido associado com a resposta do tipo2 (Zimmermann et al. 2003). Em populagéo naturalmente
infectada, Silveira-Lemos et al. (2010) encontraram aumento dos niveis de CCL24 em individuos
infectados por S. mansoni, durante a fase aguda da infeccdo. No entanto, ainda s&o poucos 0s
relatos de trabalhos que demonstrem a participacdo de CCL24 na hepatopatologia induzida por S.
mansoni. Na populacdo examinada no trabalho atual foi possivel verificar aumento da
concentracdo plasmatica de CCL24 nos individuos infectados em comparacdo aos nédo
infectados, assim como ja documentado por Souza-Pereira et al (2006). Além disso, constatamos
uma associacdo positiva entre aumento dos niveis de CCL24 e desenvolvimento de fibrose
periportal e perivesicular, indicando que o aumento dos niveis séricos desta quimiocina pode

estar positivamente associado ao desenvolvimento da fibrose. Souza-Pereira et al. (2006)
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demonstraram o aumento dos niveis de CCL24 em pacientes com mielorradiculopatia e em
pacientes classificados clinicamente e por ultrassom como hepatoesplénicos. A participagédo de
CCL24 em outros processos fibroticos foi anteriormente descrita, sendo verificada associa¢éo
desta quimiocina com a producdo de coladgeno ou &cido hialurénico por fibroblastos na derme
(Kim et al. 2014).

Zimmermann et al. (2003) demonstraram que h& um mecanismo de integracdo entre a
producdo de IL-13 e de quimiocinas CC. A producéo das citocinas IL-4 e IL-13 pode induzir a
producdo de quimiocinas da familia MCP (proteina quimiotatica de mondcitos) e as eotaxinas
(CCL11 e CCL24) que sao ligantes de CCR3. Por sua vez, ligantes de CCR3 promovem a
migracdo dos linfécitos Th2 que produzem IL-13. Esta cooperacdo entre IL-13 e quimiocinas
pode ser relevante na fisiopatologia de doengas com predominancia de reposta do tipo 2 como na
esquistossomose crénica. Souza-Pereira et al. (2006) relataram o aumento dos niveis plasmaticos
de CCL11, CCL24 e de IL-13 no liquido cérebro-espinhal nos pacientes com mielorradiculopatia
e também nos pacientes classificados como portadores da esquistossomose hepatoesplénica,
evidéncia consistente com a existéncia de um eixo IL-13/quimiocinas durante a esquistossomose.
A descoberta também é consistente com a visdo de que as células Th2 sdo importantes na
resposta contra S. mansoni (Ross et al. 2002; Pearce 2005) e que podem ser determinantes na
evolucéo da doenga cronica.

Em modelos experimentais, camundongos deficientes na producdo de CCL3
apresentaram reducdo no tamanho dos granulomas hepaticos, atividade de peroxidase de
eosinofilos reduzida e menor deposicdo de colageno (Souza et al. 2005). Além disso, a reducao
de tamanho de cerca de 40% do granuloma pulmonar foi relatada em modelo de formacéo de

granuloma pulmonar e emprego de anticorpos neutralizantes contra 0 CCL3 (Lukacs et al. 1993),
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e em camundongos deficientes na expressdo do receptor CCR1, um dos receptores de CCL3
(Gao et al. 1997). Fato que indica que a quimiocinas CCL3 possa ser importante no
desenvolvimento da patologia cronica da esquistossomose. Analisando a concentracdo de CCL3
no plasma dos pacientes que participaram do presente estudo, observamos que a concentracao
plasméatica de CCL3 nos pacientes infectados ndo foi diferente do nivel encontrado nos
individuos nédo infectados, bem como ndo houve associa¢do entre concentracdo de CCL3 e a
carga parasitaria, estimada pela contagem de ovos eliminados nas fezes. Entretanto, na
populacdo avaliada, os niveis plasméticos de CCL3 foram positivamente associados a fibrose
perivesicular em decorréncia da esquistossomose cronica. Ou seja, mesmo em pacientes com
baixa carga parasitaria e com quadros clinicos considerados ndo graves, foi verificada uma
relagdo positiva entre CCL3 e fibrose, reforcando os dados de que o aumento dos niveis de
CCL3 podem estar relacionados com a gravidade da esquistossomose. Souza-Pereira et al.
(2006), também documentaram que a concentracdo plasméatica de CCL3 nos individuos
classificados como cronicos intestinais foram semelhantes aos individuos controle, entretanto, no
mesmo estudo, observou-se um aumento significativo de CCL3 no soro de individuos
classificados como hepatoesplénicos. De forma contréria, De Souza e colaboradores (2012)
encontraram uma relacdo positiva entre carga parasitaria e aumento dos niveis de CCL3 em
pacientes cronicamente infectados em &rea de alta transmisséo para a infecgdo por S. mansoni.
Este trabalho, porém ndo apontou associacdo entre os niveis de CCL3 e fibrose portal.
Entretanto, os autores salientam que 0s pacientes que participaram do estudo poderiam se
encontrar em um estagio pré-fibrotico, ja que ha associacéo estatistica significativa entre a carga
parasitaria e os niveis de CCL3, tendo em vista que a carga parasitaria é considerada um dos

fatores determinantes no desenvolvimento da fibrose. Associacdo da concentracdo de CCL3 com
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fibrose tem sido relatada em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa (Falcdo et al. 2002;
Souza et al. 2005 e 2008) em éareas com alta intensidade de infeccdo. Os dados obtidos no
presente estudo corroboram com os trabalhos anteriores que relacionam a produgdo desta
quimiocina com a morbidade da esquistossomose, contudo, agora observamos relagdo com a
patologia sem interferéncia da carga parasitaria, sendo por isso um indicio importante da
participacdo de CCL3 nos quadros de fibrose durante a esquistossomose cronica. Trabalhos
experimentais tentam mostrar 0os mecanismos de atuacdo de CCL3 como quimiocina pro-
fibrética. Ishida et al. (2007) mostram que em modelo de fibrose pulmonar a producdo de CCL3
é importante no recrutamento de fibroblastos e macréfagos e na indugdo da producéo de TGF-p.
Camundongos deficientes na producdo de CCL3 e de CCR5 apresentaram menor deposicdo de
colageno, menor infiltracdo de fibroblastos e macréfagos no tecido lesionado, e producdo de
TGF-B, principalmente por macréfagos, diminuindo a fibrose pulmonar experimental induzida
por bleomicina (BLM). Adicionalmente seria interessante mencionar que ha trabalhos
demonstrando a importancia da participagdo de CCL3 na expressao de citocinas de perfil Th2,
incluindo 1L-13 (Oliveira et al. 2000; Souza et al. 2005) importante no processo de fibrose
tecidual.

Embora alguns estudos mostrem a utilizacdo de alguns marcadores externos de fibrose,
como pré-colageno 1, acido hialurdnico, TGF-B, ou excrecdo de hidroxiprolina urinaria, ainda
ndo existam marcadores confiaveis de fibrose hepatica (Andrade 2004). Os dados indicam que
niveis elevados de citocinas pro-inflamatdrias e de quimiocinas da resposta do tipo-2 podem ser
indicadores de gravidade da esquistossomose cronica humana, podendo ser considerados
potenciais indicadores de fibrose hepatica na esquistossomose crdnica em populacdo de area

endémica para a esquistossomose.
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4.6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES (CAPITULO 1)
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Os pacientes infectados por S. mansoni em Corrego do Choro, Padre Paraiso, MG,
apresentam uma baixa intensidade de infeccdo com mediana de 36 ovos eliminados por

grama de fezes;

Nesta populacdo de estudo, ndo houve associacao entre a intensidade da infeccéo e idade,

sexo e historico de tratamentos prévios para a esquistossomose;

A carga parasitaria também n&o foi associada aos pardmetros obtidos de morbidade da

esquistossomose;

A infeccdo conduz a aumentos significativos dos niveis plasmaticos de MIF, sSTNF-R1 e

CCL24 em pacientes infectados por S. mansoni em relacéo aos individuos controle;

O aumento dos niveis de STNF-R1 e de CCL7 e foi maior em individuos do sexo

masculino foram associados a alteracdes clinicas obtidas pela avaliacdo médica;

Maiores concentracGes de STNF-R1 e de CCL7 foram associados a alteracdes clinicas

obtidas pela avaliacdo médica;

O aumento da concentragdo plasmatica da citocinas pro-inflamatéria MIF e do receptor
soluvel de TNF na populacdo de estudo, estdo associadas a fibrose periportal e

perivesicular;
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e O aumento dos niveis plasmaticos de CCL3 e CCL24 foi positivamente associado ao
espessamento fibroso portal e perivesicular em individuos selecionados para o estudo

residentes em Corrego do Choro, Padre Paraiso, MG.

e Os dados indicam que o aumento das concentracBes plasmaticas de citocinas pro-
inflamatorias e de quimiocinas da resposta do tipo-2 podem ser indicadores de fibrose

hepética na esquistossomose crénica em populacdo naturalmente infectada.

5. CAPITULOII

Influéncia de CCL3 e do receptor CCR5 durante a formacgdo do granuloma hepético induzido

pela deposicao de ovos de S. mansoni.
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5.1. INTRODUCAO

A esquistossomose € uma helmintose cronica e debilitante que afeta mais de 200 milhdes
de pessoas no mundo, dos quais aproximadamente 20 milhdes desenvolvem formas graves da
doenca (Crompton 1999; Chitsulo et al. 2000). A evolugdo da esquistossomose crénica tem sido
associada a extensdo e intensidade da resposta imunoldgica do hospedeiro aos antigenos
secretados dos ovos do parasito. A deposi¢do dos ovos de S. mansoni e sua retencdo nos vasos
sanguineos de pequeno calibre no figado e intestino estimula a produgdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias por células residentes, que induzem a migracdo de células
inflamatorias circulantes, as quais estimulam a diferenciacdo e ativacdo de miofibroblastos e
macrofagos M2, intensificando a producdo de matriz extracelular e deposi¢do de colageno,
culminando na formagdo do granuloma. (Andrade 2009; Almadi et al. 2011; Hams et al. 2013;
Lundy & Lukacs 2013). A formacdo e modulacdo do granuloma é um processo dindmico, que
resulta no confinamento de produtos toxicos produzidos pelo parasito, mas também tem sido
associado com a maioria dos sintomas clinicos, pois os granulomas podem ocasionar lesbes
obstrutivas vasculares, fibrose periportal e, consequentemente, aumento na pressao intra-portal
(Boros & Warren 1970; Cheever et al., 2000; Andrade, 2009; Wynn and Barron 2011). Desta
forma, o melhor entendimento de fatores imunoldgicos envolvidos na indugdo e modulacdo do
granuloma esquistossomotico pode permitir o desenvolvimento de estratégias mais eficientes de
controle de morbidade, bem como estabelecer marcadores bioldgicos de evolucdo clinica da
esquistossomose. Trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa tém demonstrado que a
quimiocina CCL3 e seus receptores tem papel fundamental na formacdo do granuloma, sendo

que niveis elevados desta quimiocina estdo associados com esquistossomose grave, tanto em
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modelo experimental como na infec¢cdo humana (Falcéo et al. 2002; Souza et al., 2005; capitulo
1 deste trabalho).

A quimiocina CCL3 (Macrophage Inflammatory Protein-1/MIP-1a), é funcionalmente
classificada no grupo das quimiocinas inflamatdrias (Moser et al., 2004; Zlotinik et al. 2012) e
participa de processos inflamatdrios agudos e crénicos em tecidos inflamados. CCL3 é produzida
pela maioria das células hematopoiéticas maduras como linfdcitos, macrdfagos, basofilos,
neutréfilos, eosinofilos, células dendriticas (DCs), células NK (natural killer) (Menten et al.
2002). No figado, CCL3 pode ser produzida por células residentes, como células de Kupffer e
Células Estreladas Hepaticas (HSCs) apds estimulo inflamatério (Czaja 2014; Marra & Tacke
2014). Sua producdo é importante para atragdo de tipos celulares que expressam 0s receptores
CCR1 ou CCR5. CCR1 é expresso principalmente por células T, mondcitos, eosindéfilos,
basofilos, células NK, DCs. O receptor CCR5 é expresso principalmente em células T e
macrofagos (Charo 2006; Murphy eet al. 2000; Chensue et al. 2013). No caso da infecdo por S.
mansoni, Lukacs et al. (1993) verificaram que o granuloma induzido por ovos do parasito
embolizados no pulmao apresentaram reducdo significativa de volume quando os animais foram
tratados com anticorpos neutralizantes contra o0 CCL3. Estudos prévios do nosso grupo e
pesquisa também demonstraram a participacdo de CCL3 e do receptor CCR5 na patogénese da
esquistossomose mansoni experimental. Neste estudo foi verificado que camundongos
geneticamente deficientes na producdo de CCL3 apresentaram redugcdo no tamanho dos
granulomas hepaticos e menor deposicdo de colageno em comparacdo com animais nao
deficientes (Souza et al. 2005). Camundongos deficientes na expressao do receptor CCR1, um
dos receptores de CCL3, também apresentam granulomas esquistossomaético menor em relagédo

aos animais ndo deficientes (Gao et al. 1997), indicando que a ativacdo CCL3/CCRL1 participa do
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efeito deletério da producdo CCL3 na esquistossomose. Entretanto, é importante relembrar que
CCL3 se liga a outros receptores além de CCR1, incluindo CCR5. Em contraste com os dados
obtidos em camundongos deficientes em CCL3 ou no receptor CCR1, camundongos
geneticamente deficientes no receptor CCR5 desenvolveram patologia hepética grave quando
experimentalmente infectados por S. mansoni. Nestes animais 0os granulomas hepéticos foram
maiores, com maior celularidade e deposicdo de colageno, que resultou em uma maior taxa de
mortalidade durante a fase cronica da infecgdo experimental (Souza et al. 2011). Estes resultados
sugerem que a atuacdo de CCL3 na formagdo do granuloma hepatico depende do balango entre a
acdo pro-inflamatdria, exercida especialmente pela ativacdo do receptor CCR1, e acédo
modulatéria, via ativacdo de CCR5 (Souza et al. 2008). Desta forma, a avaliacdo comparativa
dos elementos celulares que compdem granulomas hepaticos e do seu perfil de ativacdo durante a
infeccdo experimental de S. mansoni em camundongos deficientes em CCL3 e no receptor CCR5
permitirA um melhor entendimento dos mecanismos de modulagdo do granuloma

esquistossomotico e constitui o principal objetivo desta etapa do trabalho.
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5.2 OBJETIVOS
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5.2.1. Objetivo geral:

Investigar a participacdo da produgéo de CCL3 e da ativagédo do receptor CCR5 na determinacgao
do recrutamento e ativacdo celular durante a formagdo do granuloma hepético induzido pela

deposicéo de ovos de S. mansoni em camundongos durante as fases aguda e cronica da infeccéo.

5.2.2. Objetivos especificos segunda etapa (capitulo Il)

(1) Avaliar a carga parasitaria através da quantificagdo do numero de vermes Schistosoma
mansoni recuperados da circulagdo, o nimero de ovos eliminados nas fezes e 0s ovos retidos no
intestino e no figado em camundongos C57BL/6 ndo deficientes e em camundongos C57BL/6

geneticamente deficientes na producao de CCL3 de CCR5;

(2) Analisar as alteracdes patoldgicas induzidas pela infeccdo por S. mansoni em camundongos
C57BL/6 ndo deficientes e em camundongos C57BL/6 geneticamente deficientes na producédo de

CCL3 de CCR5;

(3) Quantificar a producdo de quimiocinas (CXCL1, CCL3 e CCL11) no tecido hepatico e nos
granulomas hepaticos isolados de camundongos C57BL/6 ndo deficientes e em camundongos

C57BL/6 geneticamente deficientes na producdo de CCL3 de CCRS5;

(4) Quantificar a producdo de citocinas (TNF-o, MIF, IFN-y, 1L-17, IL-4, IL-5, 1L-13, IL-10,
TGF-R no tecido hepatico e nos granulomas hepaticos isolados de camundongos C57BL/6 nédo
deficientes e em camundongos C57BL/6 geneticamente deficientes na producdo de CCL3 de

CCR5;
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(5) Caracterizar a infiltragdo celular no granuloma hepéatico em camundongos C57BL/6 nédo
deficientes e em camundongos C57BL/6 geneticamente deficientes na produgéo de CCL3 de

CCRS;

(6) Caracterizar fenotipicamente as células isoladas do granuloma hepéatico em camundongos

C57BL/6 ndo deficientes e geneticamente deficientes na producdo de CCL3 de CCRS5;

(7) Verificar o perfil de ativagido de células CD11b" isolados do granuloma hepatico de
camundongos C57BL/6 ndo deficientes e geneticamente deficientes na producdo de CCL3 de

CCR5;
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5.3. METODOLOGIA

132



5.3.1. Animais experimentais e infeccao

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos C57/BL6 ndo
deficientes (WT) provenientes do CEBIO-ICB-UFMG, camundongos C57/BL6 geneticamente
deficientes na producdo de CCL3 (ccLs™, originalmente descrito por Cook et al. (1995)
provenientes do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ, MG, e camundongos
geneticamente deficientes na producéo do receptor CCR5 (CCR5™) (Zhou et al., 1998) cedidos
pelo Dr. Mauro Martins Teixeira. Os animais sdo mantidos no biotério do laboratério de
esquistossomose do Departamento de Parasitologia, 1CB, UFMG, mantidos em gaiolas
apropriadas e alimentados com ragcdo granulada para camundongos (Nuvilab, fabricado por
Cargill Nutricdo Animal Ltda, S&o Paulo, Brasil) e dgua potavel ad libitum. Os procedimentos
experimentais receberam aprovacio do Comité de Etica Animal (CETEA-UFMG) sob protocolo
de 158/08.

