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RESUMO

A esquistossomose é uma doencga parasitaria humana que gera sérias consequéncias para
a saude publica, além de grandes impactos socioeconbmicos nos paises em
desenvolvimento. A migragcao de larvas e vermes adultos do Schistosoma mansoni nos
tecidos do hospedeiro pode ocasionar danos celulares, levando a liberagcdo tanto de DNA
endoégeno quanto parasitario. A cascata de sinalizacdo celular dependente da molécula
adaptadora STING possivelmente é ativada durante esse processo. Portanto, este estudo
tem como objetivo avaliar o papel de STING no controle da infeccado e na patologia induzida
pela esquistossomose. Inicialmente, foi analisado se a via de sinalizagdo cGAS-STING em
fibroblastos embrionarios de camundongo (MEFs) era capaz de detectar o DNA de S.
mansoni. Apds a transfeccdo, o DNA do parasito foi reconhecido por cGAS, levando a
ativagdo subsequente de STING. Em seguida, camundongos C57BL/6 (WT) e Sting” foram
infectados com cercarias de S. mansoni para posterior analise da carga parasitaria,
patologia hepédtica, parametros imunologicos, celularidade e composi¢cdo da microbiota
intestinal. Apos a perfusdo, foi demonstrado que os camundongos Sting” apresentaram
maior resisténcia a infeccao quando comparados aos camundongos WT. No entanto, nao
foram encontradas diferengas significativas na contagem de ovos, no numero e area dos
granulomas hepaticos e nos titulos de anticorpos do isotipo IgG. Quando a resposta imune
celular foi avaliada, os camundongos Sting”™ mostraram um aumento significativo de IFN-y
produzido pelas células do bago apds 40 dias de infecgao e, de IL-17, TNF-a e IL-6 no
lavado bronco-alveolar (BAL) apds 13 dias de infecgdo, quando comparados aos
camundongos WT. Nas andlises de celularidade foram mostrados que os camundongos
Sting”™ apresentaram um aumento da frequéncia de neutrdfilos no pulmdo, BAL e baco
independentemente da infecgéo. Além disso, neutrofilos deficientes em STING estimulados
com IFN-y exibiram uma taxa de sobrevida aumentada, mas capacidade similar de destruir
esquistossdémulos in vitro quando comparados aos neutrofilos WT. Na analise da microbiota

intestinal, os camundongos Sting” infectados apresentaram alteragdes substanciais na

Xii



populagao bacteriana encontrada, revelando um perfil mais inflamatério quando comparados
aos camundongos WT infectados. Em suma, este estudo demonstrou que a via de
sinalizacdo cGAS-STING possui a capacidade de reconhecer o DNA de S. mansoni e que a

auséncia dessas moléculas levam a uma maior resisténcia a infecgao.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni — Sensores de DNA — STING.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a human parasitic disease responsible for serious consequences for
public health, as well as severe socioeconomic impacts in developing countries. The
migration of Schistosoma mansoni larvae and adult worms in the host tissues might induce
cellular damage, leading to the release of both endogenous and parasitic DNA. Thefore, we
hypothesize that the signaling pathway induced by the adaptor molecule is possibly activated
during this process. This study aims to understand the role of STING in the control of
infection and pathology induced by schistosomiasis. Initially, it was evaluated whether the
cGAS-STING signaling pathway of murine embryonic fibroblasts (MEFs) was able to detect
the DNA of S. mansoni. After transfection, the parasite's DNA was recognized by cGAS,
leading to subsequent STING activation. Then, C57BL/6 (WT) and Sting”” mice were infected
with S. mansoni cercariae for further analysis of parasite load, liver pathology, immunological
parameters, cellularity and intestinal microbiota composition. After perfusion, it was
demonstrated that Sting”™ mice showed greater resistance to infection when compared to WT
mice. However, no significant differences were found in egg count, in the number and area of
liver granulomas and in the total IgG antibody titers. When the cellular immune response was
assessed, Sting” mice showed a significant increase in IFN-y produced by spleen cells after
40 days of infection, and in IL-17, TNF-a and IL-6 in bronchoalveolar lavage (BAL) after 13
days of infection, when compared to WT mice. Regarding cellularity, we showed that Sting™
mice had an increased frequency of neutrophils in the lung, BAL and spleen regardless of
infection. In addition, STING-deficient neutrophils stimulated with IFN-y exhibited an
increased survival rate, but similar ability to kill schistosomula in vitro when compared to WT
cells. In the analysis of the intestinal microbiota, the infected Sting”™ mice showed substantial
changes in the bacterial population found, revealing a more inflammatory profile when
compared to the infected WT mice. In summary, this study demonstrated that the cGAS-
STING signaling pathway has the ability to recognize the DNA of S. mansoni and that the

absence of these molecules leads to greater resistance to infection.
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1. INTRODUCAO

1.1. Esquistossomose

A esquistossomose, também conhecida como bilharziose, € uma doenca parasitaria
humana, resultante da infecgdo causada por parasitos trematdédeos do género Schistosoma
(COLLEY et al., 2014; LO et al., 2018). O primeiro relato da doenga data de 1851, quando o
cirurgido alemao Theodor Bilharz descobriu, durante realizacdo de uma autépsia em um
hospital do Cairo, vermes do parasito Schistosoma hematobium nas veias pélvicas de um
paciente (OTHMAN; SOLIMAN, 2015; PAPAMATHEAKIS et al., 2014; SHAKER; SAMY;
ASHOUR, 2014). A esquistossomose € uma doenga tropical negligénciada que gera graves
consequéncias socioecondmicas nos paises em desenvolvimento, sendo considerada a
segunda doenca parasitaria mais prevalente no mundo (PAPAMATHEAKIS et al., 2014;
SONG et al., 2016; TCHUEM TCHUENTE et al., 2017).

De acordo com a organizagdo mundial da saude, a esquistossomose afeta
aproximadamente 240 milhdes de pessoas no mundo e mais 700 milhdes vivem em risco
de contaminagao nas areas endémicas. As principais espécies de Schistosoma causadoras
de doengas em humanos sao: Schistosoma guineensis, S. haematobium, S. intercalatum, S.
Japonicum, S. mansoni e S. mekongi (WHQO). Dentre elas, as trés espécies envolvidas com a
maioria dos casos reportados sao: S. haematobium, S. japonicum e S. mansoni (GRIMES et
al., 2015).

A esquistossomose tém sido relatada, principalmente, em areas sem saneamento basico
adequado localizadas em 78 paises da Africa, Asia e América do Sul (WHO; XIAO; SUN;
CHEN, 2018). Contudo, a espécie de Schistosoma responsavel por causar a doenga pode
diferenciar de acordo com a regido geografica. O S. mansoni é endémico em areas tropicais
e subtropicais da Africa subsaariana, Oriente Médio, América do Sul e Caribe, enquanto que
0 S. haematobium é endémico no norte da Africa, na Africa subsaariana, no Oriente Médio e

na india. O S. guineensis e o S. intercalatum estdo presentes na Africa ocidental e central.
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Por sua vez, o S. japonicum pode ser encontrado na Asia, principalmente nas Filipinas e na
China. O S. mekongi esta presente apenas na bacia do rio Mekong no Laos € no Camboja.
A distribuicdo das espécies do parasito apresenta certa dindmica onde o hospedeiro
intermediario apropriado esteja presente. A imigracdo e o turismo de areas endémicas
possui vital importancia nesse processo (Figura 1) (COLLEY et al., 2014; ELBAZ; ESMAT,

2013; HINZ et al., 2017).

=1 Schistosoma mansoni

m Schistosoma haemartobium
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= Schistosoma japonicum
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Figura 1: Distribui¢ao global da esquistossomose. Fonte: (COLLEY et al., 2014).

As espécies de Schistosma que comumente afetam os seres humanos apresentam
ciclos de vida semelhantes (SHAKER et al., 2014). O ciclo de vida desses parasitos se inicia
quando os ovos alcangam a agua através da urina ou das fezes de humanos infectados
(WENDT; COLLINS, 2016). Apds o contato com a agua, os ovos liberaram larvas ciliadas de
vida livre, denominadas miracidios, que localizam e infectam o hospedeiro intermediario,
conhecido como caramujos de agua doce (género Biomphalaria sp. para o S. mansoni,
Bulinus sp. para o S. haematobium e, Oncomelania sp. para S. japonicum) (EVAN SECOR,

2014; WENDT; COLLINS, 2016). Apos a infecgao, os miracidios se desenvolvem a um
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estagio larval conhecido como esporocistos. Os esporocistos, por sua vez, se reproduzem
assexuadamente (2 geragdes) dando origem a centenas de larvas denominadas cercarias
(WENDT; COLLINS, 2016). Ao longo de 4-6 semanas, um miracidio pode se dividir em mais
de 20000 cercarias, o que demonstra uma relagdo nao linear entre a contaminagéo da agua
e o risco de infeccdo (GRIMES et al., 2015). As cercarias possuem uma cauda bifurcada
(usada para mobilidade na agua), uma regiao de cabeca (usada para fixagcdo na pele do
hospedeiro) e glandulas que contém enzimas proteoliticas que facilitam a penetragdo na
pele (SHAKER et al., 2014). Eventualmente as cercarias deixam o hospedeiro intermediario,
geralmente pela manha, onde permanecem na agua até encontrarem um hospedeiro
definitivo adequado (GRAHAM; KUMAR, 2014). As cercarias conseguem sobreviver na
agua por um periodo de 20 horas até que a infecgao do hospedeiro aconteca (WHITFIELD
et al., 2003). Evidéncias apontam que cerca de 200 cercarias sao liberadas do hospedeiro
intermediario por dia no caso do S. haematobium, 250-600 no caso do S. mansoni e,
geralmente, 15, mas ocasionalmente até cerca de 160, no caso do S. japonicum (GRIMES
et al., 2015). Apds a localizagao do hospedeiro definitivo, as cercarias penetram na pele,
perdem sua calda e se transformam em esquistossdmulos (SHAKER et al., 2014). Foi
demonstrado em estudos que a grande maioria dos esquistossémulos de S. mansoni e S.
haematobium se encontram na epiderme nas primeiras 24 horas de infec¢cao, migram para a
derme apos 48 horas de infecgdo e atingem os vasos dérmicos com 72 horas de infecgéao
(EL RIDI, R. A;; TALLIMA, 2013; HE; SALAFSKY; RAMASWAMY, 2005). Uma vez nos
vasos, 0s esquistossdmulos sdo transportados pelo fluxo sanguineo a porgao direita do
coragao e, em seguida, aos pulmdes (GRAHAM; KUMAR, 2014). Os esquistossomulos
permanecem dentro dos finos capilares pulmonares entre 3-15 dias, onde se transformam
em organismos mais longos e delgados (EL RIDI, R. A.; TALLIMA, 2013; RHEINBERG et
al., 1998). Essa forma lhes permite atravessar a vasculatura pulmonar em direcao a porgao
esquerda do coragao e, através da circulagao sistémica, chegam ao figado (EL RIDI, R. A;;

TALLIMA, 2013; GRAHAM; KUMAR, 2014). Os parasitos permanecem alojados no figado
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entre 4-6 semanas apoés a infecgdo (GRIMES et al., 2015). No figado, os mesmos se
desenvolvem até atingirem a maturidade sexual, se acasalam e migram para as veias
mesentéricas superiores (S. mansoni), ou para as veias mesentéricas inferiores e posterior
veias hemorroidarias superiores (S. japonicum), ou para o plexo perivesical e posterior veias
drenantes do ureter (S. haematobium) dando inicio a ovoposi¢cao (PAPAMATHEAKIS et al.,
2014). As fémeas desse parasito podem produzir centenas (S. haematobium e S. mansoni)
ou milhares (S. japonicum) de ovos por dia. Apdés a ovoposi¢gao, os ovos atravessam a
parede dos vasos sanguineos até o limen do intestino ou da bexiga e sao liberados do
hospedeiro através das fezes ou da urina. Entretanto, mais da metade desses ovos ficam
retidos no hospedeiro provocando reagbes inflamatérias, que sao a grande causa da
morbidade observada nessa doenca (GRIMES et al.,, 2015). Em contato com a agua, os
ovos liberam os miracidios e o ciclo de vida do parasito é iniciado novamente (Figura 2)

(GRAHAM: KUMAR, 2014).

1.1.1. Patologia da esquistossomose

O perfil clinico da esquistossomose esta intimamente relacionado a progressdo da
resposta imune frente ao processo de maturagao do parasito (BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ,
2013). Sendo assim, os sintomas da doenga podem ser determinados pela localizacdo dos
parasitos e de seus ovos no hospedeiro e a gravidade da doenga pela intensidade e
duracdo da infecgdo. Entretanto, outros fatores determinantes também podem contribuir
para a morbidade, como a constituicdo genética do hospedeiro, estado nutricional,
diferengcas de cepa, idade e sexo (GRYSEELS, 2012; OTHMAN; SOLIMAN, 2015;
UTZINGER et al., 2015). A patologia gerada pela esquistossomose é comumente dividida

em duas condi¢des clinicas: a esquistossomose aguda e a esquistossomose cronica.
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Figura 2: Ciclo de vida do Schistosoma. (A) vermes adultos; (B) ovos; (C) miracidio; (D)

hospedeiros intermediarios; (E) cercarias. Fonte: (GRYSEELS et al., 2006).

1.1.1.1. Esquistossomose aguda

Nas primeiras 24 horas de infeccdo, quando as cercarias penetram na pele do
hospedeiro e se transfomam em esquistossdbmulos, ocorre a formagdo de uma erupgao
eritematosa pontual conhecida como dermatite cercariana que pode durar até 2 dias. Em
seguida, os esquistossbmulos entram na circulagido venosa sistémica, passam para a
circulagao pulmonar e, posteriormente, se alojam na vasculatura do pulmado. O quadro
clinico gerado pode ser assintomatico ou pode ocorrer, em alguns casos, uma reagao de
hipersensibilidade, denominado de Sindrome de Katayama, que ocasiona febre, calafrios,
eosinofilia periférica, dores de cabeca, mialgias ou artralgias, dor abdominal, diarréia

sangrenta e mal-estar. Na infecgdo causada pelo parasito S. mansoni também pode
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aparecer sintomas respiratérios, como tosse e dispneia ou sibilancia. No entanto,
complicacbes da doenca aguda, geralmente, se resolvem espontanéamente dentro de
algumas semanas (GRAHAM; KUMAR, 2014; PAPAMATHEAKIS et al.,, 2014).
Manifestacdes clinicas graves e persistentes se desenvolvem durante a fase cronica da

doencga (BARSOUM et al., 2013).