Schistosoma mansoni da linhagem LE (Valadares et al. 1981) foi utilizado para infeccéo
dos camundongos. Essa linhagem de S. mansoni tem sido mantida em infec¢Bes experimentais
de Biomphalaria glabrata e hamsters (Mesocricetus auratus), no laboratdrio de Esquistossomose
(GIDE/ICB/UFMG), segundo técnica descrita por Pellegrino & Katz (1968). Para infeccdo dos
camundongos foram utilizadas cercérias obtidas de B. glabrata infectados e expostos por 4h a
iluminacdo artificial em &gua desclorada. As cercarias obtidas foram avaliadas quanto a
viabilidade, concentradas e contadas com o auxilio de lupa, sendo inoculadas, por via

subcuténea, 25 cercérias por animal.
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5.3.2. Delineamento Experimental

Rotineiramente antes do inicio do experimento, todos os animais utilizados foram
submetidos ao tratamento oral com 4 mg/Kg de Ivermectina (Laboratério Chemitec Agro —
Veterinaria, Sdo Paulo, Brasil) por sete dias consecutivos (klement et al. 1996) e com 75 mg/Kg
em dose Unica de Cestox® (MERCK). Apds 10° dia do final do tratamento os camundongos
foram aleatoriamente separados nos diferentes grupos experimentais e infectados por S. mansoni,
conforme descrito anteriormente.

Camundongos C57BL/6 selvagens (WT) e camundongos C57BL/6 CCL3" ou C57BL/6
CCR5™, com idade de 7 a 9 semanas, foram infectados por S. mansoni e acompanhados por 12-
14 semanas, sendo anotados em cada grupo experimental os eventuais casos de ébito. Ao final
deste periodo, os animais foram anestesiados via intraperitoneal com uma mistura de ketamina
(88 mg/Kg - Dopalen — Sespo Industria e comércio Ltda, Jacarei, Brasil) e Xylazina (16 mg/Kg -
Kensol — Laboratérios kding S.A. — Avellaneda, -Argentina) para a coleta de sangue pelo plexo
braquial e eutanasiado por deslocamento cervical para as avaliagbes parasitologica e
imunopatoldgica. Especificamente, parte dos animais (6-8 camundongos/grupo experimental) foi
utilizada para quantificacdo carga parasitaria, através da contagem de vermes recuperados do
sistema circulatério, de ovos do parasito retidos nos tecidos e dos ovos eliminados nas fezes

(Figura 25), segundo metodologia descrita abaixo.
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Schistosoma mansoni
25 cercarias

[ WT e CCL3-/- ] [ WT e CCR5-/- ]

Fase aguda e Fase Cronica

Necropsia

Avaliagao Parasitolégica

PERFUSAO DIGESTAO FEZES
Vermes adultos Figado e Intestino OPG

Figura 25. Delineamento Experimental I.

Outra parcela dos animais infectados (6-8 animais/grupo) foi utilizada para analise de
parametros imunologicos, pois a perfusdo e digestdo de 6rgdos inviabilizam sua utilizacdo para
outros fins. Para confirmar a uniformidade das amostras quanto & infecgdo, a coleta de fezes foi
realizada em todos os animais destinados a avaliacdo imunoldgica. Conforme ilustrado na
Figura 26, o figado de cada animal foi recolhido e separado em lobo esquerdo, que foi utilizado

para quantificagdo da concentracdo de citocinas nos granulomas isolados e da atividade de
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peroxidase de eosinéfilo (EPO) e mieloperoxidase (MPO), lobo direito, usado para a

determinacédo da atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG), e o restante do 6rgao armazenado

para a dosagem de hidroxiprolina tecidual. Um grupo de animais foi separado para a dosagem de

citocinas e quimiocinas teciduais. E para detalhar as possiveis diferencas na composi¢cdo e

ativacdo celular em granulomas hepéticos, figados inteiros de animais infectados foram

processados para separacdo de granulomas e recuperacao de células.

Schistosoma mansoni

25 cercarias

CCL3"

WT CCR5™

\

Necrdpsia

Fases aguda e crbnica

Avaliagao Patolégica, Imunolégica e Celular

-

-

SANGUE

Transaminases

\

J

FIGADO
TECIDO GRANULOMA CELULAS
Quimiocina Quimiocinas, Citocinas Citometria
Citocinas Hidroxiprolina Cultura
EPO/MPO/NAG Griess, Arginase

Figura 26. Delineamento Experimental I1.
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5.3.3. Avaliacéo da Infeccdao

5.3.3.1. Quantificagdo de ovos de S. mansoni eliminados nas fezes

Apo6s 12 semanas de infeccdo por S. mansoni, os animais dos diferentes grupos
experimentais foram colocados em caixas individuais para a coleta de fezes. As fezes foram
recolhidas, pesadas, homogeneizadas em volume conhecido de solugdo de formol-salina a 10%.
Para a contagem, as amostras foram homogeneizadas e duas aliquotas de 100 pl da suspenséo de
fezes foram colocadas em laminas de vidro e avaliadas ao microscépio éptico. Todos 0s ovos
presentes nas aliquotas foram contados e utilizados para estimar o numero de ovos eliminados

por grama de fezes de cada animal infectado, dos diferentes grupos experimentais.

5.3.3.2. Recuperacéo e contagem de vermes do sistema porta

Camundongos infectados dos diferentes grupos experimentais foram necropsiados, apés
anestesia e eutanasia, e as visceras foram expostas para a visualizacdo do sistema porta. Apds
ligadura do reto, a veia porta foi seccionada na regido de fusdo de seus aferentes mesentéricos.
Uma agulha (18Gx1/2 BD) acoplada a uma bomba de perfusdo (Automatic Pippeting Brewer
Machine, modelo 60453, B.D.) foi introduzida na aorta toracica. Utilizou-se solucdo fisiologica
heparinizada (NaCl 0,85% e 0,8 U/mL de Heparina) para perfusdo da circulacdo sanguinea do
animal, sendo que o liquido contendo os vermes que extravasa pela veia porta rompida de cada
animal foi recolhido em um béquer individual. A perfusao foi repetida com a agulha introduzida
no seio hepatico. O material recolhido de cada animal foi decantado por 30 minutos, o
sobrenadante foi entdo descartado, e o procedimento repetido vérias vezes até que o

sobrenadante se apresentasse completamente limpido. Os vermes presentes em cada frasco foram
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contados e diferenciados em machos, fémeas e casais com o auxilio de uma lupa (Pellegrino &

Siqueira 1956; Valadares et al. 1981).

5.3.3.3. Quantificagcao dos ovos retidos em tecidos do hospedeiro

Ap06s perfusdo, o figado e o intestino dos animais infectados foram digeridos em solucgéo
de KOH 5% durante aproximadamente 4h, ou até que ndo mais se observasse a presenca de
fragmentos de tecido. Em seguida, a suspensdo de tecido digerido contendo ovos do parasito,
obtida de cada 6rgdo e de cada animal, foi transferida para tubos de polipropileno de 15 ml e
centrifugada a 200 g por 2 min. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido
em solucdo salina (NaCl 0,85%) e o procedimento de lavagem repetido cinco vezes. Ao final das
lavagens o material contendo ovos que estavam retidos no tecido foi ressuspendido em salina e
armazenado a 4°C para contagens (Cheever et al. 1968). Para a contagem, cada amostra foi
homogeneizada e duas aliquotas de 100 pl da suspensao total de tecido digerido foram colocadas
em uma lamina de vidro e observadas por completo ao microscopio 6ptico. Todos 0s ovos na
aliquota foram contados, tirou-se a média das duas contagens e o nimero foi extrapolado para o

conteudo total do 6rgéo.

5.3.4. Avaliacéo da patologia

5.3.4.1. Avaliacao das alteracdes clinicas
Os animais foram pesados semanalmente e apds a necropsia 0 baco, intestino e figado de animais
ndo infectados e de animais infectados foram pesados. A relagdo peso 0rgédo/ peso animal foi

determinada e os valores obtidos comparados entre 0s grupos.
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5.3.4.2. Determinacao do teor tecidual de Hidroxiprolina

Granulomas do figado de camundongos foram removidos para a determinacdo de
hidroxiprolina como medida indireta da deposicdo de coldgeno, como descrito em Reddy &
Enwemeka (1996). O material foi homogeneizado em salina (0,9% NacCl) e liofilizado. O ensaio foi
conduzido com o material liofilizado, que foi submetido a hidrolise alcalina em 300 pl de salina
(0,2% NacCl) contendo 75 pl de solugdo 10 M de hidroxido e sodio, e a mistura foi autoclavada a
120°C por 20 minutos. A uma aliquota de 50 ul do material hidrolisado foram adicionados 450 ul do
reagente oxidante de cloramina T (tampdo acetato/citrato pH 6,5 contendo 0,056 M cloramina T e
10% de n-propanol) e a mistura foi incubada por 20 minutos. O mesmo procedimento foi realizado
para obtencdo da curva padrdo, onde o material hidrolisado foi substituido por concentracdes
conhecidas de hidroxiprolina (diluicdo seriada a partir de 500mg/ml). A reacdo colorimétrica foi
iniciada pela adicdo do reagente de Ehrlich (p-dimetilaminobenzaldeido 1M diluido em n-
propanol/acido perclérico 2:1 v/v). As amostras foram entdo centrifugadas por 10 min a 1500 x g a
4°C. Uma aliquota de 200 ul do sobrenadante foi transferida para placas de 96 pocos (Plate Flat
Bottom — SARSTEDT, Inc. USA) e foi realizada a leitura da absorbancia no comprimento de onda

de 550 nm em leitor para microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland).

5.3.4.3. Obtencéao do soro

ApOs a anestesia, 0 sangue foi retirado através do plexo braquial. O sangue recolhido
permaneceu em temperatura ambiente até coagular e posteriormente foi mantido a 4 °C, por
cerca de 12 h, para retracdo do coagulo. Apds a formacdo e retracdo do coagulo, o sangue foi

centrifugado (1500 x g a 4 °C por 10 minutos) o soro recolhido, aliquotado e mantido a — 20 °C.

139



Com o soro coletado dos animais experimentais foram realizados ensaios para avaliar a presenca

dos niveis de aspartato aminotransferase (AST) e de alanina aminotransferase (ALT).

5.3.4.4. Determinacéo de atividade das transaminases séricas

Para avaliacdo de lesdo hepatica, a concentracdo de aspartato aminotransferase (AST)
também chamada de transaminase glutamico oxalacética (TGO) e de alanina aminotransferase
(ALT), ou alanina transaminase, também conhecida como transaminase glutdmico pirtvica
(TGP) foram quantificados em amostras do soro de cada animal experimental utilizando-se o
teste colorimétrico da Bioclin (K034 e KO035) e seguindo as instrucdes do fabricante.
Inicialmente preparou-se a curva de calibracdo com quantidades conhecidas da cada proteina.
Para a determinacdo da atividade enzimatica nas amostras, 50 ul do substrato especifico para
AST (tampdo Fosfato, 0,1 mmol/L pH 7,4, acido L aspartico, 0,153 mol/L, acido alfa
cetoglutarico 2 mmol/L e azida sdédica 7,7 mmol/L) para ALT 50 pl do substrato de ALT
(tampéo Fosfato, 0,1 mmol/L pH 7,4, L-alanina 0,2 mol/L, &cido alfa cetoglutarico 2 mmol/L e
azida sédica 7,7 mmol/L) foram adicionados a tubos diferentes de polipropileno de 2,0 ml e
incubados a 37 °C por 3 minutos. Em seguida, 20 ul da amostra de soro de cada animal
experimental foram acrescentados a cada substrato, a mistura foi homogeneizada e incubada a
37°C por 30 minutos. Apoés este periodo, foi adicionado 50ul do reagente de cor contendo 1,0
mM 2,4-dinitrofenilhidrazina e 1,0 M &cido cloridrico, misturado e incubado a temperatura
ambiente por 20 minutos e a reacgdo foi neutralizada com adi¢do de 500 pl de solugéo 0,4N
Hidroxido de sodio, sendo que a solu¢do permaneceu em repouso por 5 minutos. A curva de

calibracdo e as amostras (200 ul) foram transferidas para placas de 96 pocos (Plate Flat Bottom —
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SARSTEDT, Inc. USA) e realizada a leitura da absorbancia em comprimento de onda de 505

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

5.3.5. Avaliacéo da resposta imunoldgica

5.3.5.1. Producéo de antigenos soluveis de ovos de Schistosoma mansoni

Para obtencdo de antigenos soltveis (SEA) do parasito utilizados para estimulagdo celular,
ovos de S. mansoni foram obtidos a partir do figado dos camundongos ap6s 45-50 dias da
infecgdo por S. mansoni, rotineiramente utilizados no laboratério de Esquistossomose, conforme
metodologia inicialmente descrita por Pellegrino e katz (1968) e por Fallon & Dunne (1999) e
adaptada pelo nosso grupo de pesquisa. Sucintamente, figados de animais infectados foram
coletados e homogeneizados em salina gelada e concentrada (2 % de NaCl) por 2 minutos em
liquidificador na menor velocidade. A seguir, 0 homogenato foi passado através de uma peneira
com pano filé (os debris retidos foram eliminados) e deixado em célice de 2L em banho de gelo
ou na geladeira por 35 minutos para que os ovos se depositem no fundo. Passado esse periodo o
sobrenadante foi aspirado, tomando o cuidado de deixar no fundo do calice o sedimento
contendo os ovos do parasito, e em seguida, reestabeleceu-se o volume acrescentando mais
solucdo salina concentrada. Esse procedimento foi realizado varias vezes até a obtencdo de um
sobrenadante limpo. Apo6s as lavagens o sedimento com ovos foi recolhido e filtrado em peneiras
de analise granulométrica de modo sequencial: inicialmente o sedimento foi filtrado em peneira
de malha de 106 mm/um-Mesh 150, que retém agregado de muco e sujeiras maiores, seguido por
filtragdo em peneira de malha de 38 mm/um-Mesh 400, que retém os ovos de Schistosoma
mansoni. Os ovos retidos foram recuperados e transferidos para tubos Falcon de 15 ml e o

material recuperado foi centrifugado (200 x g por 5 min a 4°C). A cada centrifugacdo o
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sobrenadante foi desprezado e os sedimentos reunidos gradativamente. Durante todo o processo,
o0s tubos foram mantidos em banho de gelo e, ao final, apds certificar-se da limpeza do material
adicionou-se 1 mL de PBS (NaCl 137mM, KCI 2,7mM, Na2 HPO4.7H20 4,3mM, KH2PO4
1,AmM) aos ovos recuperados transferidos para um tubo de vidro acoplado a um
homogeneizador tipo Virtiz®. Os ovos foram triturados por cerca de 40 min em banho de gelo.
A destruicdo completa dos ovos foi confirmada apds um exame ao microscopio 6ptico. O
homogenato foi entdo transferido para tubos de 1,5 ml, centrifugados a 3 000 x g por 1 he o
sobrenadante foi recolhido, filtrado em membrana esterilizante de 0,22 um e as proteinas
soliveis foram quantificadas através da técnica de Lowry et al. (1951), aliquotadas e

armazenadas a —20 °C.

5.3.5.2. Obtencdo do homogenato do parénquima hepético e do granuloma
hepatico

Para estimar a concentracdo de citocinas e a infiltracdo celular no figado, 100 mg do lobo
esquerdo do figado de cada animal foram processados em um homogeneizador de tecidos (Power
General 125; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) na presenca de 1mL de Tampéao de Extracdo de
Citocinas (0,5 % Tween 20; 0,5% BSA; 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsufonila; 0,21mM de
cloreto benzetonico; 10 mM de EDTA e 20 Ul de aprotinina). O homogenato resultante foi
centrifugado por 10 min a 3000 g a 4°C e o sobrenadante foi recolhido, aliquotado e
imediatamente congelado a — 70°C para dosagem de citocinas.

A concentracéo de citocinas e infiltracdo celular também foram avaliadas diretamente em
granuloma isolados do figado; para tanto, o lobo esquerdo do figado dos animais infectados foi

individualmente homogeneizado em PBS estéril utilizando-se o liquidificador na menor
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velocidade por 20segundos (Ragheb & boros 1989; Blum et al. 1992), para confirmar a
separacdo e integridade dos granulomas uma amostra do homogenato foi avaliada em
microscopio optico. Os granulomas isolados foram lavados em PBS por 3 vezes consecutivas e
concentrados apds centrifugacdo. Estes granulomas foram processados como descrito
anteriormente em um homogeneizador de tecidos (Power General 125; Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA) na presenca de 1mL de Tampdo de Extracdo de Citocinas (0,5 % Tween 20;
0,5% BSA,; 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsufonila; 0,21mM de cloreto benzetonico; 10 mM de
EDTA e 20 Ul de aprotinina) e o homogenato foi centrifugado (3000g por 10 min a 4°C), o

sobrenadante foi recolhido e armazenado a — 70°C para quantificagéo de citocinas.

5.3.5.3. Quantificacao de Citocinas e Quimiocinas

Os niveis das quimiocinas CCL3, CCL11, CXCL1 os niveis de citocinas pro-inflamatorias:
TNF-a e MIF, citocinas de perfil Thl: IFN-y, Th17, IL-17, citocinas predominantes na resposta
do tipo2: IL-4, IL-5, IL-13 e as citocinas regulatérias IL-10 e TGF-R obtidas no figado e nos de
granulomas isolados de camundongos infectados dos diferentes grupos experimentais foram
estimados no homogenato obtido pela maceracdo de amostras e quantificado pela técnica de
ELISA utilizando kits comercialmente disponiveis conforme detalhado por Negrdo-Corréa et al.

(2004).
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5.3.5.4. Determinacao da atividade de Peroxidase de Eosinofilos (EPO)

Este ensaio é conduzido como descrito por Strah et al. (1985) e detalhado em Silveira et al.
(2002), como uma forma indireta de medir a eosinofilia induzida pelo parasito. Do sedimento
obtido pela homogeneizacdo das amostras de realizou-se a lise de eritrocitos pela adigdo de 1,5
ml de salina 0,2% seguida de 1,5 ml de salina 1,6% contendo 5% de glicose . O homogenato
obtido foi dividido em 2 aliquotas de igual volume (uma aliquota para EPO e outra para o ensaio
de MPO - que seré descrito no proximo item). As amostras destinadas a quantificacdo de EPO
foram centrifugadas a 3000 x g a 4°C e o sobrenadante foi desprezado e adicionado 950 pl de
PBS contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB - Sigma). As amostras
foram congeladas e descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido, centrifugadas a 3000 x g a
4°C por 10 min. O sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimatico, que foi feito da seguinte
maneira: 75 pl de cada amostra ou somente diluente (branco) foram adicionados a placas de 96
pocos (Plate Flat Bottom — Sarstedt, Inc. USA) juntamente com 75 ul da solucdo do substrato
(tampado tris-HCL pH 8,0 contendo 1,5 mM o-fenilenodiamina-OPD e 6,6 mM de H202). Ap6s
0 desenvolvimento de cor a reacdo foi interrompida pela adicdo de 50 ul de H2SO4 4N. A
absorbéancia foi lida a 492 nm em leitor para microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC,

Helsinki, Finland).

5.3.5.5. Quantificacado da Mieloperoxidase (MPO)

A quantificacdo de mieloperoxidase foi utilizada como medida indireta da infiltragdo e/ou
ativacdo de neutrofilos no granuloma. O ensaio foi conduzido conforme descrito por Bailey

(1988) e detalhado por Barcelos et al. (2005). As amostras destinadas ao ensaio de MPO foram
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centrifugadas (3000 x g a 4°C por 10 min) o sobrenadante desprezado e adicionados 200 pl de
tampdo fosfato (0,1 M NaCl, 0,02 M NaPO4, 0,015 M NatEDTA, pH 4,7). A solucdo foi
homogeneizada e centrifugada (3000 g por 10 minutos a 4°C). Apos o descarte do sobrenadante,
adicionou-se tampdo (0,05 M NaPO4 pH 5,4 acrescido de 0,5 % HTAB), seguido de trés ciclos
de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. Apos tal procedimento, a solucéao foi
centrifugada por 15 minutos a 3000 x g e a 4°C. Para o ensaio, 25 pL do sobrenadante diluidos
no segundo tampdo de extracdo na propor¢do 1:1, ou somente 25 uL do segundo tampdo de
extracdo (branco) foram acrescentados a placas de 96 pocos (Plate Flat Bottom — SARSTEDT,
Inc. USA) contendo 25 pL de substrato (3,3- 5,5 — tetramethylbenzine — TMB diluido em
dimetilsulfoxido — DMSO na concentracdo final de 1,6 mM). Apo6s incubacdo a 37 °C por 5 min.
foram adicionados 100 uL do segundo tampé&o de extracdo contendo 0,5mM de de H,0, seguida
de nova incubacdo a 37 °C por 5 min. A reacdo foi interrompida pela adicdo de H,SO, 1M e
quantificada através da absorbancia em leitor de microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC,

Helsinki, Finland) a 450 nm.

5.3.5.6. Determinacao da atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG)

A atividade da enzima N-acetilglicosaminidase reflete o numero de macré6fagos que
migram para um dado 6rgdo (Green et al, 1980) e é amplamente utilizada para estimar a
infiltracdo de macrdfagos em amostras de tecidos, e nesse trabalho foi utilizado tambem para
estimar a infiltracdo destas células nos granulomas isolados. Este ensaio foi conduzido, como
descrito por Barcelos et al (2005), sendo que nessas condi¢Oes a reatividade cruzada com

enzimas de neutrofilos € minima. De forma sucinta, os granulomas isolados do lobo bilobado do
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figado processados em um homogeneizador de tecidos em 1,9 ml de tampéo de extracdo (NaCl
0,1 M, Na3PO4 0,02 M e Na2EDTA 0,015M pH 4,7). O material foi centrifugado a 3000 g a 4°C
por 10 min. O sobrenadante foi entdo descartado e eventuais eritrocitos foram lisados pela adi¢do
de solucéo hipotonica 1,5 ml de NaCl 0,2% e apds 30 segundos, a osmolaridade foi restabelecida
pela adicdo de 1,5 ml de NaCl 1,6% + glicose 5%. As amostras foram mais uma vez
centrifugadas (3000 x g a 4°C por 10 min) e o sobrenadante descartado. O sedimento foi
ressuspenso em 2,0 ml de solugéo 0,1% de Triton x-100 em NaCl 0,9% e a suspenséo resultante
foi centrifugada a 4° C por 10 min 3000 xg. O sobrenadante resultante foi utilizado para o ensaio
enzimatico, sendo adicionado volume de 100 ul a uma placa de 96 pocos (Plate Flat Bottom —
Sarstedt, Inc. USA) seguida da adi¢do do substrato (p-nitrofenil-N-acetil-B-glicosamina) diluido
em tampéo citrato/fosfato (&cido citrico 0,1 M, Na2HPO4 0,1 M, pH 4,5) na concentracdo de
0,767 g/ml e a placa foi incubada a 37° C por 10 minutos. O produto final foi gerado pela adi¢ao
de 100 pul de tampéo glicina (Glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH 0,8 M pH 10,6) e a leitura foi
realizada em leitor de ELISA (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland) em

comprimento de onda igual a 400 nm.

5.3.5.7. Obtencéao de células do granuloma

Para a caracterizacdo fenotipica das diferentes populacdes celulares presentes no
granuloma, o figado dos animais infectados de diferentes grupos experimentais foram
processados para obtencdo e recuperacdo das células infiltradas apds padronizacdo baseada em
diferentes protocolos publicados (Boros et al. 1983; Ragheb et al. 1989; Blum et al. 1992; Fallon,
1999; Hesse et al. 2001 e 2004; Smith et al. 2007; Ramalingan et al. 2007; Thompson et al.

2008). Resumidamente, os granulomas isolados foram colocados em meio completo de RPMI
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(RPMI 1640, Sigma, St. LouisMO, USA) contendo 15 mM de Hepes e 24 mM NaHCO3,
suplementado com 5% de soro fetal bovino e 60 mg/L de gentamicina, 100 U/ml penincilina e
100p/ml Streptomicina (Smith et al. 2007). Granulomas obtidos do figado foram digeridos meio
completo RPMI contendo 1500 U/ml com colagenase tipo 1V (SIGMA) por 35 minutos a 37°C.
Ap0s este periodo, a suspensdo foi homogeneizada repetidas vezes através de seringas de 5 ml
com movimentos de succdo e expulsdo com o objetivo de desmembrar os granulomas que ainda
permaneceram intactos. Em seguida, o homogenato foi filtrado em peneira poros de 40 pm com
auxilio de um émbolo de seringa e a suspensdo celular obtida foi recolhida e concentrada apés 3
ciclos de lavagens em RPMI 5% SFB a 300 x g por 10 minutos a 4°C. Os leucdcitos foram
recuperados ap6s passagem em coluna de densidade de Percoll (Sigma) em solugdo de 40% e
70% e centrifugacdo a 900g por 30 minutos a 25°C. A suspensao celular recuperada na interface
foi cuidadosamente recolhida, submetida a 3 ciclos de lavagem em RPMI contendo SFB a 10% e

as células contadas em camara de Newbauer.

5.3.5.8. Avaliacéao do perfil das células purificadas do granuloma hepatico

As células obtidas do granuloma hepético foram utilizadas para a avaliacdo da expressao
de antigenos de superficie e producédo de citocinas intracelular por citometria de fluxo conforme
detalhado na metodologia previamente descrita por Smith et al. (2007) e Ramalingan et al.
(2007). As células isoladas do granuloma hepético foram cultivadas (1x10° células/poco) na
presenga de 1mg/ml de Brefeldina A e 10 pg/ml SEA por 4 horas. Ap0s este periodo, as células
foram incubadas com anticorpos conjugados a fluorocromos especificos para determinantes
antigénicos expressos na membrana plasmatica de linfocitos, eosinofilos e macréofagos: F4/80

PercP (eBioscience), CD3 APC-CY7, CD4 PE , CD25 PercP, CCR3 Alexa 647, CD11b Pacif
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Blue, (BD Pharmigen). A producéo de citocinas IL-4 e IL-10 (anti-IL-10 FITC e anti-IL-4 PE e
anti-Foxp3 PE- BD Pharmigen) por diferentes tipos celulares também foi avaliada apos
permeabilizacdo celular (PBS 1x, 0.5% de BSA, 2mM de Azida, 0.5% Saponina) por 10 min em
temperatura ambiente. Todos os anticorpos utilizados foram previamente titulados antes da sua
utilizacdo e empregados em concentracBes especificas. No primeiro mix utilizou-se o0s
marcadores anti-CD3 APC-Cy7, anti-CD4 PE Cy7, anti- CD193 Alexa647, anti-F4/80 PerCP,
anti-CD11b Pacific Blue, anti-IL-10 FITC e anti-ll-4 PE. No segundo mix objetivou-se avaliar a
porcentagem de linfocitos CD4" ativados, bem como a porcentagem de linfécitos T regulatorios
presentes, utilizando-se para isto os marcadores anti-CD4-PE Cy7, anti-FoxP3-PE e anti-CD25-
PercP, anti-IL-10 FITC. Apds a marcacdo, as células foram lavadas e fixadas com solucdo 1:1
formaldeido 4% e PBS 1X e analisadas, apds leitura em citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il

(Becton Dickinson, CA) usando o software CellQuest Flow Jo (V.7.6.3).

5.3.5.9. Separacéo de células CD11b" do granuloma hepético e verificagdo do
perfil de ativagcéo

Em camundongos, CD11b é fortemente expresso em macréfagos/mondcitos e em menor
intensidade em granuldcitos, células NK e DCs (Lagasse et al. 1996). Células CD11b" foram
isoladas da suspensédo celular obtida do granuloma hepatico de um pool de dois camundongos
infectados através de separacdo magnética usando anticorpo monoclonal anti-CD11b (Smith et al.
2004), empregando kit comercialmente disponivel e seguindo as instrugcbes do fabricante
Miltenyl Biotec. Primeiramente, as células CD11b" foram magneticamente marcadas com
Microbeads anti-CD11b. Em seguida, a suspensao celular foi passada através da coluna MACS

®, que é colocada no campo magnético de um separador MACS. As células magneticamente
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marcadas foram retidas na coluna, enquanto as demais passaram pela coluna e foram separadas.
Em seguida, a coluna contendo as células foi retirada do campo magnético e as células CD11b"
foram recuperadas como a fracao de células positivamente selecionadas. As células isoladas por
colunas magnéticas foram quantificados e distribuidos em placas de 96 pogos para cultura de
células Costar (Corning, NY) na concentracdo de 5x10° células por poco. As células foram
cultivadas em duplicatas de 200 pL em meio RPMI contendo 10% de SFB e 10 ug/mL de
antigeno do parasito (SEA). As placas foram mantidas em estufa a 37°C, com 5% de CO2 por 48
h. Apds este periodo, o sobrenadante foi recolhido e utilizado para a quantificacdo de citocinas
(IL-4, IL-10, MIF, TGF-B) e das quimiocinas (CCL3, CCL11 e CXCL1), enquanto que as células

foram utilizadas para a quantificacdo de atividade enzimatica de ARG1.

O sobrenadante de cultura de células CD11b" dos granulomas hepéticos dos diferentes
grupos experimentais também foi utilizado para estimar a producdo de 6xido nitrico, produto
tipico da estimulacdo de macrdéfago durante uma resposta imune do tipo 1 (Pesce et al. 2009)
através da dosagem de nitrito empregando-se o reagente de Griess. De forma simplificada, o
sobrenadante incubado na proporcdo de 1:1 com o reagente de Greiss (sulfanilamida 0.1 %
naphthylethylene diamine dihydrochloride 2 % H3PO4) foi deixado em repouso em temperatura
ambiente por 10 minutos. A absorbancia medida no comprimento de onda de 550 nm foi
realizada usando leitor de microplacas Spectra Max (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A
concentragéo do nitrito foi determinada empregando curva padrdo com concentragdes conhecidas

de nitrito de sédio (NaNO,).
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5.3.5.10. Atividade de Arginase

A atividade de ARG esta relacionada a sintese de colageno e proliferacdo celular (Barron
& Wynn 2011). As células CD11b" isoladas foram utilizados para a quantificagdo da atividade
da enzima ARG1 (Arginase) conforme descrito anteriormente (Corraliza et al. 1994; Thompson
et al. 2007). As células CD11b" isolados de granulomas hepaticos de camundongos de diferentes
grupos experimentais foram plaqueadas e estimuladas, como descrito acima. Apds a retirada do
sobrenadante de cultura, as células aderidas foram lizadas com tampéo fosfato contendo 0,1% de
Triton X-100 por 30 minutos em temperatura ambiente. Ap6s a incubacdo foram adicionados
adicionadas 100ul de MnCl, (10mM) e 100pl de Tris-HCI (50mM e pH 7,5) em cada pogo e a
placa foi aquecida a 55°C por 10 minutos. A uma aliquota de 25ul do lizado obtido na etapa
anterior foram adicionados 25ul de solugéo 0,5 M L-Arginina e a mistura foi incubada por 1 h a
37°C. A reacdo foi interrompida ap6s adicdo de 200ul da mistura acida contendo H,SO4, HsPO,
e H,O (1:3:7). Em seguida acrescentou-se 15ul de a-isonitrosopropiophenonea (IPSF) 9%
seguido de aquecimento a 100°C por 45 minutos e incubagdo no escuro por 10 minutos. Amostra
de 100ul da suspensdo final obtida de cada tratamento foi transferida para microplaca de 96
pocos e a formacdo de ureia foi colorimetricamente estimada através da leitura de absorbancia
medida no comprimento de onda de 540 nm usando leitor de microplacas Spectra Max
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A concentracdo de uréia nas amostras foi obtida atraves da
comparagdo da absorbancia da curva padréo construida com amostras de concentragdo conhecida

de uréia (diluicdo seriada a partir de Img/ml) diluidas nas mesmas condic¢des do ensaio.
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5.3.5.11. Anédlise Estatistica

Foi realizada andlise de dispersdo de dados para verificar a adequabilidade do uso de um
teste paramétrico. Os dados foram analisados no programa Prisma 5.0 por meio do teste T de
Student ou da andlise de variancia (ANOVA one way) seguida pelo teste de Newman-Keuls, que
realiza a comparagdo entre todos os grupos entre si. Os dados quando considerados néo
paramétricos foram analisados pelo teste de Mann-Whitney ou pelo teste de Kruskal-Wallis. Os
resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (EPM). O intervalo de confianca

foi fixado em 95% e as diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.
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5.4. RESULTADOS
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5.4.1. Avaliacdo de parametros parasitolégicos em camundongos WT, CCL3" e
CCR5™.

ApoGs a 8 semana da infecgdo com 25 cercérias de S. mansoni por camundongo, foram
recuperados em média 7,4 + 1,2 e 6,8 + 1,5 vermes da circulacdo de camundongos CCL3™ e
WT, respectivamente, valor considerado estatisticamente semelhante na comparagdo entre 0s
grupos experimentais. Ap6s 12 semanas de infeccdo também ndo foi detectada diferenca
significativa no numero de vermes recuperados da circulagdo sanguinea dos grupos
experimentais, sendo recuperados 8,6 + 0,96 vermes em camundongos CCL3-/- e 10,1 £ 0,6 em
camundongos ndo selvagens (Figura 27A). Também ndo foram observadas diferencas
significativas quanto a eliminacdo de ovos pelas fezes entre 0s grupos experimentais, em ambas
as fases da infeccdo (figura 27B). Quanto aos ovos retidos nos tecidos, foi verificado um
acumulo significativo de ovos no intestino e no figado dos animais avaliados na fase crénica em
relacdo a fase aguda. Contudo, a retencdo de ovos do parasito nos diferentes tecidos do
hospedeiro foi semelhante entre os grupos CCL3” e WT, tanto na fase aguda como na fase

cronica (figura 27C e 27 D).
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Figura 27. Avaliagao da carga parasitaria no decorrer da infeccdo por S. mansoni em camundongos
C57BL/6 deficientes na producgdo de CCL3 (CCL3") e ndo deficientes (WT). (A) O numero total de
vermes recuperado apds perfusdo sanguinea; (B) Numero de ovos do parasito eliminados por grama de
fezes (OPG); (C) numero de ovos recuperados do intestino (delgado e grosso) apos digestdo do érgdo em
solugdo de KOH 5% e (D) ovos retidos no figado quantificados apds digestdo completa com KOH 5%. As
contagens foram realizadas apés 8 (fase aguda) e 12 (fase crénica) semanas de infeccdo experimental

com 25 cercarias de S. mansoni/camundongo.