1.1.1.2. Esquistossomose cronica

O principal objetivo do parasito é destinar seus ovos para o ambiente externo a fim de
manter a sobrevivéncia da espécie. Para isso, os vermes depositam seus ovos o0 mais
préoximo possivel da bexiga, na infecgédo pelo S. haematobium, ou do célon distal e reto nas
infeccdes causadas pelas outras espécies de Schistosoma (BARSOUM et al., 2013). A
patogénese da esquistossomose humana se inicia quando os ovos destinados a sair do
corpo, através das fezes ou da urina, penetram nos tecidos ao redor dos 6rgaos-alvo
(MERRIFIELD et al., 2016). Essas areas sao, portanto, os alvos primarios da patologia
observada. Os outros 6rgaos atingidos sao considerados alvos secundarios decorrentes do
transporte de ovos pela corrente sanguinea (BARSOUM et al., 2013). Os ovos que ficam
retidos nos tecidos induzem inflamagéo, formagéao de granulomas e fibrose, podendo levar a
uma série de sequelas clinicas (MERRIFIELD et al., 2016).

Na esquistossomose intestinal, os ovos alojados na mucosa ou na submucosa do
intestino causam reagdes granulomatosas e lesdes teciduais, que podem entdo se estender
ao lumen intestinal como pseudopapilomas, polipose, ulceracido ou formando abscessos. Os
danos gerados se manifestam clinicamente como dor abdominal, diarréia cronica e perda de
sangue (SHAKER et al., 2014; WEERAKOON et al., 2015).

Na esquistossomose hepatoesplénica, os ovos que ficam presos no figado podem
provocar respostas granulomatosas, levando a formagao de fibrose no tecido periportal. A
progressao desse quadro pode causar a obstrugdo dos vasos portais, danificando assim o

parénquima hepatico. Como consequéncia, o hospedeiro pode desenvolver hipertensao
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portal, esplenomegalia, ascite e varizes gastroesofagicas. A exsanguinacao pelo
sangramento varicoso esofagico € a principal causa de morte na infecgédo pelo Schistosoma
sp. (SHAKER et al., 2014; SONG et al., 2016).

Na esquistossomose urindria, causada pelo parasito S. haematobium, os ovos que ficam
retidos na parede da bexiga e dos ureteres podem, inicialmente, desencadear o surgimento
da disuria, hematuria, proteinuria e leucocituria. Os rins, bexiga e genitais podem ser
seriamente afetados apds a instalagao da infecgao cronica e, em casos mais graves podem
levar a insuficiéncia renal. Essa fase da doenca, geralmente, € manifestada pela célica
renal, hidroureter e hidronefrose (BERGQUIST; UTZINGER; KEISER, 2017; BURKE et al.,
2009; OTHMAN; SOLIMAN, 2015). Muitos estudos descrevem que a infecgdo pelo S.
haematobium pode estar associada ao desenvolvimento do carcinoma de células
escamosas da bexiga (MERRIFIELD et al., 2016) e ao aumento dos riscos de infecgbes

sexualmente transmissiveis (WEERAKOON et al., 2015).

1.1.2. Resposta imune na esquistossomose

Apos a infecgdo do hospedeiro vertebrado, o parasito Schistosoma passa por varios
estagios de desenvolvimento. Cada estagio pode conter centenas e/ou milhares de porgbes
antigénicas que induzem a ativagdo tanto da resposta imune inata quando da resposta

imune adaptativa no hospedeiro (COLLEY et al., 2014).

1.1.2.1. Resposta imune inata contra a esquistossomose
A resposta imune inata é conhecida por ser a primeira linha de defesa contra agentes
patogénicos, além de promover e mediar o recrutamento da resposta imune adaptativa. O
hospedeiro apresenta uma série de receptores e vias de sinalizagado celular que sao
imediatamente ativados apds a infecgdo (BARBER, 2011). Os TLRs (do inglés Toll-like
receptors) sao uma classe importante de receptores da resposta imune inata. Esses

receptores sédo do tipo trans-membranares e podem ser encontrados tanto na membrana
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celular (TLR 1, 2, 4, 5, 6 e 10) quanto no compartimento endossomal (TLR 3, 7, 8 e 9)
(CHEN, J. Q.; SZODORAY; ZEHER, 2016).

Evidéncias demonstram que a ativagao de alguns TLRs podem apresentar relagao direta
com a patologia induzida pela esquistossomose. Um estudo anterior correlacionou a
ativacdo da via de TLR4 com a gravidade da fibrose hepatica de camundongos BALB/c
infectados com o parasito S. japonicum. A expressdo aumentada de TLR4 e de actina de
musculo liso a (a-SMA) foi observada tanto em células estreladas hepaticas (HSCs) de
camundongos infectados quanto em HSCs humanas estimuladas in vitro com antigeno de
ovo soluvel (SEA) (WEN et al.,, 2017). Outro estudo monstrou que a lisofosfatidilcolina
derivada de vermes adultos do parasito S. mansoni (Schisto-LPC) possui a capacidade de
se ligar ao TLR2 de eosindfilos humanos e induzir a secrecdo de TGF-B pro-fibrética
(MAGALHAES et al., 2018).

Evidéncias sugerem que a ativagado das células dendriticas via TLRs influencia tanto na
magnitude quanto na polarizagédo funcional da resposta imune (VANHOUTTE et al., 2007).
Um trabalho demonstrou que o tegumento do esquistossémulo (Smteg) ativa células
dendriticas derivadas da medula 6ssea via TLR4 / MyD88, induzindo tanto a produgao das
citocinas inflamatodrias IL-12p40 e TNF-a quanto o aumento dos niveis de expressao das
moléculas coestimulatérias CD40 e CD86 (DURAES et al., 2009). Outro trabalho mostrou
que a via de TLR9 de células dendriticas possui um papel importante na resposta
granulomatosa pulmonar de camundongos BALB/c desafiados com ovos do parasito S.
mansoni. Células dendriticas derivadas da medula 6ssea de camundongos TLR9”,
previamente estimuladas com SEA, induziram células T CD4+ a secretarem baixos niveis de
IFN-y e altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 apds a co-cultura. Na analise histopatolégica,
camundongos TLR9" apresentaram um aumento no tamanho dos granulomas pulmonares e
uma maior deposi¢cdo de colageno quando comparados ao grupo controle. A transferéncia
adotiva de células dendriticas WT para camundongos TLR9™ resultou em um fenétipo do

granuloma semelhante ao observado em camundongos WT (ITO et al., 2009).
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Um estudo demonstrou que o reconhecimento de antigenos de ovos do parasito S.
mansoni pelos receptores TLR2 e TLR3 de células dendriticas derivadas da medula 6ssea
de camundongos C57BL/6 induziram a produgao das citocinas inflamatérias IL-12p40 and
TNF-a. Células dendriticas estimuladas com ovos do parasito indiziram linfécitos T CD4+ a
secretarem baixos niveis de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) apds a co-cultura, de maneira
dependente de TLR3. Contudo, camundongos TLR2” e TLR3" nao apresentaram
diferengas na carga parasitaria, na contagem de ovos hepaticos, no tamanho dos
granulomas no figado e na deposi¢cado de colageno quando comparados aos camundongos
WT (VANHOUTTE et al., 2007). Esses dados divergem em relacdo a outros trabalhos sobre
o papel do receptor TLR2 na patologia de camundongos C57BL/6. Um estudo monstrou que
camundongos TLR2" infectados com o parasito S. japonicum apresentaram uma menor
carga de ovos hepaticos comparados aos camudongos WT. Além disso, os camundongos
TLR2" apresentaram uma elevada expressdo de genes de ativacdo de células T e de
alguns genes citotdxicos no bago (cd3g, cd96, cd7, tcra, ifit1, ifi27, Ick, lat, ligp1, itk, tgtp,
cd8a, gzma, gzmb, gzmk, prfl, fasl, kira8, kirk1 e crtam), bem como um aumento da
producao sistémica de citocinas Th1/Th2 (IFN-y, IL-12p70, IL-2, IL-4, and GM-CSF) e uma
diminui¢do da citocina IL-10 (ZHANG et al., 2011). Corroborando com esse resultado, outro
estudo mostrou que camundongos TLR2” infectados com o parasito S. mansoni
apresentaram uma diminuigdo tanto na carga de ovos hepaticos quanto na populagédo de
células T CD4+CD25+ (Treg) no baco. Além disso, esses animais exibiram um aumento no
tamanho médio dos granulomas hepaticos. A inativagdo funcional das células Treg de
camundongos WT infectados com anti-CD25 resultou em uma imunopatologia semelhante a
observada em camundongos TLR2” (LAYLAND et al., 2007).

Outra importante classe de receptores do sistema imune inato sdo os NLRs (do inglés
nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat-containing receptors), que podem atuar
na protecao contra doencas parasitarias. Esses receptores sao responsaveis pela ativacao

do complexo multiproteico conhecido como inflamassoma (DE CARVALHO et al., 2019;
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GORFU et al., 2014). Apds o reconhecimento do estimulo, ocorre a oligomerizagao dos
receptores e a subsequente associagdo com a proteina adaptadora ASC (do inglés
apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD). Apés a formagao do complexo
multiproteico, ocorre o recrutamento e a oligomerizacdo da pro-caspase-1 e posterior
inducdo de seu processamento autoproteolitico (RIESTRA et al., 2019; YDENS et al.,
2015). Esse processo promove a ativacdo da caspase-1, a qual esta relacionada a lise
celular e a liberagdao do conteudo intracelular (piroptose) (GORFU et al., 2014). Nesse
processo, a caspase-1 também promove a maturacdo e a secregcao das citocinas
inflamatorias IL-18 e IL-18, através da clivagem de suas pré-formas (RIESTRA et al., 2019).
Dentre os receptores NLRs, as subfamilias mais estudadas sdo o NLRP e o NLRC
(PLATNICH; MURUVE, 2019). A subfamilia NLRP, que apresenta dominios de pirina (PYD),
€ composta por 14 membros distintos (NLRP1-NLRP14) (HUBER; EIBL; FUCHS, 2015;
PLATNICH; MURUVE, 2019).

Um dos primeiros estudos in vivo associando a via de sinalizagao do inflamassoma na
esquistossomose estabeleceu o papel da proteina antagonista do receptor de IL-1 endégena
(IRAP) na resposta granulomatosa mediada por células T aos ovos de S. mansoni nos
pulmbes. A deplecdo dessa proteina aumentou a area do granuloma, bem como a
expressao de varias citocinas na cultura de células linfonodais (CHENSUE et al., 1993).
Outro estudo determinou que as citocinas necessarias para a produgdo maxima do
antagonista do receptor de IL-1 (IL-Ira) por macrofagos inflamatérios na inflamacao
granulomatosa pulmonar foram o IFN-y e o TNF-a (RUTH et al., 1996). Esses trabalhos
abriram caminho para novas descobertas acerca de como a via de sinalizagdo de IL-1 atua
na patologia associada a esquistossomose. Um estudo mostrou que componentes do SEA
induziram a produgéo de IL-18 em células dendriticas via Dectina-2 / FcRy / Syk. A via de
Syk ativa o inflamassoma NLRP3 de nameira dependente do efluxo de potassio e da
produgédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Figura 3) . Além disso, camundongos

ASC™ e NIrp3™ infectados com o parasito S. mansoni exibiram uma diminuigdo no tamanho
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meédio dos granulomas hepaticos e baixos niveis de IL-1B no figado quando comparados
aos camundogos C57BL/6 (RITTER et al.,, 2010). Outro estudo demonstrou que o
inflamassoma NLRP3 foi ativado em HSCs de camundongo BALB/c infectados com o
parasito S. japonicum. A ativagdo do inflamassoma NLRP3 induzido por SEA em HSCs
ocorreu via Dectina-1 e foi dependente da ativacdo de JNK e Syk (LU et al.,, 2017).
Recentemente, nosso grupo de pesquisa monstrou que a deficiéncia de NLRP6 em
camundongos C57BL/6 infectados com o parasito S. mansoni resultou em uma redugéo
significativa na inflamagéo periovular e na deposi¢cao de colageno de granulomas hepaticos

(SANCHES; SOUZA; MARINHO; et al., 2020).
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Figura 3: Mecanismos de ativagdao do inflamassoma induzido por SEA em células dendriticas.
Em células dendriticas derivadas da medula 6ssea, a montagem do inflamassoma requer o primeiro
sinal, via TLR2 (Pam3Cys), seguido pela ativagdo da via Dectina-2 / FcgR / Syk por componentes do

ovo (SEA). Posteriormente, Syk induz a ativagao do inflamassoma NLRP3 de nameira dependente do
26



efluxo de potassio e da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Fonte: (SANCHES;
SOUZA; OLIVEIRA, 2020).

1.1.21.1. Mecanismos de evasao da resposta imune inata

A ativacao de TLRs especificos tém sido relatada em trabalhos sobre os possiveis
mecanismos de evasdo do parasito ao sistema imunoldgico do hospedeiro. Macréfagos
devivados da medula éssea de camundongos C57BL/6 estimulados com produtos
excretados/segretados de cercarias do S. mansoni apés 3 horas de cultura (0-3hRP)
exibiram altos niveis IL-10. A producdo dessa citocina foi associada ao recrutamento do
fator de transcricdo CREB para a regiao promotora de /L-10, apds ativagdo de TLR2 e
TLR4. A secregdo de IL-10 pelos macréfagos, possivelmente, modula a resposta
imunolégica na pele, limitando a inflamagdo e possiveis danos ao tecido (SANIN;
PRENDERGAST; MOUNTFORD, 2015). Corroborando com esse resultado, outro trabalho
do mesmo grupo mostrou que a molécula Sm16, encontrada em abundancia no pellet de 0-
3hRP pds-centrifugacao, induziu tanto a producao de IL-10 quanto o bloqueio da ativagao
classica de macrofagos em resposta aos ligantes de TLR3 e TLR4. Além disso, Sm16
provocou o atraso no processamento de antigenos de Escherichia coli nos fagossomos de
macréfagos (SANIN; MOUNTFORD, 2015). A capacidade do peptideo imunomodulador
SJMHE1 da proteina HSP60 de S. japonicum em inibir a produgao de citocinas em resposta
aos ligantes de TLR4, TLR9 ou TLR7/8 em células do bagco de camundongos C57BL/6 e de
TLR4 em células mononucleares do sangue periférico de humanos também foi
demonstrada. Além disso, o SIJMHE1 conseguiu suprimir os sinais clinicos da artrite

induzida por colageno do tipo Il bovino em camundongos DBA/1 (WANG et al., 2017).