Os valores representam a média + EPM de vermes

recuperados de camundongos infectados WT (n=10) e CCL3” (n=12). * representa valor de p<0,05 na
comparacdo entre a fase aguda e crénica com animais do mesmo grupo.
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A carga parasitaria também foi comparativamente avaliada em camundongos C57BL/6
geneticamente deficientes na expressdo do receptor CCR5 (CCR5™) e seus controles ndo
deficientes WT, tanto na fase aguda como na fase cronica (Figura 28). N&o houve diferencas na
recuperagdo de vermes da circulacdo de camundongos WT (5,2 + 0,4 vermes) e camundongos
CCR5™ (5,6 + 0,7) ap6s 8 semanas da infeccdo e também na 122 semana da infecgdo por S.
mansoni nos animais WT (9,3 % 0,7 vermes) e camundongos CCR5" (8,6 + 0,8) (Figura 28A).
Nas fezes, foram quantificados em média 525 + 356 ovos/g de fezes nos camundongos WT e
1290 + 761 ovos/g de fezes em camundongos CCR5™, durante a fase aguda e na fase cronica
obteve-se em média 463 + 92 ovos/g de fezes nos camundongos WT e 419 + 34 ovos/g de fezes
em camundongos CCR5™, sem diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 28B). Também
ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre os animais WT e CCR5™ quanto ao niimero de
ovos retidos no intestino e no figado dos animais em ambas as fases da infecgdo avaliadas.
Entretanto, mais uma vez foi verificado aumento estatistico na recuperacdo de ovos retidos nos
tecidos nos dois grupos (WT e CCR5™) durante a fase cronica em comparagdo com o niimero de

ovos recuperados na fase aguda da infeccdo experimental (Figura 28C e 29D).
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Figura 28. Avaliagdo da carga parasitaria no decorrer da infec¢do por S. mansoni em camundongos C57BL/6
deficientes na produgdo de CCR5 (CCRS'/') e nao deficientes (WT). (A) Numero total de vermes recuperado apds
perfusdo sanguinea; (B) Numero de ovos do parasito eliminados por grama de fezes (OPG); (C) Niumero de ovos
recuperados do intestino (delgado e grosso) apds digestdo do 6rgdo em solugdo de KOH 5% e (D) Ovos retidos no
figado quantificados apds digestdo completa com KOH 5%. As contagens foram realizadas apds 8 (fase aguda) e 12
semanas (fase crénica) de infeccdo experimental com 25 cercarias de S. mansoni/camundongo. Os valores
representam a média + EPM de vermes recuperados de camundongos infectados e WT (n=11) e CCR5 o (n=10). *,
** @ *** representam p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente, na comparagdo entre a fase aguda e cronica

com animais do mesmo grupo experimental.
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5.4.2. Efeito da auséncia de CCL3 e CCR5 na patologia induzida pela infeccao
por Schistosoma mansoni

Para analisar possiveis alteraces clinicas induzidas pela infeccdo por S. mansoni em
camundongos dos diferentes grupos experimentais, o peso do baco, figado e intestino de cada
animal foi medido e expresso em relacdo ao peso corporal do animal. Os dados apresentados na
Figura 29 mostram que camundongos cronicamente infectados apresentam aumento do volume
do bago, figado e do intestino em relacdo ao volume destes 6rgdos em animais ndo infectados,
representado pela linha tracejada (os valores obtidos entre os diferentes grupos experimentais
ndo infectados nédo foi diferente do ponto de vista estatistico). Comparando o volume dos 6rgéaos
recuperados dos animais cronicamente infectados, observou-se que o aumento de volume do
figado e do intestino em camundongos WT e CCL3"" foi estatisticamente semelhante, enquanto
que o volume do baco de camundongos CCL3" cronicamente infectado foi estatisticamente
menor que nos animais nao deficientes. Em contrapartida, os animais deficientes na producao do
receptor CCR5 (CCR5™) cronicamente infectados apresentaram aumento perceptivel do baco,
porém sem diferenca estatistica, mas o volume do intestino e do figado foi estatisticamente

superior em relagdo aos animais ndo deficientes (WT) e também em relacdo aos animais CCL3™".
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Figura 29. Volume do intestino (A), figado (B) e bago (C) de camundongos C57BL/6 deficientes na producéo de
CcCL3 (CCL3'/ '), deficientes na produgdo de CCR5 (CCR5'/ ') e ndo deficientes (WT) cronicamente infectados por S.
mansoni. Os animais foram infectados com 25 cercdrias de S. mansoni e necropsiados apds 12 semanas da
infecgdo. O intestino (A), figado (B) e bago (C) foram retirados e pesados e foi estabelecida uma relagdo entre o
peso do érgdo e o peso corporal de cada animal experimental. Os valores representam a média + EPM das
proporgdes obtidas nos trés grupos experimentais. #, ## e ### representam p<0,05, p<0,01 e p<0,001 na
comparagdo de animais CCL3” e CCRS” versus WT. *** representa p<0,001 na comparacdo entre camundongos
ccL3” e CCRS™". A linha tracejada representa a proporg¢do obtida nos animais ndo infectados.

A fibrose hepatica é a causa primaria da morbidade crénica causada pela esquistossomose
(Cheever et al. 2000). Para determinar se CCL3 e CCRS5 influenciam na fibrogénese, foi
determinado o contetdo de hidroxiprolina em granulomas isolados dos animais infectados como
medida da deposicdo tecidual de colageno durante a fase cronica. A Figura 30 mostra que

concentragdo de hidroxiprolina em granulomas de camundongos CCL3™ cronicamente
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infectados foram semelhantes a concentragdo hidroxiprolina medida em granulomas isolados de
animais ndo deficientes no mesmo periodo. Entretanto, o teor de hidroxiprolina no granuloma

dos animais CCR5™ foi significativamente maior em relacdo aos animais WT e CCL3™".
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Figura 30. Quantifica¢do de hidroxiprolina nos granulomas isolados camundongos C57BL/6 deficientes
na producdo de CCL3 (CCL3”"), deficientes na producio de CCR5(CCR5”) e n3o deficientes (WT)
durante a fase cronica da infeccao por S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da
quantidade de hidroxiprolina estimada em granuloma isolado de camundongos WT, CCL3” e CCR5”
infectados com 25 cercérias/camundongo apds a 122 semana de infeccdo por S. mansoni.

A dosagem do nivel de transaminases séricas teve como objetivo a avaliagdo comparativa
do grau de lesdo hepética nos diferentes grupos experimentais. A quantificacdo da atividade de
Aspartato Aminotransferase (AST) e da Alanina Aminotransferase (ALT) no soro dos
camundongos infectados e seus controles ndo infectados mostra discreto aumento durante a fase
aguda da esquistossomose e este nivel foi semelhante entre os grupos WT, CCL3" e CCR5”
(dados ndo mostrados). Na fase cronica da esquistossomose foi demonstrado o aumento de

atividade de AST e de também de ALT nos animais infectados em relacdo aos animais nao
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infectados (linha tracejada do gréfico). No caso da atividade de AST, o aumento induzido pela
infeccé@o por S. mansoni foi estatisticamente semelhante nos camundongos dos diferentes grupos
experimentais (Figura 31A), enquanto que o aumento sérico da atividade de ALT nos animais
CCR5" foi maior que em animais WT e em CCL3” (Figura 31B). Os dados claramente
demonstram que a morbidade da esquistossomose cronica foi mais intensa nos camundongos

deficientes no receptor de CCR5.
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Figura 31. Atividade sérica de Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT) em
camundongos C57BL/6 deficientes na produ¢do de CCL3 (ccL3”), deficientes na produgao de
CCR5(CCR57) e ndo deficientes (WT) durante a fase crénica da infeccdo por S. mansoni. A linha
pontilhada representa o nivel obtido nos animais ndo infectados. Os valores representam média + EPM
da atividade enzimatica sérica em camundongos WT, CCL3” e CCR5” nio infectados, apods 12 (fase
crbnica) semanas da infec¢do com 25 cercarias/animal de S. mansoni. # representa o nivel de
significancia com valor de p < 0,05 na comparacgdo entre os niveis das citocinas obtidos entre os grupos

CCR57 versus WT.
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5.4.3. Perfil de resposta imunolégica

5.4.3.1. Produgcao de quimiocinas no tecido e nos granulomas isolados de
camundongos WT, CCL3" e CCR5™".

Apo6s a confirmagdo dos pardmetros parasitoldgicos e dos aspectos de morbidade da
esquistossomose, a investigacao sobre as diferencas na resposta imunoldgica foi centralizada no
figado, ja& que nos estudos preliminares este 6rgdo se mostrou diferentemente afetado entre os
grupos experimentais utilizados. A producdo local de quimiocinas é fator determinante no
processo de inflamacéo tecidual, afetando o recrutamento e o posicionamento celular durante a
formacdo do granuloma e, por isso, os niveis de algumas quimiocinas foram determinados com o
objetivo de verificar influéncia da producdo destes ligantes na composi¢do celular dos

granulomas na auséncia de CCL3 e de CCR5 em comparagdo com 0s animais selvagens WT.

A quantificacdo da concentracdo das quimiocinas foi medida em granulomas isolados de
camundongos dos diferentes grupos experimentais na fase aguda e cronica da esquistossomose
experimental. A concentracdo de CXCL1 foi semelhante em granulomas isolados dos 3
diferentes grupos experimentais durante a fase aguda da infec¢do por S. mansoni (Figura 32A).
Na fase crbnica a concentracdo de CXCL1 foi estatisticamente menor nos granulomas isolados
de animais CCL3™" e maior nos granulomas de CCR5” em comparagdo com os animais ndo
deficientes, WT. Além disto, a concentracdo de CXCL1 quantificado no granuloma de CCR5”
foi também significativamente maior quando comparado com os niveis dos animais CCL3"
(Figura 32B).

Conforme esperado, ndo houve producdo de CCL3 no figado ou granuloma isolados dos
camundongos CCL3" durante a infeccdo por S. mansoni (Figura 32 e 33). Também foi
verificado que a concentracdo de CCL3 nos granulomas de camundongos CCR5™ durante a fase

aguda da infecc@o foi maior em relagdo aos granulomas de animais WT, mas sem diferenca
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estatistica (Figura 32C). Entretanto, nos granulomas isolados de camundongos cronicamente
infectados foi verificado uma reducéo significante dos niveis de CCL3 nos granulomas isolados

de figado CCR5” em relagéo aos animais WT (Figura 32D).

A concentracdo de CCL11 em granulomas isolados na fase aguda da infeccdo foi
significativamente aumentada nos animais CCL3” em comparacdo com os animais WT e
também em comparacdo com os animais CCR5” (Figura 32E). J4 nos granulomas de
camundongos durante a fase cronica da infeccdo por S. mansoni observou-se uma reducdo da
concentracdo de CCL11 (Figura 32E), e essa reducéo foi estatisticamente inferior em CCL3™"

comparado com o0s niveis obtidos nos granulomas de animais WT.
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Figura 32. Concentracdo das quimiocinas CXCL1, CCL3 e CCL11 em granulomas isolados camundongos C57BL/6
deficientes na produgdo de CCL3 (CCL3'/ '), deficientes na produgdo de CCR5(CCR5'/ ') e ndo deficientes (WT) no
decorrer da infeccdo por S. mansoni. (A) Concentragcdo de CXCL1 em granulomas isolados na fase aguda da
esquistossomose e em (B) na fase cronica; (C) Concentragdo de CCL3 em granulomas isolados na fase aguda da
esquistossomose e em (D) na fase cronica; (E) Concentracdo de CCL11 em granulomas isolados na fase aguda da
esquistossomose e em (F) na fase crénica. Os granulomas foram isolados de animais apds 8 (fase aguda) e 12 (fase
crbnica) semanas de infeccdo com 25 cercarias/animal de S. mansoni. # e ### representam respectivamente p <
0,05 e p<0,001 na comparagdo de animais ccL3” e CCR5” versus WT. * representa p<0,05 na comparagdo entre
camundongos ccL3” e CCR5™.
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Na tentativa de verificar a participagdo de células teciduais na producdo de quimicionas
também foi quantificado a concentracdo de quimiocinas no homogenato hepéatico dos animais
cronicamente infectados por S. mansoni. O homogenato hepatico de camundongos CCL3™
infectados apresentaram concentragdes significativamente menores das citocinas CXCL1, que
atua como no recrutamento de neutrofilos, e de CCL11/eotaxina, que é um importante
quimioatraente para eosindéfilos, em relacdo aos camundongos selvagens e aos camundongos WT
(Figura 35A e 35C). Por outro lado, no homogenato de figado de camundongos CCR5™ a
concentragdo de CCL3 e de CXCL1 foi estatisticamente maior que em WT (Figura 33A e
Figura 33B). Ao contréario, camundongos CCR5" infectados apresentaram niveis de CCL11

semelhantes ao quantificado nos camundongos WT (Figura 33C).
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Figura 33. Concentragdo de quimiocinas no figado de camundongos C57BL/6 deficientes na produgio
de CCL3 (cCL37"), deficientes na produgdo de CCR5 (CCR57) e ndo deficientes (WT) durante a fase
cronica da infecgdo por S. mansoni. Concentragdo tecidual de (A) CXCL1, (B) CCL3 e (C) CCL11. A linha
tracejada representa o nivel de citocinas nos animais ndo infectados. # e ## representam
respectivamente p<0,05 e p<0,01 na comparacdo de animais CCL3” e CCR5” versus WT. *** representa

p<0,001 na comparacgdo entre camundongos CCL3" e CCR5™".
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5.4.3.2. Perfil de citocinas no tecido hepatico e granulomas isolados de
camundongos WT, CCL3" e CCR5™..

Para caracterizar o perfil de ativacdo das células que compdem o granuloma hepatico de
camundongos infectados por S. mansoni na auséncia de CCL3 e CCR5, os granulomas hepaticos
dos animais infectados foram isolados, processados e do homogenato obtido foram quantificadas
citocinas pro-inflamatdrias, de perfis inflamatorio Thl, Th2, Th17 e citocinas regulatorias apds 8
e 12 semanas de infeccdo por S. mansoni. Durante a fase aguda da infeccdo, a concentracéo de
TNF-a, MIF, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-13, IL10 e TGF-B nao foram significativamente diferentes

entre 0s grupos experimentais, conforme esquematizado na Figura 34.
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Figura 34. Concentragdo de citocinas no granuloma de camundongos C57BL/6 deficientes na produgdo de CCL3
(CCL3'/ '), deficientes na produgdo de CCR5 (CCRS'/ ') e ndo deficientes (WT) durante a fase aguda da infecg¢do por
S. mansoni. Niveis de IL-17 (A), TNF-a (B), IFN-y (C), IL-10 (D), IL-4 (E) e IL-13 (F) no homogenato de granuloma
hepatico isolado de camundongos WT, ccL3” e de CCR5” apods 8 semas da infec¢do por S. mansoni. Os valores
representam a média + EPM da concentragdo das citocinas estimadas pela técnica de ELISA.
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A producdo de citocinas pro-inflamatérias nos granulomas hepéticos isolados de
camundongos WT, CCL3" e CCR5" durante a fase cronica da infeccdo por S. mansoni esta
representada na Figura 35. Foram quantificados niveis significativamente inferiores da citocina
pré-inflamatéria TNF-o e de IL-17 nos granulomas obtidos de animais CCL3" em comparagéo
aos animais WT. Em contrapartida, a concentragdo destas citocinas no granuloma dos animais
deficientes na producdo de CCR5 (CCR5") foram superiores em comparagdo com 0s animais
selvagens e em relacéo aos animais CCL3" (Figura 35A e D). O perfil de producdo de MIF em
granulomas hepaticos isolados durante a fase cronica da infeccdo esta representado na (Figura
35B). Os camundongos CCL3" apresentaram uma relativa diminuicdo da producéo de MIF em
relacio aos animais WT, porém sem significancia estatistica. J4 os camundongos CCR5™
apresentaram uma producdo significativamente aumentada em relacdo aos animais selvagens e
também em relacdo aos animais CCL3™. N&o houve diferenca entre os niveis de IFN-y, citocina

tipica da resposta imune do tipo-1, entre os grupos experimentalmente infectados (Figura 35C).
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Figura 35. Concentragao de citocinas no granuloma de camundongos C57BL/6 deficientes na produgdo
de CCL3 (cCL3”"), deficientes na producdo de CCR5 (CCR57") e n3o deficientes (WT) durante a fase
cronica da infecgdo por S. mansoni. Niveis de TNF-a (A), MIF (B), IFN-y (C), IL-17 no homogenato de
granuloma hepatico de camundongos infectados com 25 cercarias/animal e necropsiados apds 12
semanas da infec¢do S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentragdo das citocinas
estimadas pela técnica de ELISA # e ## representam respectivamente p<0,05 e p<0,01 na comparac¢ado
de CCL37 e CCR5” versus WT. ** e *** representam respectivamente p<0,01 e p<0,001 na comparacio
entre camundongos CCL3” versus CCR5™".
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A concentracgéo de citocinas do perfil Th-2 (IL-4, IL-5 e I1L-13) nos granulomas isolados de
camundongos cronicamente infectados por S. mansoni nos trés grupos experimentalmente
infectados estd ilustrada na Figura 36. Com relacdo a producdo de IL-4 e IL-5 ndo foram
observadas diferencas estatisticas na concentracdo destas citocinas no homogenato de
granulomas hepéticos de camundongos do grupo WT e CCL3* apesar de uma relativa
diminuicdo dos niveis produzidos neste Gltimo grupo. Entretanto, a concentragdo de IL-13 no
homogenato de granuloma de camundongos CCL3™ foi estatisticamente menor que no
granuloma de camundongos WT. Em granulomas isolados de camundongos CCR5"
cronicamente infectados foi verificado que a concentragdo de IL-5 foi semelhante entre os
animais CCR5” e WT (Figura 36B). Porém os niveis de IL-4 e IL-13 formam estatisticamente
elevados nos granulomas dos animais deficientes na producdo de CCR5 em comparagdo com 0s
animais ndo deficientes. Consequentemente, quando comparamos a produgdo entre 0S grupos
experimentais CCL3" e CCR5” observamos uma maior producdo de IL-4 e IL-13 nos
granulomas hepéticos de animais CCR5” em comparacdo com os niveis quantificados nos

granulomas isolados do figado de animas CCL3" (Figura 36A e 36C).
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Figura 36. Concentragao de citocinas no granuloma de camundongos C57BL/6 deficientes na produgio
de CCL3 (cCL3”"), deficientes na produgdo de CCR5 (CCR57) e n3o deficientes (WT) durante a fase
cronica da infecgdo por S. mansoni. Niveis de IL-4 (A), IL-5 (B), IL-13 (C) no homogenato de granuloma
hepatico de camundongos infectados com 25 cercarias/animal e necropsiados apds 12 semanas da
infeccdo S. mansoni. Os valores representam a média £+ EPM da concentragao das citocinas estimadas
pela técnica de ELISA # representa p<0,05 na comparagdao de camundongos CCL3” e CCR5”" versus WT.
*** representa p<0,001 na comparagdo entre camundongos CCL3" versus CCR57".

Conforme demonstrado na Figura 37B, na fase cronica da infecgdo por S. mansoni a
concentragdo de TGF-P nos granulomas hepéticos de animais CCR5™ foi estatisticamente maior
que nos granulomas isolados de animais ndo deficientes (WT) e também em relacdo aos niveis
quantificados nos granulomas hepéaticos de animais CCL3"". Nesta mesma fase, a concentragdo de
IL-10 em granulomas de camundongos WT e CCR5™ foi estatisticamente semelhante, entretanto a
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concentracdo de IL-10 em granulomas de camundongos CCL3™ foi menor em relagdo as

concentragdes obtidas de animais WT e CCR5™ (Figura 37A).
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Figura 37. Concentragdo de citocinas no granuloma de camundongos C57BL/6 deficientes na produgdo
de CCL3 (cCL3”"), deficientes na produgdo de CCR5 (CCR57) e ndo deficientes (WT) durante a fase
cronica da infecgcdao por S. mansoni. Niveis de IL-10 (A) e de TGF-B (B) no homogenato de granuloma
hepatico de camundongos infectados com 25 cercarias/animal e necropsiados apds 12 semanas da
infeccdo S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentracdo das citocinas estimadas
pela técnica de ELISA # e ### representam respectivamente p<0,05 e p<0,001 na comparagdo de
animais CCL37 e CCR5” versus WT. ** e *** representam respectivamente p<0,01 e p<0,001 na
comparagdo entre camundongos CCL3" versus CCR5".

Para comparar o perfil de ativacdo detectado em granulomas isolados com o do tecido
hepatico dos animais infectados, a concentracdo de citocinas também foi estimada no
homogenato de figado de camundongos na fase cronica da infeccdo por S. mansoni. A
concentracdo de citocinas pré-inflamatérias no figado de camundongos C57/BL6 WT, CCL3" e
CCR5™, na fase cronica da infeccdo por S. mansoni esta representada na Figura 38. O padréo de
estimulacao foi semelhante ao observado no granuloma. A concentracdo de TNF-a e de IL-17 no
homogenato hepético de camundongos CCL3™ foi significativamente reduzida em comparago

com o0s niveis obtidos de animais C57/BL6 WT e de animais CCR5”, enquanto que a
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concentracdo destas citocinas foram maiores no figado de camundongos CCR5” (Figura 38A e
38D). N&o encontramos associacdes estatisticas significativas entre os grupos WT, CCL3™ e
CCR5" em relagéo & quantificagdo de IFN-y e MIF; entretanto, o valor da concentragdo de IFN-y

foi menor em todos os animais deficientes (Figura 38B e 38C).
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Figura 38. Concentracdo de citocinas figado de camundongos C57BL/6 deficientes na producio de
CCL3 (ccL37"), deficientes na produgdo de CCR5 (CCR57") e n3o deficientes (WT) durante a fase crdnica
da infec¢ao por S. mansoni. Niveis de TNF-a (A), MIF(B), IFN-y (C) e IL-17 (D) no homogenato de
granuloma hepatico de camundongos infectados com 25 cercarias/animal e necropsiados apds 12
semanas da infec¢do S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentragdo das citocinas
estimadas pela técnica de ELISA. # representa r p<0,05 na comparacdo de camundongos CCL37 e CCR5”
versus WT e *** representa p<0,001 na comparagdo entre camundongos CCL3" versus CCR5™".
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A concentracdo das citocinas de perfil Th-2 no figado dos animais experimentais esta
esquematizada na Figura 39. Os niveis de IL-5, apesar de um relativo declinio no grupo CCL3™",
ndo foram diferentes em relagdo aos niveis quantificados no figado dos animais selvagens WT. A
concentracdo de IL-4 e da citocina pro-fibrética 1L-13 no figado de camundongos CCL3™ foi
significativamente menor que em camundongos WT, enquanto que em camundongos CCR5" a
concentragdo destas citocinas foi significativamente aumentada em relacdo aos animais WT e
CCL3™ (Figura 39A e 39C). Os dados obtidos no granuloma e no figado sugerem que a

auséncia de CCL3 e do receptor CCR5 interferem no perfil da resposta imune de maneira oposta.
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Figura 39. Concentracgdo de citocinas de perfil Th-2 no figado de camundongos C57BL/6 deficientes na
produgdo de CCL3 (ccL3”), deficientes na produgdo de CCR5 (CCR57) e n3o deficientes (WT) durante a
fase cronica da infeccdo por S. mansoni. Niveis de IL-4 (A), IL-5 (B), IL-13 (C) no homogenato de
granuloma hepatico de camundongos infectados com 25 cercarias/camundongo e necropsiados apds 12
semanas da infec¢do S. mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentragdo das citocinas
estimadas pela técnica de ELISA # e ## representam respectivamente p<0,05 e p<0,001 na comparagado
dos animais CCL3” e CCR5”" versus WT. ** g*** representam p<0,01 e p<0,001 na comparagdo entre

camundongos CCL3” versus CCR5™".
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A quantificacdo das citocinas regulatdrias IL-10 e TGF-f no figado de camundongos C57/BL6
WT, CCL3" e CCR5* durante a fase cronica da infeccdo por S. mansoni esta esquematizada na
Figura 40. A concentracdo de IL-10 foi significativamente aumentada no tecido hepético de
camundongos CCR5"" quando comparados aos niveis obtidos do figado de animais selvagens WT e
CCL3™. Entretanto, a concentragdo de TGF-B no homogenato hepatico de animais CCL3” e CCR5™

foi menor que em animais WT.
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Figura 40. Concentracdo de citocinas regulatdrias no figado de camundongos C57BL/6 deficientes na
producio de CCL3 (CCL37), deficientes na produc3o de CCR5 (CCR57") e n3o deficientes (WT) durante a
fase crénica da infec¢do por S. mansoni. Niveis de IL-10 (A) e de TGF-B (B) no homogenato de figado de
camundongos infectados com 25 cercarias/camundongo e necropsiados apds 12 semanas da infecgdo S.
mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentracdo das citocinas estimadas pela técnica
de ELISA # representa p<0,05 na comparagao de CCL3” e CCR5” versus WT. ** representa p<0,01 na
comparac¢do entre camundongos CCL3" versus CCR5".

As Tabelas 9 e 10 sintetizam a producdo de quimiocinas e citocinas no figado e nos

granulomas entre os diferentes grupos experimentais durante a fase cronica da infecgéo.
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Tabela 9. Producdo de quimiocinas no figado e no granuloma de animais WT, ccL3” e CCR5™.

Figado Granuloma
Quimiocinas WT ccLs” CCR5™ WT ccLs” CCR5™
CXCL1 204+32 25+17° 362+104° 214+34 31+19" 349457
CCL3 123 + 30 - 239+38" 342 + 44 - 212 + 45"
1
CCL11 1507 + 34 971+126™ 1427 +29 3416+603 302+304™*  1326+34"

Os dados representam a média + erro padrdo da concentragdo de quimiocinas em pg/ml. # e ## representam
p<0,05 e P<0,01 na comparacgdo dos valores obtidos dos animais ccL3” e CCR5” em relagdo aos animais WT e ***
representa nivel de significancia com p<0,001 na comparagdo entre os animais ccL3” e ccrs”.

Tabela 9. Produgio de quimiocinas no figado e no granuloma de animais WT, CCL3”" e CCR5™".

Figado Granuloma

Citocinas WT ccL3” CCR5™ WT ccL3” CCR5™
TNF-a 213 + 27 100 + 21" 302+ 20"" 415+54 268+37° 401 +38
MIF 16 + 10 43+6 38+8 61+ 16 37+9 122 + 9" »
IFN-y 96 + 50 45 + 30 15 +10 37 +14 14+6 21+10
IL-17 308 + 26 142 +27%  391+38  372+51 242 +40" 582 +90"
IL-4 1459 + 48 764+ 87"  1710+81"" 1610+100 1129+154  2035+90""
IL-5 234 + 20 202 + 43 347 +31" 355+75 273+42 387 +19
IL-13 255 + 21 52+ 19" 284+17° 306+24 183+30  372+19%
IL-10 208 + 14 182+36  267+15  389+37  199+26  408+45
TGF-B 46+ 4 14 + 4* 31+ 3 21+6 19+3 42 + 6"+

Os dados representam a média + erro padrdo da concentragdo de quimiocinas em pg/ml. #, ## e ### representam
p<0,05, p<0,01 e p<0,001 na comparacdo dos valores obtidos dos animais cCL3” e CCR5” em relacdo aos animais
WT e *, ** e *** representam respectivamente nivel de significancia com p<0,05, p<0,01 e p<0,001 na
comparacgdo entre os animais ccL3” e ccrs™.
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5.4.3.3. Atividade enzimatica como determinacdao indireta do infiltrado celular nos
granulomas hepaticos isolados de camundongos CCL3”, CCR5" e WT

A estimativa da infiltracdo/ativacdo celular nos granulomas isolados foi indiretamente
realizada através da quantificacdo de atividade enzimatica de Mieloperoxidase (MPQO) como
medida indireta da infiltracdo/ ativacdo de neutrofilos, Peroxidase de Eosindfilos (EPO) para
eosinofilos e de N-acetilglicosaminidase (NAG) para macrdfagos durante a fase aguda e durante

a fase cronica da infecgdo por Schistosoma mansoni.

Em camundongos ndo deficientes (WT), os granulomas hepaticos recuperados durante a
fase aguda da infeccdo por S. mansoni apresentaram atividade elevada de MPO, que foi
estatisticamente semelhante a atividade de MPO quantificada no granuloma hepatico recuperado
de camundongos deficientes na producio de CCL3 (CCL3™) e de animais deficientes no receptor
CCR5 (CCR5”) no mesmo periodo da infeccdo (Figura 41A). Durante a fase cronica da
esquistossomose a atividade de MPO foi baixa nos granulomas recuperados dos camundongos
WT e em CCL3" em relagdo aos niveis obtidos de granulomas isolados durante a fase aguda da
infeccdo. Porém a atividade de MPO permaneceu aumentada nos animais deficientes na
producdo do receptor CCR5” em relagdo aos animais CCL3" e WT, mas sem significancia

estatistica (Figura 41B).

Na oitava semana de infeccdo, a atividade de EPO nos granulomas de animais CCL3™ e
nos animais CCR5” (Figura 41C) foi estatisticamente menor que atividade de EPO detectada
em granulomas de animais WT com o mesmo tempo de infecgdo. Durante a fase crénica,
granulomas hepaticos isolados de animais CCL3" e CCR5” apresentaram aumento estatistico da

atividade de EPO em relag&o aos animais ndo deficientes, WT (Figura 41D).
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Nos granulomas isolados de camundongos WT e CCL3" durante a fase aguda da infeccéo
por S. mansoni foi detectado baixa atividade de NAG, enquanto que nos camundongos CCR5™"
esta atividade enzimética foi estatisticamente maior nesta fase da infec¢do (Figura 41E). Apos
12 semanas de infeccdo foi observada uma diminuicdo da atividade de NAG nos camundongos
CCL3" em relacdo aos animais WT, e um aumento significativo dos niveis de NAG nos animais
CCR5" em relacdo aos camundongos ndo deficientes, sugerindo uma menor participacéo de
macrdfagos no granuloma durante a fase cronica na auséncia do ligante CCL3 e um aumento da

infiltracdo de macrdfagos na auséncia do receptor CCR5 (Figura 41F).
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Figura 41. Atividade de Mieloperoxidase (MPO), Peroxidadse de eosindfilos (EPO) e de N-acetilglicosaminidase
(NAG) no granuloma camundongos C57BL/6 deficientes na produgdo de CCL3 (CCL3'/ '), deficientes na produgdo
de CCR5 (CCR5'/') e nao deficientes (WT) durante a infec¢do por S. mansoni. (A) EPO em granulomas isolados na
fase aguda da esquistossomose e em (B) na fase crénica; (C) MPO em granulomas isolados na fase aguda da
esquistossomose e em (D) na fase cronica; (E) NAG em granulomas isolados na fase aguda da esquistossomose e
em (F) na fase cronica). # e ## representam p<0,05 e p<0,01 na comparagdo entre os valores obtidos de
camundongos CCL3” e CCRS” versus WT. * e *** representam p<0,05 e p<0,001 na comparacdo entre
camundongos ccL3” e ccrs™".
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5.4.3.4. O efeito de CCL3 e de CCR5 na composicdo e ativacdo celular no
granuloma hepatico durante a infec¢cdo experimental por S. mansoni

Analisando os resultados expostos até 0 momento, constatou-se que as diferencas entre 0s
grupos experimentais ocorrem principalmente durante a fase cronica da infeccdo. Nossos dados
também revelaram que a composic¢do celular do granuloma, estimada pela atividade enzimatica,
e o perfil da resposta imunologica local foram alterados na auséncia do ligante CCL3 e de um
dos seus receptores, 0 CCR5. Para melhor caracterizar estas alteracdes, os granulomas hepaticos
foram dissociados, as células recuperadas foram fenotipadas e a producdo de citocinas em cada

tipo celular foi estimada.

Granuldcitos, macréfagos e linfocitos compdem o granuloma induzido por antigenos do
ovo de S. mansoni. As células recuperadas de granulomas hepéaticos de camundongos
cronicamente infectados foram avaliadas por tamanho e granulosidade e o perfil esta
representado na Figura 42, apresentados como porcentagem e também extrapolados para
nGmero absoluto de células. Os animais CCR5™ e WT apresentaram proporcdes semelhantes de
granuldcitos, macréfagos e linfocitos. Os animais CCL3™ apresentaram menor proporcio de
linfocitos no granuloma hepatico. Quando consideramos o nimero absoluto destas células foi
verificado que camundongos CCL3™ apresentam menor niimero de granuldcitos, macréfagos e
linfécitos em seus granulomas em relacdo aos animais WT e CCR5”. Contudo, este menor
numero de células s6 foi significativamente reduzido em relagdo ao numero de linfocitos
recuperados de camundongos CCL3" em relacdo aos animais WT e os animais deficientes na

expressdo de CCR5, conforme Figura 42F.
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Figura 42. Proporg¢ao e nimero de Granuldcitos, Macréfagos e Linfécitos na suspensao celular isolada
de granuloma hepatico de camundongos C57/BL6 selvagens WT, camundongos C57/BL6 deficientes na
producdo de CCL3 (CCL37) e de CCR5 (CCR5”) cronicamente infectados por S. mansoni. Acima dos
graficos encontra-se a figura representativa das populagdes celulares identificados por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) nos diferentes grupos experimentais. (A) proporcdo de granuldcitos, (B) numero
absoluto de granulécitos obtidos; (C) proporgdo de macrofagos e (D) numero absoluto de macréfagos
recuperados; (E) proporgdo de linfocitos e (F) nimero absoluto de linfécitos recuperados. Os valores
representam a média + EPM obtida apds 12 (fase crOnica) semanas da infecgdo com 25

cercarias/camundongo de S. mansoni. ## representa p<0,05 na comparag¢do entre camundongos ccLs”
versus WT. * representa p<0,05 na comparag¢do entre camundongos CCL3” e CCR5™".
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Apo6s a definicdo da populacdo de linfdocitos por tamanho e granulosidade, foram
avaliadas a quantidade de linfocitos TCD3*CD4", conforme ilustrado na Figura 43.
Camundongos geneticamente deficientes na producdo de CCL3 apresentaram reducdo
significativa no nimero a de células T CD3"CD4" recuperadas nos granulomas hepaticos em
relacdo aos animais selvagens e também em relacdo aos animais deficientes na producéo de
CCRS5 (Figura 43B). O nimero de linfocitos T CD3"CD4" que produzem IL-10 foi semelhante
entre os trés grupos experimentais, enquanto que o nimero de células produtoras de IL-4