1.1.2.2. Resposta imune adaptativa contra a esquistossomose
Apds a passagem pela pele do hospedeiro, os esquistossdmulos atingem os vasos

dérmicos e séo transportados pelo fluxo sanguineo até a vasculatura pulmonar. Nessa fase
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da doenga, a infeccdo pode progredir para um estagio agudo sintomatico conhecido como
Sindrome de Katayama (MCMANUS et al., 2018). Essa reagéo ocorre com pouca frequéncia
em populagdes endémicas, mas € comum entre pessoas advindas de areas ndo endémicas
apos a infecgdo primaria (BURKE et al., 2009; KING et al., 1998). Os sintomas séao
atribuidos a um quadro de hipersensibilidade sistémica e a formagao de complexos imunes
em resposta a antigenos liberados durante a migracdo dos parasitos no hospedeiro
(LAWSON; BICKLE; TAYLOR, 1993; MCMANUS et al., 2018; ROSS et al., 2007;
WILSON; COULSON, 2009). Um estudo in vitro demonstrou que os anticorpos IgG1, IgG2 e
IgG3 causaram a morte de esquistossOmulos através da indugao de mecanismos citotoxicos
mediados por eosindfilos (KHALIFE et al., 1989). Contudo, os esquistossémulos perdem a
vulnerabilidade a esse tipo de mecanismo dentro de 24 horas (LAWSON et al., 1993;
WILSON; COULSON, 2009). Evidéncias apontam que a resisténcia adquirida pelos
parasitos ndo pode ser associada ao mimetismo de antigenos, renovagdo de membrana,
desprendimento de antigenos ou liberagdo de moléculas e proteases imunomoduladoras. A
resisténcia a anticorpos, sistema do complemento, macréfagos e eosindfilos é atribuida,
principalmente, a propriedades bioquimicas e biofisicas na estrutura das membranas de
superficie do parasito que atuam como um escudo de protegdo (EL RIDI, R.; TALLIMA;
MIGLIARDO, 2017; WILSON; COULSON, 2009). Quando os esquistossdmulos chegam na
vasculatura pulmonar e tentam passar pelos finos capilares pulmonares, ocorre o contato
intimo entre o tegumento dos parasitos e o endotélio capilar. Esse contato pode gerar
interagbes de adesdo, bem como a transcitose de antigenos para os espacos intersticiais. O
fato dos esquistossdmulos estarem em um espaco apertado, provavelmente, limita a difuséo
das secreg¢des imunoreguladoras e permite que o hospedeiro tenha tempo de montar uma
resposta imune mediada por células (WILSON; COULSON, 2009). Essa resposta foi
estudada em camundongos vacinados com cercarias atenuadas de S. mansoni. Durante a
passagem dos esquistossémulos pelo pulmao desses animais ocorreu a formagaéo de uma

reagdo imunologica dependente de células polimorfonucleares e células mononucleares,
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incluindo células T CD4+ do tipo | (Th1) que secretam IFN-y (ANGELES; MERCADO;
RIVERA, 2020; COULSON et al.,, 1998; CRABTREE; WILSON, 1986; MENSON;
COULSON; WILSON, 1989).

Com o inicio da ovoposigcado, parte dos ovos produzidos pelos parasitos podem ficar
presos em tecidos e o6rgdos apos serem transportados pela corrente sanguinea. A
estimulacao antigénica continua gerada pelos ovos retidos induz o recrutamento sequencial
de células imunes e a formacdo de granulomas periovulares (CHUAH et al., 2014). Os
granulomas sao compostos por agregados bem definido de células inflamatérias, como
linfécitos T e B, macréfagos, mastocitos, plasmaocitos, eosindfilos e fibroblastos, envoltos por
uma matriz extracelular colagenizada (OLVEDA et al.,, 2014; SHAKER et al.,, 2014;
SKELLY, 2013). Essa resposta € dependente da ativagdo das células T CD4+ do tipo Il
(Th2) que produzem altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 (CHUAH et al., 2014; FALLON et al.,
2000). A IL-13 ¢é a principal citocina responsavel por promover a fibrogénese
(CHIARAMONTE et al., 1999; YOU; MCMANUS, 2015). Apds a secregao dessa citocina, os
fibroblastos sédo estimulados a proliferar, substituindo a maioria dos elementos celulares e
mediando a deposicao de colageno (OLVEDA et al., 2014; SHAKER et al., 2014; SKELLY,
2013). Os granulomas comegam progressivamente a se tornar mais fibréticos a medida que
0s ovos sao degradados. Entretanto, a fibrose gerada persiste mesmo apdés a depuragao
dos ovos (GRAHAM; KUMAR, 2014). A forte resposta Th2 se mantém até 12 semanas do
inicio da infecgcao, quando a fase aguda é regulada e, entdo, substituida por uma fase
cronica (Figura 4). Durante a fase transitoria, os macréfagos mudam seu papel protetor,
observado durante a fase aguda, para um padréo de cicatrizagao mediado por uma reagéao
fibrética concéntrica, que é uma caracteristica da fase crbénica da doenga (DE OLIVEIRA et
al., 2017; HESSE et al., 2001).

A citocina IL-33 e seu receptor ST2L sdo expressos constitutivamente no figado
saudavel. Contudo, suas expressdes podem aumentar apds uma lesdo hepatica. Estudos

demonstram que a IL-33 possui um papel fundamental na iniciagdo, amplificacdo e
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manutencao da resposta Th2 na esquistossomose (PENG et al., 2016). A citocina IL-33 é
um importante estimulador das células linfoides inatas do grupo 2 - ILC2 (HAMS et al.,
2016). Apds a estimulacao, as ILC2 produzem IL-13 que inicia a imunidade Th2 (HAMS et
al., 2014). Além disso, a IL-33 atua na ativagdo de macréfagos alternativamente ativados na
infeccdo causada pelo S. japonicum (PENG et al., 2016).

Os ovos contém uma ampla variedade de proteases e por¢gdes que sao altamente
téxicas e podem induzir a necrose do tecido onde estédo alojados. Uma forte resposta imune
granulomatosa é entdo formada com a finalidade de isolar os ovos e os produtos
proteoliticos que eles liberam. Entretanto, a inflamacgao e a fibrose gerada pela estimulagéo
excessiva dessa resposta podem ser potencialmente letais ao hospedeiro. Devido a isso, o
desenvolvimento efetivo da imunomodulacao impede que os granulomas sobrecarreguem o
tecido ou bloqueiem o fluxo sanguineo a qual eles se encontram (COLLEY et al., 2014;

SHAKER et al., 2014).

Intensidade da resposta imune

Fase Crinica

A4

Esquistosadmulos
Cercarias

Wermes adultos

Figura 4: Fases da resposta imune adaptativa na esquistossomose. Fonte: (PEARCE;
MACDONALD, 2002).
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A manutengao do equilibrio entre a polarizacdo das respostas Th1 e Th2 é crucial para
prolongar a sobrevivéncia do hospedeiro durante o curso da esquistossomose (NDLOVU;
BROMBACHER, 2014). Evidéncias demonstram que a estimulagéo excessiva das respostas
Th1 ou Th2 pode gerar graves consequéncias (OLVEDA et al., 2014; SKELLY, 2013). A
citocina IL-10 desempenha um papel regulador chave na esquistossomose devido a sua
capacidade de impedir respostas imunes polarizadas exacerbadas. Camundongos
deficientes em IL-10 / IL-4 exibiram uma robusta polarizagédo da resposta Th1 e morte
associada a superexpressao dos mediadores pro-inflamatérios IFN-y, TNF-a e NO induzivel,
a formagéo de granulomas nao fibréticos e a altos niveis séricos de aspartato transaminase.
Em contrapartida, camundongos deficientes em IL-10 / IL-12 apresentaram uma forte
polarizagao da resposta Th2 e morte relacionada a uma acentuada producéo de IL-4 e IL-
13, a um aumento da fibrose hepatica e a formagao de granulomas com elevado numero de
eosindfilos (HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000). Um estudo demonstrou que a IL-10
gerada durante a resposta imune inata e adaptativa regulam o desenvolvimento da resposta
Th2, a patologia e a sobrevivéncia do hospedeiro infectado. Grande parte da IL-10
produzida pelas células T CD4+ foi atribuida ao subconjunto que expressa CD25 (HESSE et
al., 2004). Outro estudo mostrou que camundongos infectados tratados com anti-IL-10R
mAb e anti-TGF- mAb no inicio da produgdo de ovos apresentaram inflamagéao hepatica
grave, granulomas aumentados, elevada expressdo de IL-4, IL-6, TNF, IFN-y e IL-17 e

mortalidade superior a 80% (HOFFMANN et al., 2000).

1.2. Potenciais alvos terapéuticos para a esquistossomose

Evidéncias demonstram que a eliminagcado da esquistossomose exigira uma abordagem
multifacetada. Dentre elas, o tratamento medicamentoso de pacientes infectados possui
forte impacto. Atualmente, o farmaco mais utilizado no combate a esquistossomose é o
Praziquantel. Contudo, essa droga apresenta algumas limitagbes, como a auséncia de

efeitos contra os vermes imaturos, a incapacidade de impedir a reinfeccdo, além do
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surgimento de resisténcia dos parasitos a esse medicamento (CROSNIER et al., 2019;
MCMANUS et al., 2018). Devido a esses fatores, a melhor compreensédo da biologia de
infeccao da esquistossomose pode auxiliar na identificagdo de novos alvos terapéuticos e/ou
profilaticos para a doenga. Uma importante area de estudo que vem ganhando cada vez
mais destaque em pesquisas recentes envolve a inibicdo da ativagcdo de receptores
especificos da resposta imune inata.

Atualmente os receptores da subfamilia NLRP tém sido considerados interessantes
alvos contra as respostas inflamatérias acentuadas. Camundongos C57BL/6 e BALB/c
infectados com o parasito S. japonicum exibiram um aumento na deposigéo de colageno no
figado quando comparados aos camundongos né&o infectados. A administracdo de um
potente inibidor seletivo de caspase-1 (YVAD) ou do adenovirus AAV8 associado com
shNLRP3 gerou uma diminuicdo da deposicdo de colageno quando comparados aos
camundongos infectados que nao receberam o tratamento (LU et al., 2017; MENG et al.,
2016). Outro estudo recente sugeriu o aminoacido taurina como uma possivel terapia para
aliviar ou prevenir a ocorréncia da fibrose associada a esquistossomose. O estresse
oxidativo causado por uma doencga hepatica faz com que a proteina que interage com a
tioredoxina (TXNIP) se dissocie, liberando TXNIP que, subsequentemente, ativa o
inflamassoma NLRP3. O suplemento com taurina suprimiu a ativacdo TXNIP/inflamassoma
NLRP3 hepatico e, consequentemente, a ativacdo de mediadores inflamatérios e a piroptose

de camundongos C57BL/6 infectados com o parasito S.japonicum (LIU et al., 2019).

1.3. STING e sua regulagao

A resposta imune inata é ativada apdés uma infeccdo por meio da deteccdo de um
conjunto limitado de moléculas conhecido como Padrdes moleculares associados a
patégenos - PAMPs (RONGVAUX, 2017). Os acidos nucleicos de uma agente infeccioso
(DNA, RNA ou nucleotideos) sdo considerados uma classe importante de PAMPs. Os

Receptores de reconhecimento de padrédo (PRRs) presentes no hospedeiro, geralmente,
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conseguem distinguir entre o material genético de patégenos e o produzido por suas
proprias células através da diferenca na composi¢cao de bases especificas, modificagbes
quimicas, estruturas secundarias ou por sua localizagdo. Apds o reconhecimento, as células
infectadas induzem respostas imunes efetoras contra os agentes invasores (RONGVAUX,
2017; SHU; LI; LI, 2014). Entretanto, o processo de deteccdo deve ser rigorosamente
regulado pois o0 reconhecimento inadequado dos acidos nucleicos derivados do proprio
hospedeiro (células danificadas e mitocdndrias) podem causar graves doengas auto-imunes
(XIA et al., 2016).

O hospedeiro possui diversos sensores de DNA presentes tanto no citoplasma quanto
no compartimento endossomal. Dentre eles, os trés mais estudados atualmente sado: o
TLR9, o ausente no melanoma 2 (AIM2) e a enzima GMP-AMP sintase ciclica (cGAS). O
TLR9 reconhece dominios CpG nao-metilados presente nos endossomos das células. O
reconhecimento de DNA pelo TLR9 induz o fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) a
ativar tanto o fator nuclear kappa B (NF-kB) quanto a proteina quinase ativada por
mitégenos (MAPK), levando a expressao das citocinas pro-inflamatérias IL-6, TNF-a e IL-12
(GALLUCCI; MAFFEI, 2017; XIA et al., 2016). O AIM2 é conhecido por formar o complexo
multiproteico inflamassoma, que ativa caspase-1 e induz a maturacdo das citocinas
inflamatoérias pro-IL-1p3, pré-IL-18 e da gasdermina D (molécula efetora da morte celular por
piroptose) (GAIDT et al., 2017; PLATNICH; MURUVE, 2019; SHU et al., 2014). O cGAS
reconhece DNA e hibridos DNA-RNA presente no citoplasma das células. Apdés o
reconhecimento, cGAS produz um segundo mensageiro que se liga a proteina estimuladora
de genes de interferons (STING) e induz a produgao de IFN do tipo | (GALLUCCI; MAFFEI,
2017; LAl etal., 2020; LUECKE; PALUDAN, 2017).