apresentaram reduco nos animais CCL3™ e aumento nos animais CCR5" (Figura 43C).
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Figura 43. Propor¢do de células T CD3'CD4" obtidas do granuloma hepatico de camundongos C57/BL6
selvagens (WT), camundongos C57/BL6 deficientes na produgio de CCL3 (CCL3"") e de CCR5 (CCR57)
infectados por S. mansoni. (A) Figura representativa de linfécitos identificados por tamanho (FSC) e

granulosidade (SSC) CD3" e CD4" em cada grupo experimental (B) Nimero absoluto de nimero de
células T CD3CD4" e (C) Numero absoluto de células T CD3*CD4" produtoras de IL-4 e IL-10. Os valores
representam a média + EPM obtida apds 12 (fase cronica) semanas da infeccdo com 25 cercarias/animal

de S. mansoni. ## representa p<0,01 na comparag¢dao entre camundongos CCL3”" versus WT. **

representa p<0,01 na comparag¢ao entre camundongos CCL3" e CCR5™".
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Dentro da populagio de linfécitos T CD4'CD25", estimou se a expressdo de Foxp3 e a
producdo de IL-10, caracteristicos de linfdcitos T regulatérios (Treg), conforme ilustrado abaixo
(Figura 44A). Constatou-se um aumento do nimero de células T CD4"CD25" nos granulomas
de animais deficientes na producéo do receptor CCR5 em relacdo aos animais WT e CCL3™"
(Figura 44B), refletindo uma maior ativacdo celular nos granulomas de animais CCR5™. As
andlises da citometria de fluxo também revelaram que apds 12 semanas da infec¢do por S.
mansoni ha uma menor porcentagem de células T regulatérias (CD4"CD25"FoxP3"™ I1L-10%) no

granuloma de camundongos deficientes na producdo de CCR5 (Figura 44C).
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Figura 44. Quantificacdo de células T CD3'CD25" e CD4*CD25'FOXP3"'L-10" purificadas do granuloma hepatico de
camundongos C57/BL6 selvagens (WT), camundongos C57/BL6 deficientes na produgio de CCL3 (CCL3'/') e de
CCR5 (CCRS'/') infectados por S. mansoni. (A) Figura representativa de linfécitos T CD4+CD25+ que expressam
Foxp3 e produzem IL-10, (B) Nimero absoluto de nimero de células CD4*CD25", (C) Numero absoluto de células
Treg CD4'CD25 Foxp3'IL-10. Os valores representam a média + EPM obtida apés 12 (fase crénica) semanas da
infecgdo com 25 cercarias/animal de S. mansoni. # representa p<0,05 na comparagdo entre camundongos CCR5™”
versus WT. ** representa p<0,01 na comparag¢do entre camundongos ccL3” e CcR5™.
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A populacdo de granulécitos foi analisada pela expressdo do antigeno CD11b e de
CD193, que corresponde ao receptor CCR3, presente principalmente em eosinofilos, mas
também em mastocitos, basofilos, linfécitos Th2 e plaquetas (Charo et al. 2006). Os resultados
mostraram que ndo houve diferencas na porcentagem de granulécitos CD11b*CCR3", apesar de
uma relativa diminuicdo no nimero de células CD11b*CD193" no granuloma de animais CCL3™"
em relagdo aos animais WT e também aos animais CCR5”, este aumento n&o foi
estatisticamente  significante (Figura 45A). Dentro da populagdo de granulécitos
CD11b"CD193" foi analisada a porcentagem de células que produzem IL-4 e IL-10, ndo sendo

detectada diferenca na producéo de citocinas entre 0s grupos experimentais (Figura 45B).
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Figura 45. Quantificagdo de células CD11b'CD193" e a produgdo de células obtidas do granuloma
hepatico de camundongos C57/BL6 selvagens (WT), camundongos C57/BL6 deficientes na produgdo
de CCL3 (cCL3”) e de CCR5 (CCR5”) infectados por S. mansoni. (A) Figura representativa de
granulécitos CD11b"CD193" (A) Numero absoluto de nimero de células CD11b"CCR3* (B) Numero
absoluto de células CD11b*CCR3” produtoras de IL-4 e IL-10. Os valores representam a média + EPM
obtida apds 12 (fase crénica) semanas da infeccdo com 25 cercérias/animal de S. mansoni.
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Para as anélises da populacdo de macrofagos, as células isoladas do granuloma foram
inicialmente separadas pelo critério de tamanho e granulosidade e posteriormente positivamente
selecionadas CD11b"F4/80", marcacdo amplamente utilizada na caracterizacdo de macrofagos
murinos teciduais (Gordon et al. 2011). A definicdo do nimero de células CD11b"F4/80" e as
produtoras de IL-4 e IL-10 estd representada na Figura 46A. O numero de células
CD11b*F4/80" isoladas do granuloma de animais CCL3” e animais CCR5" cronicamente
infectados foi menor que em WT, entretanto a diferenca ndo foi estatisticamente significante
(Figura 46B). De maneira semelhante, o nimero de células que expressam IL-4 também foi
diminuida na populagdo de macréfagos CD11b"F4/80" do granuloma de animais CCL3™ e de
animais CCR5™. Por outro lado, o nimero de macréfagos CD11b*F4/80" que expressam IL-10
na populago de células recuperadas de animais WT e CCL3"" foram semelhantes, enquanto que
houve reducdo de células CD11b"F4/80" produtoras de IL-10 entre as células isoladas do

granuloma de animais deficientes na expressao de CCR5 cronicamente infectados (Figura 46C).
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Figura 46. Quantificacdo de células CD11b'F4/80" e a produgdo de células obtidas do granuloma
hepatico de camundongos C57/BL6 selvagens (WT), camundongos C57/BL6 deficientes na produgdo
de CCL3 (CCL37) e de CCR5 (CCR57") infectados por S. mansoni. (A) Figura ilustrativa da populacdo de
macréfagos CD11b+F4/80+ nos diferentes grupos experimentais, (B) Numero absoluto de ndmero de
células CD11b'F4/80" (C) Numero absoluto de células CD11b'F4/80" produtoras de IL-4 e IL-10. Os
valores representam a média * EPM obtida apds 12 (fase crbnica) semanas da infeccdo com 25
cercarias/animal de S. mansoni.
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5.4.3.5. Efeito da auséncia de CCL3 e CCR5 na infiltracdo e ativacao de células
CD11b* no granuloma hepéatico na fase crénica da infeccdo por Schistosoma
mansoni

Células do granuloma que expressam CD11b" (principalmente macréfagos e em menores
niveis eosindfilos) foram isolados e re-estimulados in vitro para confirmacdo do perfil de
ativacdo celular, pois sdo células essenciais para formacao/regulacdo do granuloma
esquistossomotico que foram diferencialmente afetadas nos animais deficientes aqui analisados.
Incialmente foi quantificada a producdo de quimiocinas pelas células purificadas. Conforme
esperado, n3o foi detectado producdo de CCL3 por células CD11b" purificadas dos granulomas
hepaticos no grupo de camundongos deficientes na producdo deste ligante (Figura 47A).
Também ndo foi detectada producdo de CCL11 nas células CD11b* nos granulomas de
camundongos CCL3™ nesta fase da infeccdo (Figura 47B). Entretanto, houve uma maior
producdo de CXCL1 no sobrenadante de cultura de células CD11b" de animais deficientes na
producdo de CCL3 que em animais ndo deficientes (Figura 47C). A producdo de CXCL1 e de
CCL3 no sobrenadante de cultura de células CD11b* de animais CCR5" foi semelhante ao

detectado em camundongos WT, mas houve aumento da producdo de CCL11.
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Figura 47. Quantificagdo da produc¢ido de quimiocinas em sobrenadante de cultura de células CD11b*
purificadas do granuloma hepatico de camundongos C57BL/6 deficientes na produgdo de CCL3
(ccL3™), deficientes na producdo de CCR5 (CCR57) e n3o deficientes (WT) na fase cronica da infeccdo
por S. mansoni. Foram quantificados niveis de CCL3 (A), CCL11 (B) e CXCL1 (C). Cada ponto representa
média * erro padrdo obtido apds 12 (fase cronica) semanas da infec¢do com 25 cercérias/animal de S.
mansoni. # representa p<0,05 para camundongos e ccL3” comparados com camundongos WT.

O sobrenadante de cultura de células CD11b" isolados de granulomas de camundongos
cronicamente infectados dos diferentes grupos experimentais também foi utilizado para
quantificar a producéo citocinas. MIF e TNF-a citocinas pro-inflamatdrias tipicas de macrofagos
do tipo 1. Ja os M2 que sdo diferenciados na presenca de citocinas de perfil Th2 tambem
produzem IL-4 e IL-13 e citocinas regulatorias, como IL-10 e TGF-B (Gordon & Martinez 2010).
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Foi verificado que a auséncia do ligante CCL3 né&o alterou significativamente a producdo
de MIF e das citocinas regulatorias 1L-10 e TGF-B (Figura 48B, 48D e 48E), mas resultou em
aumento estatistico da produgdo de TNF-a e da citocina IL-4 por estas células (Figura 48A e
48C). Por outro lado, células CD11b" isolados de granulomas de camundongos deficientes no
receptor CCR5 produziram niveis semelhantes das citocinas pré-inflamatérias TNF-a ¢ MIF na
comparagdo com animais selvagens (Figura 48A e 48B). Entretanto, a producgéo da citocinas de
perfil Th2 foi aumentada nas células purificadas de granulomas de animais CCL3"" em relagdo
aos animais WT. Adicionalmente, apesar da producdo de niveis semelhantes de IL-10 entre 0s
camundongos CCL3” e CCR5”, os niveis da citocina TGF-p produzidos por pelas células
CD11b" de animais CCR5" foram estatisticamente menores em comparac&o com 0s animais WT
e também na comparagdo com os animais CCL3"" (Figura 48B, 48D e 48E). Os niveis de IL-13

obtidos nos trés grupos experimentais foram abaixo do detectado pelo ensaio.

193



600+ # 100~
IS i =
£ 400 E
o (@]
— o
P T
< 200 s
|_
0- - - -
wT ccL3 CCR5 CCR5
C
*kk
600
HtH
E 400
(2]
=
<
2y 2001 #
o_
WT ccLs” CCRs™
D E
800- 150- ok
600 =
£ £ 100
?5) o
2400+ &
o (<o N
— i
1 50_
= 2001 2
0- — - 0-
cCL3 CCR5 wT ccLs” CCR5™

Figura 48. Produgdo de citocinas por células CD11b* purificadas de granulomas hepaticos de
camundongos C57BL/6 deficientes na produgdo de CCL3 (ccL3”), deficientes na produg¢ao de CCR5
(CCR57) e ndo deficientes (WT) na fase crénica da infecgdo por S. mansoni. (A) TNF-a, (B) MIF, (C) IL-4,
(D) IL-10, (E) TGF-B. Os valores representam a média + EPM obtido em camundongos infectados pela via
subcutdnea com 25 cercarias/animal e necropsiados apds 12 semanas da infecgdo por S. mansoni. Os
dados sdo representativos de dois experimentos independentes. # e ### representam p<0,05 e p<0,001
na comparacio entre os valores obtidos de camundongos CCL3”" e CCR5” versus WT. ** g ***
representam p<0,01 e p<0,001 na comparac¢ao entre camundongos CCL3" e CCR5™".
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As enzimas Argl e iNOs em macrofagos sdo reguladas pela producédo de citocinas do tipo
2 ou tipo-1, respectivamente, e atuam na degradacdo de L-arginina, o substrato comum de
ambas enzimas. Para avaliar se CCL3 e CCR5 afetam a polarizacdo dos macréfagos durante a
formagdo do granuloma, células CD11b" purificadas de granulomas dos diferentes grupos
experimentais foram estimulados e o sobrenadante de cultura utilizado para mensurar a producao
de dxido nitrico (na forma estavel de nitrito) marca da estimulacdo classica de macréfagos, e nas
celulas foi quantificada a atividade de Argl. Ndo foram detectados niveis de nitrito no
sobrenadante de cultura de células isoladas de granuloma de todos 0s grupos experimentais. A
producéo de uréia ndo foi diferente entre os animais WT e CCL3™. No entanto, a concentracio
de uréia foi estatisticamente menor nos animais CCR5” em comparacéo com os animais WT,

sugerindo menor atividade de arginase (Figura 49).
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Figura 49. Quantificacao da atividade de arginase em macroéfagos isolados de granulomas hepaticos
hepaticos camundongos C57BL/6 deficientes na produgdo de CCL3 (CCL37"), deficientes na producdo
de CCR5 (CCR5”) e ndo deficientes (WT) durante a infeccdo cronica por S. mansoni. Os valores
representam a média £ EPM da concentragdo das citocinas estimadas pela técnica de ELISA. Os valores
representam a média + EPM obtido com 10 animais/grupo infectados pela via subcutdnea com 25
cercarias/animal e necropsiados apds 12 semanas da infec¢do. Os dados sdo representativos de dois
experimentos independentes. ## representa valor de p<0,01 na comparac¢do entre os niveis dos animais
CCR5” versus WT.
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5.5. DISCUSSAO
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As quimiocinas sdo os principais elementos envolvidos no recrutamento de células
inflamatorias para o figado em resposta a les6es teciduais ( Marra & Tacke 2014; Czaja 2014). A
quimiocina CCL3 se liga aos receptores CCR1 e CCR5 e é quimiotatica para linfdcitos,
mondcitos e eosinofilos, que sdo tipos celulares essenciais na formacéo do granuloma ao redor
do ovo de S. mansoni. CCRS5 é expresso principalmente em subpopulagdes de linfocitos e
macrofagos, e por células do endotélio, epitélio e fibroblastos (Mueller et al. 2004). O sistema
que envolve a sinalizacdo via quimiocinas é caracterizada pela significante redundancia, uma vez
que um receptor pode ligar a maltiplos ligantes, e, inversamente, um Unico ligante pode ligar-se
varios receptores de quimiocinas. No caso especifico do receptor CCR5, além de se ligar a
CCLZ3, este receptor também é ativado por CCL4, CCL5 e CCL8. No entanto, o padrdo de
expressdo espaco-temporal para diferentes quimiocinas e receptores pode indicar que
provavelmente desempenham papéis distintos in vivo (de Oliveira et al. 2014). Trabalhos que
avaliam a participagdo de quimiocinas durante a formagdo do granuloma esquistossomotico se
baseiam principalmente em modelos de formagdo sincronizada de granulomas pulmonares
(revisto por Chensue et al. 2013). No entanto, a dindmica da resposta imunolégica e da producdo
de quimiocinas pode ser influenciada pela anatomia fisiolégica intrinseca do érgdo acometido,
direcionando a resposta inflamatéria tecidual (Park et al. 2001). Particularmente na
esquistossomose, trabalhos demonstraram diferencas 6rgdo-especificas durante a formacdo do
granuloma induzido por S. mansoni (Ragheb & Boros 1989), sendo verificada a atuacdo
determinante de celulas residentes no tecido afetado em cooperagdo com as celulas do sistema
imune na definicdo do processo inflamatério local (Anthony et al. 2012). No presente trabalho
foi detalhada a resposta imunoldgica que se desenvolve no figado, principal 6rgdo acometido

durante a evolucdo da doenca cronica. O figado é um 6érgdo complexo e clinicamente relevante
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durante a infeccdo por S. mansoni no qual residem muitas células especializadas em direcionar a
inflamacdo local que € caracterizada por uma resposta granulomatosa fibrotica cronica contra 0s
ovos do parasito que é determinante para a evolucdo da hepatopatologia (Anthony et al. 2012).
Os dados do presente estudo confirmam a importancia da producdo da quiniocina CCL3 e do
receptor CCR5 na formacdo do granuloma e evolucdo do quadro clinico da esquistossomose
cronica em murinos. Apesar da deposi¢cdo de ovos de S. mansoni no figado dos animais
geneticamente deficientes na producdo de CCL3 e do receptor CCR5 ter sido semelhante ao
detectado em camundongos ndo deficientes, a auséncia da producdo de CCL3 reduziu
significativamente o tamanho do bag¢o dos animais cronicamente infectados, enquanto que na
falta de ativacdo de CCR5 foi verificado aumento do volume do figado, do intestino, do baco,
bem como um aumento da concentracdao de hidroxiprolina em granuloma hepético isolado, que
indica maior deposicdo de colageno, e aumento da atividade sérica de alanina aminotransferase,

sugerindo maior lesdo hepatica.

A producdo aumentada de CCL3 tem papel importante na evolucdo de outras patologias
com predominéncia de resposta do tipo-2; Lukacs et al. (1996) demonstraram a participacdo de
CCL3 na acumulacao de eosindfilos no pulmao durante processos alérgicos e Alam et al. (1996)
reportaram o aumento dos niveis de CCL3 no fluido broncoalveolar de pacientes asmaticos em
relacdo a individuos ndo asmaticos. A participacdo de CCL3 e dos seus receptores na formacao
do granuloma esquistossomoético e na evolugdo da sua patologia apresentados no presente
trabalho confirmam dados anteriores da literatura. Lukacs et al. (1993) demonstraram que a
neutralizacdo de CCL3 levou a formacdo de granulomas menores em modelo experimental de
formacéo de formagdo de granulomas pulmonares. A atuacdo da producdo de CCL3 na resposta

imune parece ser mediada via ativagcdo de CCR1, um dos receptores de CCL3, pois
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camundongos deficientes na producéo de CCR1 apresentam uma reducgéo de 40% no tamanho do
granuloma pulmonar em relacdo aos animais selvagens. A auséncia de CCR1 também resultou
em alteracdo do balan¢o Th1/Th2 com aumento da producéo de IFN-y e diminuig¢do da produgdo
de IL-4 (Gao et al. 1997). Posteriormente, a infeccdo experimental por S. mansoni em
camundongos deficientes na producdo de CCL3 também resultou em granulomas hepaticos
menores, que foram acompanhados por menor producdo de citocinas do perfil Th-2,
especialmente IL-13 (Souza et al., 2005). A confirmacdo de CCL3 como um importante
mediador da imunopatologia induzida na esquistossomose é reforcada pelo relato de maior
producdo de CCL3 por células de individuos infectados por S. mansoni e reestimuladas por
antigeno do parasito in vitro (Falcdo et al. 2002). Na esquistossomose humana, nossos dados
também demonstram que a producdo elevada de CCL3 em pessoas infectadas foi associada a
esquistossomose grave (Souza et al., 2005; Souza et al. 2006) e os resultados apresentados no
capitulo | demonstraram que a intensidade da fibrose hepatica esta associada com aumento dos

niveis de CCL3 em pacientes com esquistossomose.

De maneira interessante, o papel pro-inflamatério mediado pela producdo de CCL3 nédo
estd associado a ativacdo do receptor CCRS5, ja que camundongos deficientes na expressdo de
CCR5 apresentaram um quadro mais grave de esquistossomose, confirmando dados
anteriormente publicados pelo nosso grupo de pesquisa (Souza et al., 2011). A fibrose hepaética,
hipertensdo portal e hemorragias gastricas sao as principais causas de morbidade e mortalidade
em esquistossomose humana (Cheever et al. 2000), e por isso 0 interesse em compreender 0S
mecanismos que regulam o desenvolvimento patologia hepética associada a participagdo de

CCL3 e de CCR5 durante a infecgdo cronica por S. mansoni.
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Evidéncias experimentais indicam que a producdo local de CCL3 é determinante na
formacédo do granuloma, afetando o recrutamento e ativagao celular. Entretanto, os dados foram
obtidos com modelos experimentais de formacdo de granulomas pulmonares ou avaliaram o
perfil de ativacdo de células do baco ou linfonodo (Souza et al. 2005; Chensue 2013), sendo
necessario esclarecer a resposta tecidual local. Com o foco na resposta hepatica, nossos
resultados mostram que a auséncia de CCL3 ou do receptor CCR5 ndo produziram alteracGes
significativas na concentracdo de citocinas no figado durante a fase aguda da esquistossomose,
apesar de ter sido verificado a reducgéo da atividade de EPO nos animais deficientes de ambos 0s
grupos. Além disto, nos camundongos deficientes para CCL3 foi verificada uma menor atividade
de NAG no inicio da infeccdo. Estas diferencas podem ter consequéncias na organizacdo do
granuloma e gerar as diferencas identificadas posteriormente. A reducdo de atividade de EPO
durante a fase aguda da esquistossomose em camundongos deficientes sugere que CCL3 é
importante na acumulacdo de eosinofilos na formacdo do granuloma hepético, o que vai de
encontro com dados prévios da literatura que mostraram a participacdo de CCL3 no
recrutamento de eosinofilos durante processos alérgicos (Lukacs et al. 1996). A atuacdo de
CCL3 em eosinofilos deve ocorre pela ativacdo da via CCR1 e ndo via CCR3 (Ponath et al.
1996), o que mais uma vez reforca a via CCL3-CCR1 no agravamento da resposta
granulomatosa. Essa reducao inicial do infiltrado eosinofilico, parece ter estimulado a producéo
local de quimicionas e citocinas, resultando na diminui¢cdo da concentragdo de CCL11 e de
CXCL1 detectada no granuloma de fase cronica de esquistossomose de camundongos CCL3™".
Na fase cronica da esquistossomose foi verificado que granulomas formados na auséncia de
CCL3 aumentam a atividade de EPO, mas ainda apresentam uma menor celularidade, com

diminuicdo significativa da infiltracdo de células TCD3"CD4" e de células CD4" produtoras de
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IL-4 no granuloma de animais CCL3™ em relagdo aos animais WT e CCR5™". Os dados mostram
que CCL3 é uma quimiocina importante no recrutamento de células que irdo formar o granuloma
ao redor dos ovos do parasito. Tal fato indiretamente explica a reducdo da producdo de citocinas
e de quimiocinas nos granulomas destes animais tanto em relagdo aos animais selvagens quanto

em relacdo aos animais deficientes na producéo de CCR5.

Na tentativa de verificar o efeito da menor migracdo de celular na ativacdo das celulas
gue compdem o granuloma foi realizada a quantificacdo de citocinas no figado e no granuloma
de animais deficientes na producdo do ligante CCL3, sendo verificada uma diminuicdo da
concentracdo de IL-13, de TNF- e de IL-10 no homogenato de granuloma, enquanto que no
tecido hepatico, além da reducdo dos niveis das citocinas mencionadas, também verificamos
reducdo da concentracdo de IL-4, IL-17 e TGF-p. Essa diferenga entre o granuloma e os tecidos é
uma evidéncia da importancia da participacdo das células hepaticas residentes durante a resposta
imunoldgica. A diminuicdo de IL-4 e de IL-10 ja havia sido documentada anteriormente, porém
a dosagem havia sido realizada em células do linfonodo mesentérico reestimuladas in vitro
(Souza et al. 2005). Adicionalmente, o trabalho atual demonstrou a reducdo da producdo de
citocinas de diferentes perfis. Diminuicdo nos niveis de citocinas pré-inflamatdrias como TNF-a
e 1I-17, Th2 e também regulatérias (IL-10) durante a formacdo do granuloma. A auséncia de
CCL3 levou a uma resposta mais branda ao redor do ovo de S. mansoni. A avaliacdo patoldgica
reflete essa resposta imunolégica menos intensa. Conforme demonstrado, estes animais
apresentam um menor aumento do bago em relagdo aos animais selvagens e em relagdo aos
animais CCR5™". Esse fato pode ser uma consequéncia de uma resposta imunoldgica mais ténue,
uma vez que o bago é um o6rgéo linfoide, e também em decorréncia de uma menor inflamacéo no

figado destes animais, com menos fibrose e consequentemente uma menor pressdo portal. Os
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nossos dados reforcam a participacdo de CCL3 na patologia grave da esquistossomose, e ainda
acrescenta a importancia deste ligante no estabelecimento da resposta inflamatoria ao redor dos
ovos embolizados no figado do hospedeiro com efeitos pro-inflamatérios durante a formacéo do
granuloma hepético. Células residentes hepéaticas produzem grandes quantidades de CCL3
durante processos inflamatorios hepaticos (Czaja 2014; Seki et al. 2009). Além disso, CCL3
parece atuar nas HSCs no processo de transdiferenciacdo em miofibroblastos, que em conjunto
com o0s macrofagos sdo essenciais na producdo de colageno (Seki et al. 2009). A producédo de
CCL3 ¢ importante no estabelecimento da resposta imunoldgica e amplificacdo da mesma, pois
hé relatos da producdo aumentada desta quimiocina desde as fases iniciais até fases mais tardias
de formagéo de granulomas no modelo de infec¢do por S. japonicum. Neste mesmo modelo a
producdo de CCL3 foi associada ao desenvolvimento de fibrose hepética, pois sua producgéo foi

relacionada a expresséo de TGF-$3 ¢ PDGF-f (Burke et al. 2010).

De forma contraria, o receptor CCR5 parece atuar no controle negativo do processo
inflamatério granulomatoso. Os animais deficientes na producio de CCR5 (CCR5™)
apresentaram uma maior infiltracio de neutréfilos e macréfagos em relagdo aos animais CCL3™".
Foi observada uma maior producdo de quimiocinas CXCL1 nos granulomas recuperados no
figado. De forma interessante, diferentemente do encontrado nos granulomas isolados, a
dosagem tecidual de quimiocinas apontaram um aumento da producdo de CCL3 em relacdo aos
animais selvagens, sendo um indicio da participacdo das células teciduais residentes no processo
inflamatdrio hepatico, uma vez que células residentes sdo importantes origem de citocinas pré-
inflamatorias e de quimiocinas (Anthony et al. 2012; Czaja 2014). Este aumento na producdo de
quimiocinas reflete uma maior infiltragcdo/ativagéo celular observado no granuloma dos animais

deficientes na producdo de CCRS5, verificado pelo aumento da atividade de EPO e NAG e pela
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maior numero de linfécitos TCD4+, além do aumento de células TCD4+ ativadas e produtoras
de IL-4 no granuloma de camundongos deficientes cronicamente infectados. O papel de CCR5
no recrutamento celular e na inflamacéo é controverso, e aparentemente depende do modelo
experimental empregado. Enquanto alguns estudos demonstraram claramente uma inibigédo de
certos parametros da resposta inflamatdria, outros mostraram uma exacerbacao da inflamacao em
camundongos, indicando papel modulador deste receptor de quimiocina. Em camundongos
deficientes na producdo de CCR5 e infectados com Toxoplasma gondii houve uma menor
migracdo das células NK para o local da infeccdo e, consequentemente, niveis mais baixos de
IFN-y (Khan et al. 2006). Camundongos deficientes em CCRS e infectados com o Trypanosoma
cruzi apresentaram menor grau de miocardite em decorréncia da menor migragao de células T no
coracdo (Machado et al. 2005) e também um menor infiltrado eosinofilico e fibrose diminuida
apos desafio intrapulmonar com Aspergillus fumigatus (Schuh et al. 2002). Sob certas condic6es
experimentais, a auséncia de CCR5 pode exacerbar a inflamacéo. Por exemplo, camundongos
deficientes em CCRS5 exibiram no modelo de infeccdo por Mycobacterium tuberculosis um
aumento da resposta humoral e da resposta DTH e um maior nivel de infiltrado pulmonar (Zhou
et al 1998; Algood & Flynn 2004). As anélises dos dados obtidos pela citometria de fluxo nos
mostraram que os animais deficientes na producdo de CCR5 e cronicamente infectados por S.
mansoni apresentam uma maior proporcdo de células CD4'CD25" e de CD3'CD4'IL-4. A
expressdo de CD25, cadeia a do receptor de IL-2, em linfocitos TCD4" demonstra uma maior
ativacdo destas células nos granulomas dos animais CCR5™", justificando o aumento da producéo
de citocinas e de quimiocinas no figado destes animais. As quantificacfes da concentracédo de
citocinas no tecido hepético e no granuloma isolado confirmaram o aumento da ativacdo das

células locais em camundongos CCR5” cronicamente infectados, demonstrando producéo
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aumentada de citocinas tanto no granuloma isolado (aumento de MIF, IL-17, IL-4, TGF-pB),
quanto no tecido hepatico (aumento de TNF-a, IL-4, IL-5, IL-10). O excesso de producdo de
citocinas na auséncia de CCR5 pode ser também o resultado da sinalizacdo de seus ligantes
através de outros receptores, ja que a razéo ligante/receptor pode ter aumentado na auséncia de
CCRS5 (Zhou et al. 1998). Tal fato demonstra que, no modelo de inflamag&o induzida por ovos de

S. mansoni, a expressdao de CCR5 tem papel modulador da formacao do granuloma.

Em nosso modelo experimental, a auséncia de CCR5 alterou a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, bem como de citocinas modulatorias e da resposta do tipo-2. O aumento da
concentracdo de citocinas Th2, principalmente de IL-4 e IL-13 nos animais CCR5”
cronicamente infectados pode ter contribuido com a exacerbacdo da fibrose hepatica observada
nestes animais. Trabalhos anteriores mostram que a producdo de IL-13 no figado induz a
producéo de colageno, TGF- em HSCs (Sugimoto et al. 2005). 1L-13 em conjunto com TGF-p
pode atuar sinergicamente na ativacdo de miofibroblastos que produzem matriz extracelular. Na
esquistossomose, 0 papel pro-fibrotico de IL-13 foi previamente demonstrado tanto em modelos
experimentais (Chiaramonte et al. 1999; 2000; Fallon et al. 2000) como em humanos (De Jesus
et al. 2004; Magalhdes et al. 2004). Interessantemente, a resposta Th2 mais intensa nao
conseguiu diminuir o processo de lesdo tecidual, uma vez os niveis séricos de AST foram
estatisticamente aumentados no soro dos animais CCR5™. O aumento dos niveis de citocinas
pré-inflamatorias como TNF-o ¢ MIF e uma acentuada resposta de perfil Th17 observada no
granuloma e no figado destes animais podem ter sido lesivos ao tecido. O aumento da producéo
de IL-17 em camundongos deficientes no receptor CCR5 pode também afetar na fibrose hepatica
induzida pela infeccdo por S. mansoni, ja que trabalhos da literatura tém relacionado células

Th17 no desenvolvimento da fibrose hepética cronica em outros modelos experimentais. O
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aumento dos niveis de IL-17 no figado e na circulacdo foi demonstrado durante a fibrose
induzida por CCl, e pela ligadura do ducto biliar em camundongos (Meng et al. 2012). Um
estudo desenvolvido por Zheng et al (2013) mostrou que o bloqueio da IL-17 reduzia a fibrose
hepética, enquanto o tratamento com IL-17 recombinante resultou no aumento do
desenvolvimento da fibrose. Além disso, demonstrou-se que os principais tipos de células no
figado que sdo ativadas por IL-17 sdo as células de Kupffer e HSCs, principais células

envolvidas na fibrose (Meng et al. 2012).

Efeitos pré-inflamatérios da ativacdo da via CCR5 no desenvolvimento da fibrose tém
sido descrita em modelo de inducdo de fibrose pulmonar experimental por Bleomicina. Neste
modelo experimental, os animais deficientes na producdo de CCR5 apresentaram menor
deposicédo de colageno (Ishida et al. 2007). Incidéncia reduzida de artrite e uma menor deposicao
do colageno também foram documentadas na auséncia deste receptor (Bao et al. 2005). Seki et
al. (2009), demonstraram efeitos positivos da participacdo de CCR5 e também de CCR1 na
fibrose hepatica induzida em modelos experimentais ap6s a administracdo de CCl; ou
submetidos a ligadura do ducto biliar, pois constatou-se um aumento da expressdo dos dois
receptores além do aumento da producdo dos seus ligantes CCL3, CCL4 e CCL5. Os mesmos
autores relataram em humanos o aumento da expressao de RNAm para CCR5 e também para
CCR1 em pacientes com cirrose hepatica. Além disso, CCR5 é expresso em subpopulacdes de
macrofagos e nos tecidos pelos fibroblastos (Mueller et al. 2004), o que indica a participacdo
deste receptor durante a fibrogénese tecidual. Em alguns casos, os mecanismos de compensagao
devem suprir a auséncia de CCR5, porém a divergéncia dos dados quanto & participacdo de

CCR5 no desenvolvimento da fibrose pode ser dependente da natureza do estimulo e de
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caracteristicas 6rgdo-especificas, possivelmente decorrentes de diferentes populagdes celulares

no processo de reparacdo e modulacdo da resposta inflamatoria.

CCR5 parece exercer um papel muito mais importante na resposta inflamatoria que vai
além da regulacéo do tréafico de células do sistema imunologico. Nossos dados confirmam que a
sinalizacdo via CCR5 induz regulacédo da ativagédo de células T, demonstrando que a presenca de
células regulatérias produtoras de IL-10 foi significativamente reduzida no figado de animais
CCR5" em comparagdo aos animais WT e CCL3"". A presenca de células T regulatérias tem
sido relacionada a protecéo contra a patologia da esquistossomose experimental, pois previne a
exacerbada producdo de citocinas em resposta aos antigenos do ovo, conforme demonstrando por
Hesse et al. (2004). De fato, os nossos dados corroboram com este dado, pois observamos uma
maior producdo de citocinas e uma maior ativacdo células em células T isoladas dos granulomas
hepaticos de camundongos CCR5™, indicando a importancia da expressdo deste receptor para
migracdo de células T reg no local da inflamacéo. A importancia da expressdo de CCR5 para o
recrutamento de células com propriedades regulatorias ao sitio inflamatério levando a modulacao
da resposta inflamatoéria também foi observada em modelos de Leishmania major (Yurchenko et
al. 2006) em camundongos portadores de tumores (Schlecker et al. 2012). Souza et al. (2011)
demostraram uma frequéncia de células Foxp3® na regido do granuloma hepético de animais
CCR5" pela técnica de imunohistoquimica e menor producdo de IL-10 por células do bago
estimuladas in vitro. Mas interessantemente, o trabalho atual mostrou que a producédo de 1L-10
advinda de outras fontes foi aumentada no granuloma e no figado de animais deficientes na
producdo de CCR5 e diminuida na nos animais CCL3™. Freeman et al. (2005) e Baumgart et al.
(2006) demonstraram, assim como 0s nossos dados, que as células T regulatorias ndo foram a

principal origem de IL-10 no modelo de infeccdo de S. mansoni. Os resultados obtidos
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mostraram que as possiveis origens de IL-10 sdo as células efetoras Th2 e que o possivel papel
regulatorio exercido pelas células Treg na modulacdo do granuloma ndo é dependente
exclusivamente da producdo de IL-10. Apesar de demonstrarmos a redugcdo de Treg nos
granulomas de animais CCR5”, o que provavelmente contribuiu com a exacerbaco da resposta
imunolégica, o aumento dos niveis de IL-10 detectado nos animais CCR5™, sugere a
participacdo de outras vias regulatdrias independentes de IL-10 no nosso modelo experimental.
Baumgart et al. (2006) sugerem que a regulacdo da reposta imunoldgica pelas células Treg
também possa ocorrer diretamente via controle da producédo de citocinas por células efetoras, o

que também ndo exclui a limitacdo da expansdo das células T efetoras.