O DNA derivado de patdgenos é capaz de causar potentes respostas imunoldgicas e
inflamatérias no hospedeiro. A via de sinalizagdo cGAS-STING € o principal mecanismo de
detecgdo de DNA em células de mamiferos. O reconhecimento de DNA pelo cGAS induz

uma mudanga conformacional que permite que o ATP e o GTP entrem em sua cavidade
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catalitica levando a sintese do GMP-AMP ciclico (2'3'-cGAMP). A ciclizagdo dessa molécula
€ gerada pela formagéao de duas ligacdes fosfodiéster, uma entre o 2'-OH de GMP e o 5'-
fosfato de AMP e a outra entre o 3'-OH de AMP e o 5'-fosfato de GMP. O 2'3'-cGAMP
produzido funciona como um segundo mensageiro que se liga com alta afinidade ao
adaptador de membrana do reticulo endoplasmatico (RE) STING, promovendo a sua
oligomerizagao e ativagao. Subsequentemente, STING trafega do RE para o compartimento
intermediario que existe entre essa organela e o complexo de Golgi para finalmente chegar
ao aparelho de Golgi. Durante este processo, a regido carboxila terminal de STING (CTT, do
inglés C-terminal tail) recruta e ativa a quinase ligante de TANK 1 (TBK1) que, por sua vez,
fosforila uma regido conservada dentro do CTT de STING. Apos a fosforilagdo de STING,
ocorre o recrutamento do fator de transcricdo IRF3, que é, posteriormente, fosforilado de
maneira dependente de TBK1. A fosforilacdo do IRF3 promove a sua dimerizacdo e,
posterior, translocagao para o nucleo. O STING também ativa a quinase IKK que fosforila a
familia IkB de inibidores do fator de transcricdo NF-kB. As proteinas IkB fosforiladas sdo
degradadas via ubiquitina-proteassoma, isso libera o NF-kB, que transloca para o nucleo e
em conjunto com IRF3 e outros fatores de transcricdo induzem a expressao de IFN do tipo |,
genes estimulados por IFN (ISG) e citocinas/quimiocinas pré-inflamatérias (Figura 5)
(CHEN, Q.; SUN; CHEN, 2016; GAIDT et al.,, 2017; GLUCK; ABLASSER, 2019;
MOTWANI; PESIRIDIS; FITZGERALD, 2019; SHU et al., 2014; SWANSON et al., 2017;
XIA et al., 2016). A intensificacao da resposta imune celular gerada apds a ativagdo dessa
via pode ser alcangada através da transferéncia do 2'3'-cGAMP das células infectadas para
as células vizinhas néo infectadas pelas jungdes GAP (CHEN, Q. et al., 2016).

STING é uma proteina transmembranar que contém trés porcdes, uma regido N
terminal, uma regido média de ligagao ao dinucleotideo ciclico (CBD) e uma regido carboxila
terminal CTT. Nas células nao estimuladas, a interagao entre o CBD e CTT mantém um
status auto-inibido de STING. A ligagdo com o 2'3'-cGAMP desloca o CTT do CBD,

induzindo a oligomerizagao e ativagdo de STING (GAO; HU; SHU, 2020). Na literatura tém
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sido descrito que STING também responde aos dinucleotideos ciclicos (CDNs) produzidos
por varios tipos de patégenos bacterianos (MARGOLIS; WILSON; VANCE, 2017). Nas
bactérias, os CDNs sao sintetizados por ciclases de dinucleotideos especificos e
degradados por fosfodiesterases. Essas moléculas cicllicas possuem um papel central na
regulacdo do metabolismo bacteriano. Os CDNs mais bem caracterizados sao c-di-GMP, o
c-di-AMP e o 3'3'cGAMP, que estdo envolvidos na formacédo de biofilmes, esporulagao,

homeostase da parede celular e com a viruléncia (MARINHO et al., 2017).
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Figura 5: Via cGAS-STING de detecg¢ao do DNA citosédlico. Fonte: (CHEN, Q. et al., 2016).
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cGAS ¢ essencial para o reconhecimento de DNA citoplasmatico na forma B, a mais
predominante no meio celular. Esse reconhecimento ocorre de maneira independente da
sequéncia, pois essa enzima se liga a estrutura acgucar-fosfato sem detectar as bases
individuais (DHANWANI; TAKAHASHI; SHARMA, 2018). A incapacidade que cGAS
apresenta de distinguir o DNA derivado de patégenos ou do préprio hospedeiro aumenta o
risco do aparecimento de respostas auto-imunes indevidas (MARGOLIS et al., 2017). Além
do cGAS, existem outros sensores que também possuem a capacidade de ativar STING,
como o DEAD-box helicase 41 (DDX41), a proteina indutivel por IFN 16 (IFI16), o fator
regulador de IFN (DAI) e os componentes das vias de detecgao de RNA, como a proteina de
sinalizagao antiviral mitocondrial (MAVS) dependente de RLR (do inglés RIG-I-like receptor)
(LI, Y.; WILSON; KISS-TOTH, 2017).

A expressao de IFN do tipo | e citocinas proé-inflamatérias pela via cGAS-STING apds o
reconhecimento do DNA de patdégenos é essencial para o combate de varios tipos de
infecgbes. Contudo, a forte resposta inflamatdria gerada pela ativagao dessa via precisa ser
restringida devido aos efeitos prejudiciais que a produgao inadequada do IFN do tipo | pode
causar (MARGOLIS et al., 2017). Uma das estratégias utilizadas para o controle de ativagao
da via ocorre através da limitagcdo da quantidade intracelular de: (1) DNA, um mecanismo
que pode envolver DNases: extracelulares (DNase | e DNase | tipo 3), no compartimento
fagolisossémico (DNase Il) ou no citosol [TREX1 (do inglés three-prime repair exonuclease
1; também conhecido como DNase lll)]; e de (2) 2'3'-cGAMP, através do balanco entre as
taxas de sintese e de decaimento. A degradagédo do 2'3'-cGAMP pode ser realizada pela
enzima extracelular ENPP1 com alta especificidade (CHEN, Q. et al., 2016; MOTWANI et
al., 2019). Outra forma de controle ocorre através das modificacdo pds-traducionais ou
interagbes proteina-proteina que podem afetar a estabilidade, atividade e trafico de cGAS ou

de STING (MOTWANI et al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada que afeta aproximadamente
240 milhdes de pessoas no mundo. A infecgdo pode gerar consequéncias patologicas e
imunoldgicas potencialmente letais ao hospedeiro (COSTAIN; MACDONALD; SMITS, 2018;
MCMANUS et al., 2018). Devido a essa caracteristica, tém se tornado necessaria a
realizagdo de mais estudos que visam a melhor compreensao da biologia de infecgao da
doencga. O sistema imune inato é responsavel pelo reconhecimento inicial de um agente
patogénico e pela ativagdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Recentemente,
muitos estudos vem demonstrando que os receptores e vias de sinalizagdo celular da
resposta imune inata apresentam um papel relevante durante o curso da esquistossomose.
Contudo, essa area ainda € pouco conhecida e precisa de mais investigagao.

Os acidos nucleicos derivados de patégenos podem ser detectados através de sensores
especificos, gerando potentes respostas imunoldgicas e inflamatérias no hospedeiro. O
STING é uma importante molécula adaptadora envolvida em varias vias de reconhecimento
de DNA. Tém sido amplamente descrito que a via de STING pode atuar em varios tipos de
cancer, doencas autoimunes, infecgdes virais e bacterianas. No entanto, pouco se sabe
sobre as implicagbes que STING e seus sensores associados podem causar na resposta
imune contra helmintos (MARINHO et al., 2017). A migracao de larvas e vermes adultos do
S. mansoni nos tecidos do hospedeiro pode ocasionar danos celulares, levando a liberagéo
tanto de DNA enddgeno quanto parasitario. Evidéncias demonstram que existem moléculas
de carga que auxiliam o DNA extracelular a ter acesso ao espago intracelular e desencadear
a via de STING (POLI et al., 2017). Devido a isso, este estudo tem como objetivo
compreender o papel de STING no controle da infecgdo e na patologia induzida pela
esquistossomose. A compreensdo dos mecanismos envolvidos no estabelecimento e
progressao da esquistossomose pode auxiliar no desenvolvimento de novas abordagens

terapéuticas e/ou profilaticas para a doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar o papel da molécula adaptadora STING no controle da infeccdo e na patologia

induzida pelo parasito Schistosoma mansoni em modelo murino.

3.2. Objetivos especificos

i. Verificar se o DNA do parasito S. mansoni € capaz de ativar STING em fibroblastos
embrionarios de camundongo (MEFs) e se esse reconhecimento é dependente
de cGAS;

ii. Infectar camundongos C57BL/6 deficientes em STING e avaliar a carga parasitaria;

iii. Analisar a patologia hepatica de camundongos infectados;

iv. Medir os niveis de anticorpos séricos presentes no soro de camundongos infectados;

v. Avaliar o perfil de citocinas produzido pelas células do bago de camundongos
infectados restimuladas com antigenos soluveis de vermes adultos (SWAP);

vi. Avaliar o perfil de citocinas e a celularidade no lavado bronco-alveolar (BAL) e
pulmao de camundongos infectados;

vii. Medir a porcentagem de neutroéfilos no bago de camundongos infectados;

viii. Analisar a sobrevivéncia e a funcao de neutréfilos da medula éssea de camundongos
deficientes em STING apés estimulagdo com IFN-y;

iX. Analisar a microbiota intestinal.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Para a realizacao deste estudo foram utilizados camundongos de seis a doze semanas
de idade. Os camundongos C57BL/6 (WT) foram adquiridos do biotério pertencente ao
Laboratério de Imunologia de Doengas Infecciosas (LIDI), do Centro de Bioterismo (CEBIO)
e do Biotério Central, todos situados na Universidade Federal de Minas Gerais. Os
camundongos deficientes nos genes TMEM173 (Sting”™) e MB21D1 (cGAS™) foram obtidos
através do Dr. G. Barber da Universidade de Miami-EUA (ISHIKAWA; BARBER, 2008; LI,
X. D. et al.,, 2013). Durante a realizagdo dos ensaios experimentais, os animais foram
mantidos no biotério do LIDI em microisoladores forrados com maravalha. Os camundongos
foram alimentados com uma dieta a base de agua e racdo estéreis e, acomodados em
ambiente com condigbes adequadas de higiene e temperatura. Os experimentos envolvendo
animais deste estudo foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Minas Gerais, com protocolo de permissdo de numero

367/2017.

4.2. Parasito (cercarias, esquistossémulos e vermes adultos).

As cercarias da cepa LE do parasito S. mansoni utilizadas neste estudo foram adquiridas
da Fundagdo Oswaldo Cruz - Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ - Belo
Horizonte) através da exposicdo de caracois Biomphalaria glabrata infectados a luz. O
numero e a viabilidade das cercarias foram verificados com o auxilio de um microscopio com
lupa estereoscopica antes da infecgao.

Para a obtencdo dos esquistossémulos, as cercarias foram inicialmente concentradas
em uma membrana de 25um, desisfectadas com uma solugido contendo 10000 unidades de
penicilina e 10mg de estreptomicina/mL — solugao PenEstrep (Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, EUA) a 2% em agua estéril e concentradas em tubos falcons em meio RPMI
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1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific) acrescentado de 2% de solugdo PenEstrep. Em
seguida, os tubos foram vortexadas de quatro a oito vezes durante 3 minutos com o intuito
de desprender os corpos das cercarias de suas caudas. Nos intervalos o material foi
colocado no gelo por cerca de 3 minutos. As caudas desprendidas foram entdo separadas
em uma solugédo contendo Percoll a 30% (Pharmacia, Uppsala, Suécia) em agua estéril
através de uma centrifugacdo a 500xG por 15 minutos a 4°C. Posteriormente, os
esquistossdmulos foram cultivados por 7 dias in vitro em meio de cultura DMEM (Gibco,
Thermo Fisher Scientific) acrescentado com 10% de FBS - Soro fetal bovino (Gibco, Thermo
Fisher Scientific), 5% de solugdo PenEstrep, 8ug/mL de insulina do pancreas bovino (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA), 1ug/mL de hidrocloreto de serotonina (Sigma-Aldrich) e suplemento
de poliamina 1X (Sigma-Aldrich) (DA'DARA; SKELLY, 2015).

Para a obtencdo de vermes adultos, os camundongos foram inicialmente anestesiados
com uma solugao salina (0,9% de NaCl) contendo 25% de Quetamina e 9% de Xilazina. Em
seguida, os animais foram infectados através da exposigao percutanea da pele abdominal a
um anel acrilico contendo aproximadamente 100 cercarias do parasito S. mansoni por 1
hora. Apdés 40 dias de infeccdo, os camundongos foram sacrificados por meio de uma
camara de CO, e, posteriormente, perfundidos. Nesse processo, foi introduzido uma agulha
acoplada a uma bomba peristéltica na artéria aorta para a injegdo de salina (0,9% de NaCl)
acrescentado de Citrato de sodio (15g/L), evitando a coagulagdo sanguinea. A solugao de
perfusao eliminada através da veia porta, contendo os vermes adultos, foi coletada em
recipientes apropriados. Posteriormente, os tecidos e vénulas dessa regido foram
atenciosamente examinados a procura de vermes que tenham ficado retidos. Os vermes
encontrados foram colocados junto a solugao de perfusdo. Em seguida, os vermes foram
recuperados.

O SWAP (do inglés soluble adult worm antigen) foi adquirido através da maceracao
mecanica de vermes adultos obtidos de camundongos C57BL/6 em PBS 1X (tampé&o Salina-

fosfato, pH 7.2). Os vermes foram macerados 6 vezes por cerca de 30 segundos com o
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auxilio de um macerador. Nos intervalos o material foi colocado no gelo por 30 segundos.
Posteriormente, foi realizado uma centrifugacdo de 7 minutos a 14000xG. O sobrenadante
foi coletado e dosado através do kit de ensaio de dosagem de proteinas BCA (Thermo
Fisher Scientific). Apés dosagem, o sobrenadante foi armazenado a -80°C para posteriores

ensaios.

4.3. Analise da carga parasitaria
Os niveis de resisténcia foram calculados através da comparagdao do numero total de
vermes recuperados, fémeas e machos, do grupo teste em relagéo ao grupo controle, como

na sequinte formula:

Nivel de resisténcia = [(Total de vermes WT - Total de vermes Grupo Teste) / Total de vermes WT] x 100

4.4. Coleta de sangue

Ap6s a infecgao, foram realizadas coletas de aproximadamente 0,3mL de sangue
submandibular dos camundongos nos dias 0, 7, 19 e 35. Em seguida, os tubos contendo as
amostras foram mantidos em geladeira por cerca de 30 minutos e, posteriormente,
centrifugados a 4500xG por 15 minutos. Apds a centrifugagcao, os soros foram coletados e
armazenados a -20°C até o momento da utilizagdo. Todas as etapas apds a coleta de

sangue foram realizadas mantendo as amostras a 4°C.

4.5. Medida de anticorpos séricos

A andlise da presenca de anticorpos IgG total no soro dos animais foi realizada por
ELISA (do inglés Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay). Placas de microensaio de 96
pocos (Sarstedt, Nimbrecht, Germany) foram sensibilizadas com 20ug/mL de SWAP em
tampao Carbonato-bicarbonato (pH 9.6) por 16 horas a 4°C. Decorrido esse tempo, as

placas foram lavadas 3 vezes com PBST (tampé&o Salina-fosfato contendo 0,05% de Tween
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20) e, posteriormente, bloqueadas com 300uL/poco de PBS 1X suplementado com 10% de
FBS por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes
com PBST e foi adicionado 100uL/poco de cada soro, em duplicata, diluido 1:100 em PBS
1X por 1 hora a temperatura ambiente . Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes
com PBST e foi adicionado 100uL/poco de anti-lgG total (Sigma-Aldrich) conjugado a
peroxidase diluido 1:2000 em PBS 1X por 1 hora a temperatura ambiente (MORAIS;
FIGUEIREDO; ASSIS; HOMAN; et al., 2018). Apos esse tempo, as placas foram lavadas 3
vezes com PBST e a reacdo de cor foi obtida pela adigdo de 60uL/pogo do substrato
3,3',5,5"-Tetrametilbenzidina (TMB) por 20 minutos. A reagao foi parada com 30uL/pogo de
uma solugdo contendo 5% de Acido sulfirico e as placas foram lidas a 450nm em uma

leitora de ELISA Multskan FC (Thermo Fisher Scientific).

4.6. Contagem de ovos no figado

Os lobos laterais direito dos figados foram coletados, pesados e introduzidos em tubos
previamente identificados. Porteriormente, esses 6rgaos foram digeridos com 5mL de uma
solugdo contendo 5% de KOH por aproximadamente 16 horas a 37°C. Decorrido esse
tempo, foi adicionado salina (0,9% de NaCl) em cada tubo até a marca de 20mL. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 270xG por 10 minutos e os sobrenadantes foram
descartados. Os pellets foram entédo lavados com 20mL de salina (0,9% de NaCl) por duas
vezes. Em cada etapa de lavagem os tubos foram centrifugados a 270xG por 10 minutos e
os sobrenadantes foram descartados. Apds o descarte da ultima centrifugacdo, foram
adicionados 5mL de uma solugéo contendo 10% de Formaldeido em PBS 1X. A contagem
de ovos foi realizada com o auxilio de um microscépio 6tico. O valor total foi corrigido
considerando a massa do figado, resultando no numero de ovos por grama de tecido
hepatico. Os niveis de redugao foram calculados comparando o niumero de ovos/g de figado

de camundongos Sting” em relagéo ao grupo controle (ASSIS et al., 2018).

42



4.7. Andlise dos granulomas hepaticos

As partes centrais do lobo lateral esquerdo dos figados foram coletadas e fixadas em
solucdo contendo 10% de Formaldeido em PBS 1X. Em seguida, os érgaos foram incluidos
em parafina. Cortes histolégicos de 6um foram obtidos por meio de um micrétomo para a
confeccdo de laminas. Apds a cofecgao, as laminas foram coradas com Hematoxilina e
Eosina (H&E) para a determinacédo do numero e area dos granulomas hepaticos.

O numero total de granulomas de cada corte histolégico foi determinado por contagem
com o auxilio de um microscépio Optico (lente objetiva 10x). Para a determinagéo da area, o
corte histoldgico de cada figado foi escaneado para o célculo de sua area total (cm?) através
do software ImagedJ (Institutos Nacionais de Saude dos EUA, Maryland, EUA). Cerca de 20
granulomas, contendo um unico ovo bem definido, foram selecionados aleatoriamente de
cada corte para serem fotografados utilizando uma microcamera JVC TK-1270/RBG
acoplada ao microscépio (lente objetiva 10x). Posteriormente, as areas dos granulomas
foram medidas utilizando o software Imaged (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) (MORAIS;
FIGUEIREDO; ASSIS; HOMAN; et al., 2018). A média das areas para cada camundongo foi

expresso em mm>.

4.8. Células do baco — medicao de citocinas e analise por citomentria de fluxo

Todas as etapas desse experimento foram realizadas em ambiente estéril por meio da
utilizagcdo de uma capela de fluxo laminar. Apds 13 ou 40 dias de infecgdo, o baco dos
camundongos C57BL/6 e Sting” foram coletados e macerados com o auxilio de redes de
metal e placas de Petri, ambas estéreis. As placas foram lavadas com salina estéril (0,9%
de NaCl) e as solugbes com o macerado celular foram transferidas para tubos estéreis
previamente identificados. Os tubos foram centrifugados a 270xG por 10 minutos a 4°C e os
sobrenadantes foram descartados. Em seguida, as hemacias foram lisadas com 1,5mL de
tampao ACK (155 mM NH,4CI, 10 mM KHCO;, pH 7.2) por 5 minutos. Decorrido esse tempo,

foi adicionado salina estéril (0,9% de NaCl) até a marca de 30mL em cada tubo.
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Posteriormente, essas solugdes foram filtradas com o auxilio de filtros “cell strainer” de
70um (BD Bioscience, New Jersey, EUA) e os filtrados foram transferidos para outros tubos
estéreis. Os tubos foram entdo centrifugados a 270xG por 10 minutos a 4°C e os
sobrenadantes foram descartados. As células foram ressuspendidas em 2mL de meio RPMI
1640 acrescentado com 10% de FBS e 1,5% de solugado PenEstrep (meio RPMI completo).
Em seguida, as células do bago foram contadas, com o auxilio de uma camara de Neubauer
e, ajustados para 1x10° células/pogo em placas de cultura de 96 pogos (Nunc - Thermo
Fisher Scientific). Para os experimentos de medicao de citocinas, nos pogos contendo
células do bago de camundongos com 40 dias de infecgao foram adicionados 600ug/mL de
Polimixina B (Sigma-Aldrich), para evitar qualquer estimulagao inespecifica proveniente de
contaminacao com LPS. Posteriormente, as placas foram acondicionadas por no minimo 30
minutos na estufa. Em todas as etapas deste experimento, as células do bago foram
incubadas em estufa a 37°C com ambiente contendo 5% de CO,. Em seguida, as células
foram mantidas em meio de cultura como controle negativo ou estimuladas com 10ug/pogo
de SWAP ou com 5ug/mL do mitégeno Concanavalina A (ConA) / 1ug/mL de
Lipopolissacarideo (LPS) como controles positivo. Apds 24, 48 ou 72 horas, foram coletados
0s sobrenadantes das culturas para a analise de IL-4 e IL-5, TNF-a e, IFN-y, IL-17 e IL-10,
respectivamente (MORAIS; FIGUEIREDO; ASSIS; HOMAN; et al., 2018). Nas coletas de 24
e 48 horas foram adicionados mais 600ug/mL de Polimixina B nas placas restantes, exceto
nas células que foram estimuladas com LPS e, incubadas em estufa até o momento da
coleta. As células do bago de camundongos com 13 ou 40 dias de infecgao também foram
ajustadas para 1x10° células/pogo em placas de cultura de 96 pocos (Nunc) para analise por

citometria de fluxo.

4.9. Dosagem de citocinas/quimiocina
As analises das citocinas/quimiocina IL-4, IL-10, IL-5, IL-17, TNF-q, IFN-y, IL-1B, IL-6 e
CXCL10/IP-10 foram realizadas utilizando kits de ELISA Duoset (R&D Diagnostic,
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Minnesota, EUA). Para essa finalidade, foram seguidas as instrugdes fornecidas pelo

fabricante.

4.10. Lavado bronco-alveolar — medigcao de citocinas e analise por citomentria
de fluxo

Apobs o sacrificio com dose letal de anestésicos Quetamina e Xilazina, foi inserido uma
canula na traquéia dos animais por meio de uma traqueostomia. Através dessa canula foram
realizadas cerca de trés lavagens de 0,5mL de salina (0,9% de NaCl) para a coleta do
lavado broco-alveolar, sendo a primeira lavagem utilizada para a dosagem de citocinas e as
duas lavagens restantes utilizadas para a coleta de células. Apés a realizagao das coletas,
as amostras da primeira lavagem foram centrifugadas a 270xG por 10 minutos. Em seguida,
os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C até o momento da dosagem de
citocinas/quimiocina. Os pellets obtidos apds a centrifugacdo foram introduzidos nos
respectivos tubos contendo as amostras das duas lavagens restantes. Posteriormente, os
tubos contendo as células foram centrifugados a 270xG por 10 minutos e os sobrenadantes
foram descartados. Em seguida, os pellets contendo as células do lavado bronco-alveolar
foram ressuspendidos em 200uL de meio RPMI completo. Essas amostras foram utilizadas

para analises por citometria de fluxo.

4.11. Pulmao — medigéao de citocinas e analise por citomentria de fluxo

Ap6s a coleta do lavado bronco-alveolar (BAL), o pulmao esquerdo e o lobo superior do
pulmao direito foram coletados e introduzidos em tubos devidamente identificados contendo
4mL de PBS 1X complementados com 3% de FBS. Em seguida, os pulmdes foram
colocados em placas de Petri onde foram excessivamente cortados com o auxilio de bisturis
para a obtencao de uma massa homogénea. Essas massas foram entdo introduzidas em
tubos de 2mLs. Posteriormente, as placas de Petri foram lavadas com cerca de 1mL de

solugdo de digestao composta por meio RPMI 1640 acrescentado de 20U/mL de DNAse |
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(GE Healthcare, lllinois, EUA) e de 0,13mg/mL de Liberase TL Research Grade (Roche -
Sigma-Aldrich) (HAN; ZIEGLER, 2013). Em seguida, as solu¢cdes de lavagem foram
coletadas das placas de Petri e introduzidas nos respectivos tubos contendo os pulmoes
macerados. Posteriormente, os tubos foram incubados em um em um termomixer a
1000rpm por 45 minutos a 37°C. Apds esse tempo, foram adicionados cerca de 1mL de
meio RPMI completo em cada tubo com o objetivo de parar a digestdo. Em seguida, as
solugcbes foram passadas em filtros “cell strainer” de 70um e as solugbes de digestao
colocadas em tubos de 50mL. Os tubos foram centrifugados a 270xG por 5 minutos a 4°C e
os sobrenadantes descartados. As células foram ressuspendidas em 0,5mL de meio RPMI
completo, contadas e ajustadas para 1x10° células/poco com o auxilio de uma camara de
Neubauer. As amostras contendo as células foram utilizadas para analise por citometria de
fluxo.

Os dois lobos inferiores do pulmao direito (apés a extragdao do BAL — 13 dias de
infeccao) foram coletados e introduzidos em tubos de 2mL devidamente identificados. Em
seguida, foram acrescentados cerca de 1mL de solugéo de extragéo de citocinas (0,4M de
NaCl, 0,05% de Tween 20, 0,5% de BSA, 0,1mM de Fluoreto de fenilmetilsulfonil — PMSF,
0,1mM de Cloreto de benzetdnio, 10mM de Acido etilenodiamino tetra-acético — EDTA, e
20Kl de Aprotinina) para cada 100mg de tecido. Posteriormente, foi utilizado um macerador
(Ultra-Turrax) para homogeneizar as solugdes contendo os o6rgdos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 10000xG por 10 minutos a 4°C. Decorrido esse tempo, os

sobrenadantes foram coletados e utilizados para a dosagem de citocinas/quimiocina.

4.12. Citometria de fluxo

Nas analises por citometria de fluxo foram utilizados marcadores de superficie. Todas as
analises apresentaram dois controles FMO (do inglés Fluorescence Minus One) e células
nao marcadas como controle negativo. As placas contendo as células foram inicialmente

centrifugadas a 204xG por 7 minutos a 4°C, flicadas e vortexadas. Em seguida, as placas
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foram lavadas com 200uL de PBS 1X (wash A) e foram novamente centrifugadas a 204xG
por 7 minutos a 4°C, flicadas e vortexadas. Primeiramente, as células foram incubadas por
20 minutos com 30uL de anti- CD16/32 para o bloqueio dos receptores Fc (eBioscience,
Califérnia, EUA) diluidos em PBS 1X contendo 0,25% de BSA (ADS). Decorrido esse tempo,
foram adicionados 170uL de PBS 1X contendo 0,5% de BSA (wash B) por pogo.
Posteriormente, as placas foram centrifugadas por a 204xG por 7 minutos a 4°C, flicadas e
vortexadas. As células foram entdo incubadas por 20 minutos a 4°C no escuro com 30uL de
anti-CD11c conjugado a FITC (clone HL3, eBioscience), anti-Ly6G conjugado a PE (clone
1A8, eBioscience) e anti-CD11b conjugado a APC-Cy7 (clone M1/70, BD-Bioscience)
diluidos em ADS. Nas analises envolvendo o anticorpo Zombie NIR (BioLegend, California,
EUA) nao foi utilizado nenhum reagente apresentando BSA anterior a marcacao. Nos
controles FMO foram incubados os mesmos anticorpos diluidos em ADS, entretando, em um
desses controles ndo apresentava o anticorpo anti-CD11c conjugado a FITC e no outro
controle nao apresentava o anticorpo anti-Ly6G conjugado a PE. Nas células ndo marcadas
foram adicionados 30uL de ADS. Decorrido esse tempo, foram adicionados 170uL de wash
B por pogo. Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 204xG por 7 minutos a 4°C,
flicadas e vortexadas. As células foram lavadas com 170uL de wash B e entéo centrifugadas
a 204xG por 7 minutos a 4°C, flicadas e vortexadas novamente. Em seguida, foram
adicionados 200uL de wash A para ressuspender as células (MARINHO et al., 2016). A
andlise de quantificacdo das células foi realizada no Attune® Acoustic Focusing Cytometer
(Applied Biosystems, California, EUA). Os dados gerados pelo citbmetro foram analisados

utilizando o programa Flowjo 10 (Tree Star, Inc., Oregon, EUA).