Com base nos papéis opostos de CCL3 e CCR5 observado em nossos experimentos,
juntamente com provas a partir da literatura, Souza et al. (2008) propuseram um modelo em que
o0 equilibrio entre CCR1 e CCR5 pode ser determinante na evolucdo da infec¢do por S. mansoni.
Este modelo baseia-se na premissa de que a acdo CCL5 no receptor CCR5 favoreceria uma
resposta regulada e formas mais leves da doenca (Souza et al.2008; Chensue et al, 1999; Falcao
et al. 2002). Com efeito, um estudo demonstrou um maior risco de fibrose da esquistossomose
pacientes cujas células do sangue periférico respondem a estimulacéo através da producdo de
niveis intermediarios de TNF-a associada a baixa CCL5, indicando um papel protetor da CCL5
(Booth et al. 2004). Acreditamos que este efeito seja mediado por ativacdo do receptor CCR5.
Por outro lado, as formas graves da doenca iriam resultar de um desequilibrio de ativa¢do do
receptor no sentido de uma maior ativacdo do CCR1 mediado predominantemente por CCL3

(Falcéo et al. 2002;. Souza et al. 2005; Sousa-Pereira et al. 2006; Gao et al. 1997).

Como muitas infeccbes por helmintos, a resposta imune contra S. mansoni €

predominantemente do tipo 2 (Pearce & Macdonald 2002). Consequentemente M2 sdo a
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principal subpopulacdo de macrofagos observadas durante a esquistossomose (Hesse et al. 2000;
2001). Na esquistossomose, 0os macrofagos podem estar envolvidos na polarizacdo da resposta
Th2 e na fibrogénese, bem como na regulagéo destes processos (Wynn & Barron 2010). Mas ao
mesmo tempo, podem promover a progressao da patologia (Hesse et al. 2001; Herbert et al.
2004; Smith et al. 2004). Do sobrenadante de cultura de células CD11b" isoladas de granulomas
hepéticos de fase crbnica ndo detectamos producdo de nitrito em nenhum dos grupos
experimentais, sugerindo falta de atividade da enzima iNOS e indicando que os macrofagos de
granuloma ndo sdo do tipo M1. Por outro lado, houve atividade de ARG1 nas células CD11b"
isoladas de granuloma de todos os grupos experimentais, sendo que a atividade foi menor nos
animais CCR5". Esta reducéo da atividade de ARG1 pode estar relacionada com a exacerbaco
da resposta observada neste grupo de animais, pois ARG1 expressa por macrdéfagos restringe a
proliferacdo de células T in vitro e in vivo, depletando estoques extracelulares de L-arginina e
limitando funcGes celulares (Pesce et al. 2009) e a disponibilidade destes elementos pode
contribuir com a expansdo celular e intensidade da resposta inflamatéria. Estudos tém sugerido
0s M2 como importantes reguladores da resposta inflamatéria. Esta hipdtese é baseada na
observacdo de que M2 expressam varios genes envolvidos na proliferacdo celular e sintese de
colageno, sendo o mais proeminente o da ARG-1 (Maizels et al. 2004; Hesse et al. 2000). Pesce
et al. (2009) demonstraram que a auséncia de atividade de ARG1 ocorre exacerbagédo da resposta
do tipo 2, transformando a infeccdo letal em seu modelo de infeccdo experimental por S.
mansoni. Assim, com base nos encontros de Pesce et al.(2009), no nosso modelo, a auséncia de
CCRS5 e a reducéo da atividade de ARGL1 pode ter causado um aumento da disponibilidade local
de poliamidas, um dos motivos que podem ter contribuido com a robusta resposta inflamatoria

no figado destes animais. Desta forma, o receptor CCR5 parece ser requerido para a regulacao da
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atividade dos M2, da resposta inflamatoria e os seus efeitos patoldgicos. Como os niveis de IL-
10 e de TGF-B no granuloma e no figado dos animais CCRS5 foram aumentados, aparentemente
essa regulacéo da inflamacéo via ARG1 possa ser um mecanismo supressor primario mesmo na
presenca de citocinas regulatdrias, assim como sugerido por Pesce et al. (2009) em seu modelo
experimental de S. mansoni. Li et al. (2014) mostraram que o bloqueio de CCR5 estimulou a
ativacdo alternativa de macréfagos em camundongos com lesbes medulares reduzindo M1 e
aumentando M2 na les&o e estimulando a recuperagdo motora, demonstrando a importancia deste

receptor na ativacdo dos macrofagos M2.

Os dados obtidos sugerem que a auséncia de CCR5 possa interferir com a polarizacao de
células CD11b", pois camundongos deficientes na expressdo deste receptor, apresentaram uma
menor producdo de TGF-B e menor atividade de ARGI. A atual classificacdo dos macrofagos em
duas subpopulacdes distintas simplifica a complexa atividade funcional destas células e por isso
subdivisbes foram propostas. De acordo com Martinez & Gordon (2014), os M2 de acordo com
o0 estimulo podem ser subdivididos em trés subpopulacdes: M2a sdo ativados por IL-4 e IL-13,
M2b por imuno-complexos em combinacdo com IL-1 ou LPS, e M2c ativados por IL-10, TGF-$
ou glicocorticoides. Mosser& Edwards (2008), propuseram um agrupamento alternativo tendo
em vista as trés principais fungbes homeostaticas destas células: papel protetor, reparacdo
tecidual e na regulacdo da reposta imune. Ha algumas evidéncias da participacdo de CCR5 na
polarizacdo de macréfagos. Em mondcitos humanos ao se diferenciarem em macrofagos
teciduais observou-se perda da expressdo de CCR2 e aumento da expressdo de CCR1 e CCR5
(Kauffman et al. 2001). Além disso, sinais anti-inflamatdrios como horménios glicocorticoides e
a citocina IL-10 aumentam a expressdo de certos receptores incluindo CCRS5, principalmente em

M2c. Essa subpopulacdo de macréfagos € caracterizada pela supressdo e regulacdo da
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inflamacdo. Ou seja, a sinalizagcdo via CCR5 pode ativar genes relacionados ao controle da
imunidade especifica e da inflamagcdo. Em ambientes inflamatorios dominados por IL-10, a
expressdo de receptores de quimiocinas por M2 pode ser considerada um indicio da participacao
destes elementos na regulagdo da resposta inflamatéria (Mantovani et al. 2004). De fato, nossos
resultados mostram diferencas de ativagdo de células CD11b" que sugerem a importancia do
receptor CCR5 no contexto inflamatorio durante a infec¢do por S. mansoni. A maioria dos
trabalhos que caracterizam os M2 se baseiam em testes in vitro que ignoram a natureza e o
contexto do estimulo antigénico. A resposta na esquistossomose crénica é complexa com padrao
misto de produgdo de citocinas. Levando em consideragdo este fato, a formagdo de
subpopulacdes de macrofagos claramente definidas pode ndo ser possivel. A ativacdo de
macrofagos € de fato um processo dindmico, e as mesmas células que podem fazer parte de uma
reacdo pré-inflamatoria, podem mais tarde participar na resolucéo do processo inflamatério e na
reparacdo tecidual como consequéncia da mudanca no ambiente da resposta inflamatéria
(Martinez et al. 2008; Mosser & Edwards 2008). Citocinas, quimiocinas e outros elementos
regulam o padrdo de resposta, resultando em um painel de numerosos e distintos fen6tipos (Stout
& Suttles 2004). Tendo em vista a possivel participacdo de CCR5 na ativacdo destas células
durante a infec¢do por S. mansoni, e sua importancia no processo de fibrogénese e modulacao da

resposta inflamatoria, investigacdes mais detalhadas serdo futuramente realizadas.
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5.6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS (CAPITULO II)
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e A avaliacdo parasitoldgica demonstrou que a auséncia de CCL3 e de CCR5 ndo alterou o
numero de vermes, a deposicdo de ovos no figado e no intestino e o nimero de ovos
eliminados nas fezes dos animais experimentalmente infectados por S. mansoni, tanto na
fase aguda como na fase cronica da infeccao;

e A avaliacdo patologica demonstrou que a auséncia de CCL3 ndo alterou a deposicéo de
colageno, tamanho do figado e do intestino, mas apresentou uma reducao significativa do
baco em relacdo aos animais selvagens e aos animais deficientes na producédo de CCRS5.
A infecgdo por S. mansoni em camundongos CCR5™ resultou em maior leséo hepatica,
detectada pelo aumento significativo dos niveis séricos de ALT durante a fase cronica da
infeccdo. Além disso, nos granulomas destes animais houve uma maior deposi¢cdo de
colageno e aumento significativo do instestino e do figado;

e As principais diferencas quanto ao desenvolvimento da resposta imune entre 0S grupos
experimentais utilizados ocorreram durante a fase cronica da infec¢éo;

e Na fase crbnica da infeccdo, a deposicdo de ovos no figado de camundongos deficientes
na producdo de CCL3 induz menor producdo das quimiocinas CCL11 e CXCL1. Os
animais CCR5™", apresentam uma maior producdo de CCL3 e CXCL1;

e A auséncia de CCL3 resultou na diminui¢do da producdo de citocinas pro-inflamatorias,
como TNF-a e IL-17, Th-2 IL-4, IL-13 e da citocina modulatéria IL-10 em camundongos
infectados por S. mansoni. Entretanto, animais CCR5” apresentaram aumento de
producdo de citocinas do perfil Th2, especialmente IL-4, e aumento de MIF, IL-17 e IL-
10 na fase cronica da esquistossomose experimental;

e Nos camundongos geneticamente deficientes na producdo de CCL3 o granuloma

induzido pela deposicdo de ovos de S. mansoni no figado apresentou reducdo de
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celularidade, especialmente linfocitos T CD3"CD4". Ja na auséncia de CCR5 ha um
maior numero de células ativadas TCD4'CD25" e menor recrutamento células
TCD4'CD25"Foxp3*IL-10", marcadores de linfocitos regulatdrios.

Em conjunto, os dados apresentados indicam que CCL3 participa da formacdo do
infiltrado celular inflamatorio, ja que na sua auséncia observou-se uma menor
celularidade, menor producdo de quimiocinas e de citocinas durante a formacdo do
granuloma esquistossomotico hepatico. CCR5 atua na regulacdo negativa do processo
inflamatdrio ao redor dos ovos de S. mansoni, pois a resposta inflamatoria foi mais
exacerbada na auséncia deste receptor com aumento da producdo de citocinas de
diferentes perfis e menor recrutamento de células T regulatdrias, além de evidéncias da
participacdo de CCR5 na polarizacdo de macrofagos M2 durante a resposta inflamatoria

granulomatosa.
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ANEXO B- Ficha Clinico Epidemiologica

FACULDADE DE MEDICINA DA UFMG.

POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL.
PROJETO QUEIXADINHA - ESQUISTOSSOMOSE

FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

Nome do paciente:........coreeemrrecreetisessceerreerere s saninns Apelido.....cciiieniiereenane
Numero: /..../...0 - Lodoodeid oo eecd = Loaid i

area casa paciente
Naturalidade: .....................
Idade: /..... ... a l..... ... m Sexo: 1/...../ Masculino  2/...../ Feminino
Estado civil: 1 /...../ Solteiro 2/..../Casado 3/.../Viavo 4/..../ Outros
Cor: 1/...../Branca 2/.../Preta 3/..../ Morena Escolaridade: .
TRATAMENTOQO ANTERIOR
Esquistossomose 1/..../ Nao 2/..../Sim Data: ....... | J— e
Sangramento digestivo 11/..../ Nao 2/../Sim Data:...... ! l....
Transfusao 11/.....I Nao 2/..018m Data:.... aeeid........
Injecées 1/..../Nao 2/...18im Data: ....... [ — | S
Manipulagdo Dentaria 1/..../ Ndo 2/..../Sim Data: ... ) SO S
AICOOL: .
EXAME FISiCO
Peso: /... oo dkQ: ..ol Altura: /......[......[......lem

PA: Lduiidccid 2 Losiidacnid...../mMmHg Pulso: /......[.......bpm

.........

Abdome: 1/....../ Ascite 2. / Circulacéo colateral 3 /....../ Auséncia

Figado: 1/...../ Palpavél  2/..../ Nio palpavél

Se palpavél: Direito: /......l......)......cm da RCD

Esquerdo: /...../...../......cm do Ap. Xiféide
Superficie: 1/...../ Lisa 2/..../Nodular 8/...../N. A.

Consisténcia: 1 /...../ Normal 2/....../ Endurecida

3/....... Dura 8 /... N.A.

Bacgo: 1/....../ Palpavél 2/....../ Endurecida
3/...... Dura 4 /... NA.

Se palpavél: /....../......I....... cm do RCE

Consisténcia: 1 /....../ Normal 2/....... / Endurecida

3/...../Dura 8/../N.A.
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ANEXO C- Exame Ultrassom

EXAME ULTRA-SONOGRAFICO

IDENTIFICACAO
Da / / Nuimero:
Nome:
Idade: Peso: Altura
FiGADO
Didametros
Lobo Direito = Longitudinal: (mm)
Antero-Posterior: ()
Didametros
Lobo Esquerdo = Longitudinal: (mm)
Antero-Posterior: (irimi}
Contornos 1-Liso 2-Rugoso
Ramos Portais Periféricos = 1 - Parede = _ e
Total = )
2 - Parede = ()
Total = (mm)
3 - Parede = mmi
Total = (mm)
Fibrose (OMS)
Fibrose = 1 Ausente 2 Leve 3 Moderada 4 Intensa
Distribuigao = 1 Central 2 Periférica 3 Central e Periférica
HiLo HEPATICO
Veia Porta Luz = (mm)
Parede = i)
Pifurcagdo da Veia Porta Parede = ()
Vesicula Biliar Parede = (mni)
Linfonodos Numero =

Diametro do Maior =

BACO E SISTEMA PORTA
Diametro Longitudinal do Bago

I

(mni)

(mim}

Colaterais 1 Sim 2 Nio
Quais ?
Dilatag@o de Tributarias 1 Sim 2 Niao
Quais ?

OUTROS ACHADOS
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ANEXO D- Valores de p obtidos na analise univariada

MIF  rTNF- CCL3 CCL7 CCL24

Variaveis R1
p p p p p
Sexo 0,854 0,007 0,882 0,014 0,703
Idade 0,988 0,518 0,339 0.183 0,913
Sociais Faixa etaria 0,775 0,772 0,964 0,197 0,594
Tratamento 0,152 0,311 0,348 0,657 0,378
Contato agua 0,359 0,985 0,635 0,402 0,648
Opg 0,317 0,011 0,346 0,208 0,587
Palpavel ou ndo 0,343 0,626 0,225 0,243 0,725
Figado Borda direita 0,296 0,269 0,750 0,138 0,118
Clinica Borda [es_querda 0,631 0,150 0,916 0,042 0,102
Superficie 0,249 0,015 0,650 0,063 0,659
Contorno 0,771 0,039 0,303 0,133 0,350
Consisténcia 0,159 0,007 0,110 0,234 0,207
Figado Long!tud!nal direito 0,564 0540 0,189 0,936 0,830
Ultrassom I:ongltudlnal e_sque_rdo 0,150 0,630 0,553 0,792 0,838
(mm) Antero—poster!or dir. 0,177 0,741 0,881 0,130 0,476
Antero-posterior esq. 0,741 0959 0525 0,745 0,638
Diametro continuo 0,311 0,312 0,730 0,331 0,045
Diametro categdrica 0,184 0,271 0,114 0,512 0,042
Veia porta Espessura contl'r]u_a 0,981 0,169 0,730 0,518 0,619
(mm) Espessura cate_gc_)rlczi 0,951 0,157 0,697 0,157 0,459
Espessura ramificacdo 0,004 0,006 0,379 0,292 0,041
Espessura ramificagdo 0,002 0,031 0,379 0,500 0,038
categoérica
Bago clinica Palpavel ou ndo 0,182 0,198 0,902 0,193 0,697
Tamanho 0,587 0,157 0,535 0.114 0,502
Consisténcia 0,918 0,015 0,889 0,456 0,158
Baco T .
ultrassom amanho contlrlu_o 0,948 0,136 0,717 0,676 0,520
(mm) Tamanho categorico 0,797 0,102 0,103 0,164 0,388
E)/ielliszli(;ma Espessura contiqu_a 0,805 0,040 0,042 0,266 0,034
(mm) Espessura categorica 0,634 0,179 0,103 0,662 0,021
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Os valores destacados em negrito mostram os niveis de significancia com p<0,05 para cada
variavel resposta analisada. Os valores incluidos na no modelo de analise mdultipla final séo

aqueles com valores de p<0,250.

Os valores categorizados para cada varidvel sdo esses: Tamanho do baco Tamanho longitudinal
do bago <120 mm e >120mm; Tamanho do figado <85mm e >85mm; Tamanho longitudinal lobo
esquerdo <90mm e >90mm; Tamanho longitudinal lobo direito; Didmetro da veia porta <1 lmm
e >11mm; Espessura da veia porta na entrada do hilo <6mm e >6mm; Espessura parede veia
porta bifurcagdes secundarias <5Smm e >5mm; Espessura da parede da vesicula biliar <4mm e

>4mm.
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