4.13. Extragao de DNA total de vermes adultos
Vermes adultos do parasito S. mansoni obtidos de camundongos C57BL/6 foram
inicialmente macerados em 100uL de TE (10mM de TRIS e 1TmM de EDTA, pH 8.0). A

solugdo contendo os vermes foi homogeneizada cerca de 6 vezes por 30 segundos com o
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auxilio de um macerador e nos intervalos o material foi colocado no gelo por cerca de 30
segundos. Posteriormente, foi realizada uma centrifugagéo a 7000rpm por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o pellet foi resuspendido em 3mL de TE. A solugao foi
entdo dividida em 6 tubos com 0,5mL cada. Em cada tubo foi adicionado 30uL de uma
solucdo contendo 10% de Dodecil sulfato de sddio (SDS) e, em seguida, foi adicionado 10uL
de Proteinase K (20mg/mL). Posteriormente as adigdes, os tubos foram colocados por 1
hora a 37°C. Decorrido esse tempo, foi adicionado 100uL de uma solucdo contendo 5M de
NaCl. Apés homogeneizar, foi adicionado mais 80uL de uma solugéo contendo 10% de
Brometo de cetil trimetilamonio (CTAB) e 0,7M de NaCl. Posteriormente as adi¢des, os
tubos foram colocados por 10 minutos a 65°C. Decorrido esse tempo, os tubos foram
colocados no gelo e foi adicionado 500uL de uma solugdo contendo Fenol/Cloroférmio/Acool
isoamilico (Invitrogen, Califérnia, EUA). Os tubos foram entdo homogeneizados no gelo por
5 minutos. Posteriormente, foi realizada uma centrifugagdo a 10000rpm por 10 minutos a
4°C. Apos a centrifugagédo, foram coletadas apenas as fases aquosas que foram
introduzidas em novos tubos. Em seguida, foi adicionado 500uL de Cloroférmio e os tubos
foram centrifugados a 10000rpm por 10 minutos a 4°C. Decorrido esse tempo, foram
coletados novamente as fases orgénicas que foram introduzidas em outros tubos.
Posteriormente, foi adicionado 500uL de Isopropanol e os tubos foram colocados por 1 hora
a -20°C. Em seguida, foi realizada uma centrifugagédo a 13000rpm por 25 minutos a 4°C.
Apos centrifugar, os sobrenadantes foram descartados e foram adicionados aos pellets uma
solugdo contendo Alcool 70%. Os tubos foram novamente centrifugados a 13000rpm por 10
minutos a 4°C. Decorrido esse tempo, os sobrenadantes foram descartados e os tubos
foram deixados abertos secando. Apos a secagem, os pellets foram ressupendidos em agua
e as solugdes de todos os tubos foram unidas em um unico tubo (100uL - volume final). Em
seguida, foi adicionado 50ug/mL de RNAse A no tubo e esse foi colocado por 30 minutos a

37°C. Posteriormente, o DNA foi dosado em nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo
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Fisher Scientific) e a sua integridade foi avaliada por uma eletroforese em gel contendo

0,8% de agarose.

4.14. Cultura de células

Para a realizacdo dessa analise, foram descongelados do nitrogénio liquido criotubos
contendo fibroblastos embrionarios de camundongo (MEFs) Sting” e C57BL/6 (obtidos
através do Dr. G. Barber da Universidade de Miami-EUA) em uma solugao de 10% de FBS
em Dimetilsulféxido (DMSO). Inicialmente, as células foram centrifugadas a 400xG por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante descartado para a completa retirada do DMSO. Em
seguida, as células foram ressuspendidas em meio DMEM suplementado com 10% de FBS
e 1% de solugdo PenEstrep (meio DMEM completo). As células foram entdo introduzidas em
uma garrafa de cultura contendo meio DMEM completo, respeitando o tamanho da garrafa
utilizada e, posteriormente, foram incubadas em estufa a 37°C com ambiente contendo 5%
de CO,. O crescimento celular foi checado diariamente através de um microscépio invertido
€ 0 meio de cultura trocado parcialmente/completamente a cada um ou dois dias. As células
foram tripsinizadas quando uma subconfluéncia de 80-90% foi atingida e recultivadas em
garrafas de cultura maiores. Para isso, o meio de cultura contido nas garrafas foi
inicialmente descartado e, em seguida, a garrafa foi lavada com PBS 1X. Apds o descarte
do lavado, foi adicionado Tripsina (TrypLE™ Express, Thermo Fisher Scientific) em cada
garrafa , respeitando o tamanho da garrafa utilizada, e as mesmas foram incubadas por 5
minutos na estufa para o desprendimento das células. Decorrido esse tempo, foram
adicionados meio DMEM completo em cada garrafa para a inibigdo da enzima. Esse
processo de crescimento celular foi realizado até a obtencdo de uma quantidade suficiente

para posteriores ensaios.

4.15. Microscopia confocal
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A ativacdo de STING em MEFs foi analisada por imunofluorescéncia. MEFs C57BL/6
foram contadas, com o auxilio de uma camara de Neubauer e, ajustadas para 2,5x10*
células/poco em placas de cultura de 24 pocgos (Nunc - Thermo Fisher Scientific) contendo
laminulas de vidro. Apds 24 horas, as células foram transfectadas com DNA de S. mansoni
(3ug/mL) ou dsDNA90 (3pg/mL) durante 6 horas utilizando o reagente de transfecgao
Fugene (Promega, Wisconsin, EUA). Resumidamente, no dia da transfec¢do, o DNA foi
diluido em meio DMEM (sem adi¢cdo de FBS) contendo 0,25% do reagente de transfecgéo
Fugene e incubado por 15 minutos. Apds esse periodo, 100uL da mistura Fugene/DNA
foram adicionados em cada pogo da placa de cultura que ja continha 200uL de meio DMEM
completo. Apdés 6 horas, as células foram lavadas com PBS 1X e fixadas em
paraformaldeido a 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente. As células foram
permeabilizadas em PBS 1X contendo 0,2% Triton X-100 por 10 minutos e bloqueadas por 1
hora em PBS 1X contendo 10% de BSA a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, as
células foram incubadas com anticorpo policlonal de coelho (inglés rabbit) contra STING
(adquirido do Dr. Glen Barber, Universidade de Miami, EUA) diluido 1:50 em PBS 1X
contendo 4% de BSA overnight. Em seguida, as células foram incubadas com anti-rabbit
conjugado com Alexa Fluor 546 (Cell Signaling, MA, EUA) diluido 1:500 em PBS 1X
contendo 4% de BSA para detecgéo do anticorpo primario. As laminulas foram dispostas em
l&minas utilizando o ProLong Gold com DAPI (4'6’-diamidino-2-fenilindol) (Invitrogen) como
meio de montagem. Todas as laminas receberam a mesma quantidade de ProLong Gold
com DAPI, de forma a cobrir-las completamente. A analise de microscopia confocal foi
realizada em um sistema confocal Nikon A1. Trés laminulas foram analisadas por amostra e

as fotografias foram tiradas com uma objetiva de 60X.

4.16. PCR em tempo real
MEFs C57BL/6 (WT) e Sting” nZo transfectados ou transfectados com DNA de S.

mansoni ou dsDNA90 foram homogeneizados em TRIzol (Invitrogen) e o RNA total foi
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isolado de acordo com as instru¢des do fabricante. A transcricao reversa do RNA total foi
realizada e a RT-PCR quantitativa foi conduzida em um volume final de 10uL contendo
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), cDNA oligo-dT (modelo de PCR) e
primers. A reagcao de PCR foi realizada com o instrumento de PCR em tempo real
QuantStudio3 (Applied Biosystems) (CAMPOS et al., 2017; CERQUEIRA et al., 2018). Os
primers foram utilizados para amplificar um fragmento especifico correspondente a alvos
genéticos especificos, como a seguir:
B-actin
forward 5-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3 e
reverse 5- CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3’;
IFN-B
forward 5-GCCTTTGCCATCCAAGAGATGC-3’ e
reverse 5-ACACTGTCTGCTGGTGGAGTTC-3'.

Todos os dados sdo apresentados como unidades de expressdo relativa apos

normalizagao para B-actina.

4.17. Isolamento de neutréfilos

Camundongos C57BL/6 (WT) e Sting” foram sacrificados através de uma camara de
CO, e, em seguida, os fémures e tibias foram removidos e limpos com gaze e alcool. As
cabecas dos ossos foram retiradas com o auxilio de tesouras e as células da medula éssea
foram coletadas apos passagem forgada de PBS 1X no canal medular utilizando seringas
descartaveis. As células foram entdo centrifugadas a 270xG por 10 minutos a 4°C. Apds
centrifugacao, os sobrenadantes foram descartados e as células foram ressuspendidas em
meio RPMI 1640 (sem fenol red, Gibco, Thermo Fisher Scientific) (MORAIS; FIGUEIREDO;
ASSIS; ALVARENGA,; et al., 2018). As células foram entéo filtradas com o auxilio de filtros
“cell strainer” de 70um. Posteriormente, as células mononucleares foram separadas das

células polimorfonucleares e eritrocitos por meio de um gradiente de Ficoll-Paque (KUHNS
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et al., 2015). Resumidamente, em um tubo contendo 3mL de Ficoll foram adicionados
cuidadosamente 2,5 mL de células em meio de cultura. O tubo foi centrifugado a 423xG por
30 minutos a 4°C. Apds centrifugagao, a fracdo, contendo leucdcitos polimorfonucleares e
eritrocitos, foi coletada e os eritrécitos foram lisados com 1mL de tamp&o ACK (155 mM
NH4CIl, 10 mM KHCO;, pH 7.2) por 5 minutos (CHOKESUWATTANASKUL et al., 2018). Em
seguida, as células foram lavadas duas vezes em meio RPMI 1640. Em cada etapa de
lavagem os tubos foram centrifugados a 270xG por 10 minutos a 4°C e os sobrenadantes
foram descartados. As células foram ressuspendidas em meio RPMI completo e ajustadas
para 5x10° células (teste de sobrevivéncia) ou 1x10° células (cultura com esquistémulos) por

poco em placas de 96 ou 24 pocos (Nunc), respectivamente.

4.18. Sobrevida de neutréfilos

Os neutrdfilos (5x10°) presentes nas placas de 96 pocos foram mantidos em cultura
apenas com meio RPMI completo (controle negativo) ou estimulados com SWAP
(200pg/mL), IFN-y (200ng/pL) ou LPS (1ug/mL) durante 2 horas em estufa a 37°C com
ambiente contendo 5% de CO,. Decorrido esse tempo, as placas foram centrifugadas a
270xG por 10 minutos a 4°C e as células foram ressuspendidas em PBS 1X para analise por

citometria de fluxo.

4.19. Cultura de neutrofilos com esquistossomulos

Os neutrdfilos (1x10°) presentes nas placas de 24 pogos foram inicialmente estimulados
com IFN-y (200ng/uL) por 2 horas. Apds esse periodo, os esquistossémulos recém-
preparados de 7 dias foram lavados e ressuspendidos em meio RPMI completo. Aliquotas
contendo aproximadamente 100 esquistossébmulos foram adicionadas a cultura de
neutréfilos por 3 horas em estufa a 37°C com ambiente contendo 5% de CO,. Em seguida,
as placas foram inspecionadas sob um microscépio invertido (Olympus Co., Hamburgo,

Alemanha). Em cada pogo, a porcentagem de esquistossémulos mortos foi pontuada. Os
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esquistossbmulos mortos apresentavam uma aparéncia opaca e granular, além de nao

possuir atividade celular (MORAIS; FIGUEIREDO; ASSIS; ALVARENGA; et al., 2018).

4.20. Isolamento fecal, sequenciamento de DNA da microbiota intestinal e
bioinformatica

Para a realizagdo dessa andlise foram utilizados 7 camundongos Sting” e 7
camundongos C57BL/6, sendo 4 animais infectados e 3 animais n&o infectados por
linhagem. Os animais foram sacrificados apés 40 dias de infecgdo em uma camara de CO..
Ap0s o sacrificio, os intestinos e, posteriormente, as fezes dos animais foram coletados em
ambiente estéril por meio da utilizagcdo de uma capela de fluxo laminar. Em seguida, as
fezes de todas as porgbes foram homogeneizadas com o auxilio de pingas e amostras
destas misturas foram introduzidas em tubos de 2mL estéreis, nao ultrapassando a marca
de 0,5mL. Em seguida, as amostras foram congeladas e mantidas em gelo seco durante o
transporte até o laboratério NEOPROSPECTA - Microbiome technologies (Florianodpolis,
Santa Catarina, Brasil), onde foi realizado o sequenciamento de DNA de nova geragao com
uma cobertura de 10000 reads. Essa analise foi baseada na comparagdo de amplificacbes
padrao da regiao V4 do rRNA 16S com a regido V3-V4 otimizada. A biblioteca de
sequenciamentos foi feita utilizando um protocolo de PCR de dois passos, para maior
eficiéncia e otimizacdo da amplificagdo dos primers. Na primeira reacdo de PCR, foram
utilizados os primers V3-V4 314F-806R, por apresentarem uma grande cobertura
taxondbmica em bactérias e archaeas. O par de primers 515F-806R, com menor
sensibilidade para discriminar espécies mais proximas, foi adicionalmente amplificado. As
reacoes de PCR foram sempre realizadas em friplicatas utilizando a Taq Platinum
(Invitrogen). Na PCR 1 as condi¢des foram: 95°C por 5 min, 25 ciclos de 95°C por 45
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos e extenséo final de 72°C por 2
minutos. Para a PCR 2 as condigbes foram: 95°C por 5 minutos, 10 ciclos de 95°C por 45

segundos, 66°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos e uma extensao final de 72°C
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durante 2 minutos. A reacao de PCR final foi limpa utilizando esferas AMPureXP (Beckman
Coulter, Califérnia, EUA) e as amostras foram reunidas em bibliotecas de sequenciamento
para quantificagdo. O sequenciamento foi realizado por meio de um sistema lllumina-MiSeq
(NMlumina, Califérnia, EUA) que normalmente fornece leituras de extremidade unica com
300nt de comprimento. Em seguida, os arquivos fastq de extremidade uUnica brutos, obtidos
a partir do sequenciamento, foram verificados quanto a qualidade usando o fastqc. Todas as
sequéncias com mais de 1 erro esperado por leitura foram filiradas. As unidades
taxondmicas operacionais (OTUs) foram geradas por agrupamento de sequéncias com uma
correspondéncia de 99% e as sequéncias quiméricas foram removidas usando Usearch
(EDGAR, 2010) (v11). As leituras foram mapeadas contra a OTU de referéncia para gerar
uma matriz de contagem. Posteriormente, a taxonomia e classificacdo das OTUs foram
realizadas com o Mothur (SCHLOSS et al., 2009) (v1.40.5), utilizando o banco de dados
Greengenes. As analises estatisticas foram implementadas utilizando o Phyloseq

(MCMURDIE; HOLMES, 2013) package for R.

4.21. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Graphpad Prism 5.0
(Califérnia, EUA). Os grupos de animais foram comparados utilizando o teste t Student nao
pareado e one-way ANOVA ou two-way ANOVA com péds-teste Bonferroni quando

aplicaveis. O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1. Deteccao do DNA de Schistosoma mansoni via cGAS/STING

O reconhecimento do DNA pelo sistema imunolégico € uma importante estratégia pela
qual o hospedeiro detecta a infecgao e inicia respostas protetoras contra patégenos (CHEN,
Q. et al.,, 2016; SHU et al., 2014). Para avaliar se a via de STING possui a capacidade de
reconhecer o DNA de S. mansoni, fibroblastos embrionarios de camundongo (MEFs)
C57BL/6 (WT) foram transfectados com o DNA do parasito ou dsDNA9O (controle positivo)
por 6 horas. Decorrido esse tempo, STING e o DNA foram marcados para analise por
microscopia confocal. A Figura 6A mostra que STING se manteve disperso no citoplasma
das células tratadas apenas com o reagente de transfecgdo Fugene. No entanto, quando as
MEFs foram transfectadas com DNA de S. mansoni ou dsDNA90, STING migrou do
citoplasma para a regido perinuclear dessas células, formando agregados pontuais (puncta).
Isso mostra que o DNA do parasito foi reconhecido, levando a ativagao subsequente de
STING. Para confirmar essa ativagao, foi analisada por RT-PCR a expressao de IFN-B em
MEFs WT e Sting™ transfectadas com o DNA de S. mansoni. Além disso, nesse experimento
também foram incluidas MEFs cGAS™ para verificar se o sensor cGAS poderia estar
envolvido na deteccdo do dsDNA. Apds a realizacdo desse experimento foi possivel
observar que as células tratadas apenas com o reagente de transfeccdo Fugene nao
expressaram niveis detectaveis de IFN-B. Confirmando os achados do experimento anterior,
MEFs WT transfectadas com o DNA de S. mansoni produziram altos niveis de mRNA de
IFN-B, indicando que o DNA do parasito foi realmente capaz de ativar STING.
Adicionalmente, MEFs Sting” e cGAS™ apresentaram drastica reducdo na expressdo de
IFN-B (Figura 6B). Tomados em conjunto, esses resultados demonstram que o DNA de S.
mansoni pode ser reconhecido pela via cGAS-STING, induzindo a expressao de elevados

niveis do transcrito de IFN-[3.
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Figura 6: Deteccio do DNA de Schistosoma mansoni e ativagdo de STING em fibroblastos
embrionarios de camundongo (MEFs). (A) Microscopia confocal de MEFs C57BL/6 (WT) tratadas
apenas com o reagente de transfeccdo Fugene (NI) ou transfectadas com 3 pg/mL de DNA do
parasito S. mansoni ou 3 ug/mL de dsDNA ativador de STING (dsDNA com 90bp — controle positivo)
por 6 horas. As células foram posteriormente marcadas com anticorpos contra STING (vermelho) e
com DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) (azul). (B) Andlise do mRNA de interferon-B (IFN-B) por
transcriptase reversa quantitativa - PCR (qQRT-PCR) em MEFs WT, cGAS™ e Sting"' tratadas apenas
com Fugene (NI, n=3) ou transfectadas com 3ug/mL do DNA de S. mansoni (n=3) por 6 horas. (***) e

(**) foram utilizados para demonstrar diferengas estatisticas com p<0,001 e p<0,01 em comparagao
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com as MEFs WT, respectivamente. Two-Way ANOVA com pés-teste Bonferroni foi utilizado para

comparagdes multiplas.

5.2. Andlise do impacto causado pela infeccdo com o parasito S. mansoni em
camundongos deficientes em STING

Uma vez que o DNA de S. mansoni apresenta a capacidade de ativar STING, foi
avaliado o papel dessa molécula durante o curso da esquistossomose. Para esse propdsito,
camundongos Sting” e C57BL/6 (WT) foram inicialmente infectados com aproximadamente
100 cercarias de S. mansoni. Decorridos 40 dias de infec¢ao, os animais foram perfundidos
para anadlise da carga parasitaria. Apos a realizacdo desse experimento foi possivel
observar que os camundongos Sting”™ apresentaram uma reducdo de 34% e 32% no
numero de vermes adultos recuperados em comparagdo aos animais do grupo controle
(WT). Um perfil de resisténcia semelhante também foi observado em camundongos cGAS™
(Figura 7A). Apos a perfusao, os figados dos camundongos Sting™ e WT foram coletados
para contagem de ovos e para avaliagdo do numero e area dos granulomas hepaticos.
Apesar do nimero reduzido de vermes adultos recuperados nos camundongos Sting”, ndo
foram observadas diferencgas significativas na contagem de ovos e de granulomas no figado
desses animais em comparagdo aos camundongos WT (Figuras 7B e 7C). Além disso, a
deficiéncia em STING nao afetou a maturagéo dos granulomas hepaticos, representada pela
medida das areas (Figura 7D). E possivel que um nimero menor de ovos possa ter ficado
retido em outros 6rgdos, como pulmao e parede intestinal, ndo avaliados neste estudo. Isso
pode explicar por que os figados de camundongos Sting™ ndo apresentaram diferencas na

contagem de ovos e de granulomas.
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Figura 7: Avaliagdo da carga parasitaria e patologia hepatica em camundongos Sting"'
infectados. Camundongos C57BL/6 (WT) e Sting"‘ (n=10) foram infectados com 100 cercarias de S.
mansoni e, apos 40 dias de infec¢ao foram avaliados a carga parasitaria (A), o nimero de ovos por

grama de figado (B), o nimero de granulomas por cm? (C) e a area dos granulomas em mm? (D). (**)
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e (**) foram utilizados para demonstrar diferengas estatisticas com p<0,01 ou p<0,001 em
comparagao aos camundongos WT, respectivamente. Para comparagdes entre os grupos foi utilizado

o teste t Student n&o pareado.

5.3. Analise da resposta imune humoral e celular de camundongos Sting™

infectados

Ap6s a infecgdo de camundongos Sting™ e WT com cercérias de S. mansoni, foram
coletadas amostras de sangue nos dias 0, 7, 19 e 35 para a avaliagéo dos titulos de I1gG
total anti-SWAP presentes no soro desses animais. Como mostrado na Figura 8A, nao
foram observadas diferengas significativas nos niveis de anticorpos produzidos pelos
camundongos Sting” e WT em todos os dias avaliados.

Para determinar se a auséncia de STING afeta a resposta imune celular contra o
parasito S. mansoni, células do bago de camundongos Sting” e WT com 40 dias de infecgdo
foram isoladas e restimuladas in vitro com SWAP, meio de cultura (controle negativo) e
ConA ou LPS (controles positivos). Apds a realizagdo desse experimento foi possivel
verificar que as células do bago de camundongos Sting” restimulados com SWAP
mostraram um aumento significativo na produgédo de IFN-y em comparagao com as células
WT (Figura 8B). No entanto, ndo foram observadas diferengas nos niveis das citocinas IL-4,
IL-10, IL-5, IL-17 e TNF-a (Figuras 8C-8G) quando comparamos as células de ambos os
grupos. Esses resultados sugerem que os camundongos Sting” infectados com o S.
mansoni induziram uma forte resposta imune celular mediada por IFN-y em comparagao aos

camundongos WT.
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Figura 8: Anticorpos e citocinas produzidos por camundongos Sting"' infectados.
Camundongos C57BL/6 (WT) e Sting"‘ foram inicialmente infectados com cercarias de S. mansoni.
Nos dias 0, 7, 19 e 35 pés-infeccao foram dosados os niveis de IgG total contra antigenos soluveis de
vermes adultos (SWAP) no soro desses animais (n=5) (A). Apos 40 dias de infecgdo, as células do
bago foram isoladas e restimuladas com 200ug/mL de SWAP, meio de cultura (controle negativo) e
Concanavalina A (ConA) ou Lipopolissacarideo (LPS) (controles positivos). Os sobrenadantes das
culturas foram utilizados para a dosagem das citocinas IFN-y (n=5) (B), IL-4 (n=5) (C), IL-10 (n=5)
(D), IL-5 (n=5) (E), IL-17 (n=5) (F) e TNF-a (n=5) (G). (***) foi utilizado para demonstrar diferenca
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estatistica com p<0,001 em comparagdo aos camundongos WT. Two-Way ANOVA com poés-teste

Bonferroni foi utilizado para comparagdes multiplas.

5.4. Avaliacao de celularidade no lavado bronco-alveolar (BAL), pulmao e baco

Evidéncias demonstram que os esquistossémulos se tornam alvos estacionarios/lentos
ao ataque imune quando tentam migrar através dos capilares pulmonares (WILSON;
COULSON, 2009). A celularidade do BAL e do pulmao de camundongos Sting™ foi avaliada,
apo6s 13 dias de infeccdo, a fim de determinar se a resisténcia a infecgdo observada nesses
animais também poderia estar relacionada com o ataque imunoldgico ao parasito durante
essa fase da doenca. Como mostrado na Figura 9A e 9C, os camundongos Sting” ndo
infectados apresentaram uma elevada porcentagem de neutréfilos (CD11b+ Ly6G+) tanto no
BAL quanto no pulmao em comparagao aos camundongos WT. Surpreendentemente, esse
aumento permaneceu mesmo apods a infeccdo com cercarias de S. mansoni. Em
contrapartida, ndo foram observadas diferengas na porcentagem de células dendriticas
(CD11b+ CD11c+) quando comparamos ambos os grupos de camundongos infectados ou
nao (Figura 9B e 9D).

O BAL e o pulmao de camundongos WT e Sting” também foram coletados, apds 13 dias
de infecgdo, para a dosagem de citocinas. Apos a analise do BAL, nao foram observadas
diferengas nos niveis das citocinas IL-17, IL-1B, TNF-a, IL-6 e CXCL10/IP-10 entre os
camundongos nao infectados (Figura 10). No entanto, apds a infecgdo, os camundongos
Sting”™ apresentaram um aumento na producdo das citocinas inflamatérias IL-17, TNF-a e
IL-6 (Figura 6A, 6C e 6D) em comparacdo aos camundongos WT. Quando os pulmdes
foram avaliados, ndo foram observadas diferengas nos niveis das citocinas IL-17, IL-1p,
TNF-a, IL-6 e CXCL10/IP-10 quando comparamos ambos os grupos de camundongos
infectados ou nao (Figura 11). Além disso, ndo foram detectados niveis mensuraveis de IFN-

y no BAL e no pulmao desses animais (dados ndo mostrados).
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Para determinar se o aumento da populagao de neutréfilos também poderia se estender
a outros 6rgdos de camundongos Sting™, os bacgos desses animais foram coletados e
avaliados ap6s 13 ou 40 dias de infeccdo. Como mostrado nas Figuras 12A e 12B, os bagos
dos camundongos Sting” ndo infectados também apresentaram uma elevada porcentagem
de neutrdfilos (CD11b+ Ly6G+) nos dias de infecgdo avaliados em comparagdo aos
camundongos do grupo controle. Confirmando os resultados anteriores, 0 aumento dessa
populagdo celular permaneceu mesmo apds a infecgdo com cercarias de S. mansoni.
Tomados em conjunto, esses achados sugerem que a maior frequéncia de neutréfilos no
BAL, pulmdo e bago foi intrinseco de camundongos Sting”. Além disso, o BAL dos
camundongos Sting” infectados mostrou um aumento na producdo de citocinas

inflamatérias em comparacéo aos camundongos WT infectados.
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Figura 9: Andlise da porcentagem de neutréfilos e células dendriticas no lavado bronco-
alveolar (BAL) e pulmio de camundongos Sting™. Camundongos C57BL/6 (WT) e Sting” foram
infectados com cercarias de S. mansoni e, apos 13 dias de infecgao foram avaliados o percentual de

neutrofilos (CD11b+ Ly6G+) e células dendriticas (CD11b+ CD11c+) no lavado bronco-alveolar (BAL)
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(n=5) (A e B) e no pulméo (n=5) (C e D) desses animais. (*) ou (**) foram utilizados para demonstrar
diferengas estatisticas com p<0,05 ou p<0,01 em comparagdo aos camundongos WT,
respectivamente. Two-Way ANOVA com pos-teste Bonferroni foi utilizado para comparagdes

multiplas.
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Figura 10: Perfil de citocinas no BAL de camundongos Sting"'. Camundongos C57BL/6 (WT) e
Sting"’ foram infectados com cercarias de S. mansoni e, apdés 13 dias de infeccdo o BAL desses
animais foi coletado para a dosagem das citocinas IL-17 (n=5) (A), IL-1B (n=5) (B), TNF-a (n=5) (C),
IL-6 (n=5) (D) e CXCL10/IP-10 (n=5) (E). (*) foi utilizado para demonstrar diferenga estatistica com p
<0,05 em comparagdo aos camundongos WT. Two-Way ANOVA com pds-teste Bonferroni foi

utilizado para comparagdes multiplas.
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Figura 11: Perfil de citocinas no pulmido de camundongos Sting"'. Camundongos C57BL/6 (WT)
e Sting"' foram infectados com cercarias de S. mansoni e, apos 13 dias de infecgdo o pulmao desses
animais foi coletado para a dosagem das citocinas IL-17 (n=5) (A), IL-1B (n=5) (B), TNF-a (n=5) (C),
IL-6 (n=5) (D) e CXCL10/IP-10 (n=5) (E).
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Figura 12: Andlise da porcentagem de neutréfilos no bago de camundongos Sting"'.
Camundongos C57BL/6 (WT) e Sting"' foram infectados com cercarias de S. mansoni para avaliagdo
do percentual de neutrdéfilos (CD11b+ Ly6G+) no bago apds 13 dias (n=5) (A) ou 40 dias (n=5) (B) de
infeccdo. (*) ou (**) ou (***) foram utilizados para demonstrar diferencas estatisticas com p<0,05 ou
p<0,01 ou p<0,001 em comparagdo aos camundongos WT, respectivamente. Two-Way ANOVA com

pos-teste Bonferroni foi utilizado para comparagdes multiplas.

5.5. Avaliacdo da sobrevivéncia e fungdo de neutréfilos de camundongos Sting™
apos estimulagao com IFN-y
Os neutrdfilos liberam espécies reativas de oxigénio (ROS), granulos com enzimas
lisossomais e citocinas proé-inflamatoérias quando estimulados com IFN-y (MARCHI et al.,
2014). Para avaliar o efeito do IFN-y na fungédo dessas células, os neutrofilos da medula
6ssea de camundongos WT e Sting”™ foram estimulados (200ng/mL) e, posteriormente,
mantidos em cultura com cerca de 100 esquistossébmulos. Apds a realizacdo desse
experimento foi possivel observar que os neutréfilos de ambos os camundongos

apresentaram capacidade similar de destruir os parasitos quando estimulados com IFN-y.
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Em contrapartida, na auséncia de estimulagdo prévia a capacidade dos neutrdfilos de
camundongos WT e Sting” de destruir os esquistossémulos in vitro foi igualmente reduzida
(Figura 13B).

Evidéncias demonstram que os neutréfilos desempenham um papel importante no
controle da esquistossomose (FREUDENSTEIN-DAN; GOLD; FISHELSON, 2003). Tém sido
relatado que o IFN-y promove o aumento da taxa de sobrevida dos neutréfilos através da
ativagdo de seus mecanismos anti-apoptoticos (COSTANTINI et al., 2010; SAKAMOTO et
al., 2005). Com o intuito de avaliar o efeito do IFN-y na sobrevivéncia dessas células, os
neutréfilos da medula 6ssea de camundongos WT e Sting” foram estimulados e,
posteriormente, analisados por citometria de fluxo. Como mostrado na Figura 13A, nao
foram observadas diferengas significativas na taxa de sobrevida quando comparamos os
neutrofilos de ambos os grupos de camundongos nao estimulados ou estimulados com
SWAP ou LPS. Surpreendentemente, os neutréfilos de camundongos Sting”™ apresentaram
uma taxa de sobrevida aumentada quando estimulados com IFN-y em comparacdo aos

neutréfilos de camundongos WT (Figura 13A).
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Figura 13: Analise da sobrevivéncia e fungdao de neutrofilos apds estimulagdo com IFN-y.
Neutréfilos da medula éssea de camundongos C57BL/6 (WT) e Sting'/' foram estimulados com
200ng/mL de IFN-y e, posteriormente, avaliados quanto a sobrevivéncia por citometria de fluxo (n=5)
(A) e capacidade de destruir 100 esquistossdémulos in vitro (n=5) (B). Em (A) antigenos soluveis de
vermes adultos (SWAP), meio de cultura e Lipopolissacarideo (LPS) foram usados como controles
experimentais. (*) ou (**) ou (***) ou (****) foram utilizados para demonstrar diferengas estatisticas
com p<0,05 ou p<0,01 ou p<0,001 ou p<0,0001 em comparagdo aos neutrdfilos WT,
respectivamente. One-Way (B) ou Two-Way (A) ANOVA com pos-teste Bonferroni foram utilizados

para comparacdes multiplas.
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5.6. Analise da microbiota intestinal

A microbiota intestinal influencia muitos aspectos da fisiologia do hospedeiro, incluindo a
resisténcia a infeccdes e o desenvolvimento do sistema imunolégico (FUNG; OLSON;
HSIAO, 2017). A fim de verificar se a auséncia de STING pode interferir na composi¢ao da
microbiota intestinal e, consequentemente, na infeccdo causada pelo S. mansoni, foram
realizadas coletas de fezes de todas as porcdes do intestino de camundongos WT e Sting™
infectados ou ndo para o sequenciamento do RNA 16s. A diversidade beta foi verificada
através da Analise de coordenadas principais (PCoA) com base nas distancias UniFrac nao-
ponderadas. Como mostrado na Figura 14B, camundongos Sting” nao infectados e WT
infectados foram agrupados separadamente, indicando diferengas significativas na
composigéo da microbiota. Surpreendentemente, camundongos Sting” infectados e WT néo
infectados apresentaram similaridades na populagao bacteriana intestinal, demonstrada pela
proximidade entre os grupos. A analise da diversidade das comunidades microbianas
mostrou a presenca de bactérias pertencentes aos filos Firmicutes, Bacteroidetes e
Proteobacteria nas fezes de todos os grupos de animais (Figura 14A). No entanto,
diferencas significativas na microbiota intestinal entre os camundongos Sting” e WT
infectados ou nao foram observadas em espécies especificas dentro desses filos.
Camundongos Sting” infectados apresentaram uma maior quantidade de Desulfovibrio
simplex e Parabacteroides distasonis (ambas Gram-negativas) em comparacdo aos
camundongos WT infectados. Membros do género Desulfovibrio sp. tém sido relacionados a
danos na barreira intestinal e ao desenvolvimento de inflamacdo (ZHU et al., 2019). P.
distasonis foi associada a inflamacao intestinal por ser encontrada em quantidade
consideravel na doenga de Crohn (LOPETUSO et al., 2018) e na colite induzida por Dextran
sulfato de sédio (DSS) (DZIARSKI et al., 2016). Em contrapartida, camundongos Sting™ nao
infectados exibiram um grande crescimento de Lactobacillus animalis e Allobaculum

stercoricanis, relacionadas a efeitos imunorreguladores benéficos ao intestino, enquanto que
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camundongos WT néo infectados exibiram uma maior quantidade de D. simplex e P.
Distasoni (RODES et al., 2013; SCOTT et al., 2018). Tomados em conjuntos, os resultados
sugerem que a infecgdo pelo S. mansoni induziu alteragdes na composigdo da microbiota

intestinal de camundongos Sting” para um perfil mais inflamatério.
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Figura 14: Andlise da microbiota intestinal. O microbioma presente nas fezes de camundongos
C57BL/6 (WT) e Sting"' nao infectados (n=3) ou infectados com cercarias de S. mansoni por 40 dias
(n=4) foram avaliados quanto a distribuigdo das Unidades taxonémicas operacionais (A) e, a estrutura

das comunidades microbianas pela Analise de coordenadas principais (PCoA) com base nas
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distancias UniFrac nao-ponderadas (B) apds o sequenciamento de DNA. A analise estatistica foi

realizada utilizando o phyloseq package for R.
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6. DISCUSSAO

A esquistossomose é considerada a mais importante infeccdo helmintica humana em
termos de morbidade e mortalidade em todo o mundo (OLIVEIRA et al., 2016). Por ser uma
doenca de grande relevancia, a melhor compreensao dos mecanismos pelos quais o
sistema imunolégico combate o parasito invasor e como 0 mesmo evita as respostas de
defesa do hospedeiro se faz necessaria. Dados recentes demonstraram que a infecgao
causada por helmintos do género Schistosoma afeta a expressao de varios receptores de
acidos nucleicos como AIM2, TLR3 e TLR7 (CHEN, D. et al., 2019; CHEN, T. T. W. et al.,
2019; QU et al., 2018). A via de sinalizagédo do TLR9 também foi associada a regulacéo da
resposta granulomatosa dirigida por citocinas Th2 (ITO et al, 2009). Contudo, o
envolvimento dos sensores de acidos nucleicos na esquistossomose ainda € pouco
conhecido e precisa de mais investigagao.

Para a ativacdo dos sensores de DNA intracelulares é necessario que o DNA
extracelular de parasitos ou de células danificadas seja transportado para dentro das
células. Na literatura tém sido descritas diferentes moléculas de carga que auxiliam esse
transporte, como a IL-26 e o peptideo antimicrobiano endégeno LL37. Estudos mostram que
essas moléculas se ligam ao DNA extracelular (gendmico, mitocondrial ou NETSs) e facilitam
sua passagem para o citosol ou para os endossomos das células. Como consequéncia, o
DNA extracelular induz a secrecao de citocinas pré-inflamatérias de maneira dependente de
STING, AIM2 ou TLR9 (CHAMILOS et al., 2012; POLI et al.,, 2017). Complexos de
autoanticorpos contendo DNA endégeno também foram descritos como estimuladores das
células dendriticas plasmocitéides (pDCs) via interacdo entre FcyRlla (CD32) e TLR9
(MEANS et al., 2005).

STING desempenha um papel essencial nos mecanismos de defesa do hospedeiro
contra patdgenos virais e bacterianos (MARINHO et al., 2017). Entretanto, essa molécula

adaptadora também pode contribuir para o estabelecimento e/ou gravidade de algumas
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infecgdes por protozoarios. Em um estudo anterior de infeccdo por Plasmodium yoelii,
modelo de malaria letal em camundongos, foi demonstrado que o reconhecimento do
parasito por macréfagos (CD169+) foi mediado por STING e induziu a secre¢édo de baixos
niveis de IFN tipo I. A secregdo de citocinas estimulou as pDCs a produzir grandes
quantidades de IFN tipo |, causando uma resposta inflamatéria potente com consequente
diminui¢cao da taxa de sobrevivéncia de camundongos infectados (SPAULDING et al., 2016).
De forma similar, outro estudo mostrou que a ativagdo da sinalizagdo do IFN tipo |
dependente de cGAS-STING-IRF3 levou a um fendtipo letal de infecgao por P. yoelii (YU et
al., 2016). Além disso, um estudo realizado com o Toxoplasma gondii verificou que a co-
expressao de cGAS e STING promoveu o reconhecimento do DNA do parasito, bem como a
fosforilagdo de TBK1 e IRF3 e, a subsequente indugdo de genes estimulados por IFN
(ISGs). Os ISGs efetores foram descritos por auxiliar a replicagéo eficiente do T. gondii em
culturas de células e em camundongos (MAJUMDAR et al., 2015). Neste presente trabalho
foi demonstrado, pela primeira vez, que STING pode ser ativado apds o reconhecimento do
DNA de S. mansoni via cGAS, levando ao aumento dos niveis de mRNA de IFN-(.
Surpreendentemente, camundongos deficientes em STING apresentaram maior resisténcia
a infecgdo e um aumento significativo nos niveis de IFN-y produzido pelas células do bago
restimuladas com SWAP quando comparados aos camundongos C57BL/6 (WT). Altos
niveis de IFN-y tém sido associados ao desenvolvimento de resisténcia adquirida contra a
esquistossomose murina (YOU; MCMANUS, 2015). Existem evidéncias demonstrando que
as vias de sinalizacido de IFN-B e IFN-y se cruzam. A producao de IFN-B em resposta a uma
infecgdo bacteriana ou a outros estimulos regula negativamente a expressao do receptor de
IFN-y (IFNGR) 1 em células mieldides. A expressdo diminuida desse receptor reduz a
estimulagdo das células T e, consequentemente, a produgéo de IFN-y (RAYAMAJHI et al.,
2010; SPAULDING et al., 2016). Além disso, camundongos C57BL/6 tendem a apresentar
uma resposta Th1 (ALVES et al., 2016). Existem relatos conflitantes na literatura sobre a

relevancia da sinalizacdo por IFN-y durante o curso da esquistossomose. Apesar do IFN-y
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ser um fator importante para a indugédo da imunidade protetora, um estudo anterior mostrou
que camundongos deficientes no receptor de IFN-y ndo apresentaram diferengas na carga
parasitaria em comparagdo aos camundongos WT. Contudo, uma reducéo significativa no
nuamero de células secretoras de IgG2a no bago também foi observada nesses
camundongos (AKHIANI et al., 1996). Tém sido demonstrado que a protecao ideal contra a
infeccdo causada pelo parasito S. mansoni esta relacionada com a indugcao de mecanismos
imunes efetores dependentes tanto de IFN-y quanto de linfécitos B (JANKOVIC et al., 1999).
Portanto, é possivel que os altos niveis de IFN-y produzido pelas células do bago de
camundongos Sting™ possam ter contribuido para o fenétipo de resisténcia observado neste
trabalho.

Durante a progressao da esquistossomose, os esquistossémulos chegam na vasculatura
pulmonar pelo fluxo sanguineo venoso entre os dias 2 a 7 poés-infecgdo. No entanto, os
esquistossbmulos precisam se tornar mais finos e alongados para facilitar a passagem entre
os estreitos capilares pulmonares e o sistema porta hepatico do hospedeiro. Nesta fase da
doencga, o ataque imunolégico contra os parasitos se torna mais eficaz (WILSON;
COULSON, 2009). Dentre as células imunes, os neutréfilos sao o primeiro tipo celular a
chegar no sitio inflamatério, sendo essenciais para o desenvolvimento da resposta imune
(MORAIS; FIGUEIREDO; ASSIS; ALVARENGA,; et al., 2018). Nas infec¢bes helminticas, os
neutréfilos causam danos ao parasito através do contato direto e/ou medeiam o
recrutamento de outras populagbes de células imunes efetoras (CHEN, F. et al., 2014).
Durante a fase pulmonar da esquistossomose, as lesdes causadas na superficie dos
esquistossOmulos pelos neutrdéfilos liberam fragmentos de tegumento que podem ativar
outras células imunes adjacentes (MASTIN; BICKLE; WILSON, 1985). Quando os
neutréfilos sdo ativados, ocorre a produgcdo de uma serina protease altamente tdxica
conhecida como elastase neutrofilica (NE). Em um estudo anterior, foi demonstrado que
larvas e vermes adultos do parasito S. mansoni foram sensiveis ao tratamento com NE in

vitro (FREUDENSTEIN-DAN et al., 2003). Contudo, recentemente demonstramos que esse
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parasito tem desenvolvido mecanismos de protecdo que evitam a ativagédo do sistema imune
do hospedeiro, como a expressao de um inibidor de protease do tipo Kunitz (SmKI-1) que
atua bloqueando a NE (MORAIS; FIGUEIREDO; ASSIS; ALVARENGA,; et al., 2018). Neste
trabalho foi avaliado a porcentagem de neutrdfilos presente no BAL, pulméo e bago de
camundongos Sting”. Inesperadamente, foi observado que camundongos Sting™
apresentam uma frequéncia mais elevada de neutréfilos no BAL, no pulmao e no bago em
comparagdao aos camundongos WT, independentemente da infecgdo. Além disso, em
camundongos Sting™ infectados com o S. mansoni foi detectado um aumento na producéo
de IL-17, IL-6 e TNF-a no BAL em comparagdo aos camundongos WT. Evidéncias
demonstram que a secrec¢ao de IL-6 promove a polarizagdo da resposta para um perfil Th17
(BETTELLI et al., 2006). A estimulacdo excessiva da resposta Th17 tém sido associada a
resisténcia a esquistossomose. O mecanismo de protecao envolvido pode estar relacionado
a imunidade gerada por anticorpos e ao recrutamento de neutréfilos e macréfagos para o
pulméo (TALLIMA et al., 2009). O citocina TNF-a também regula a infiltracdo de células
imunes ao pulmao e induz a expressao de E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 nas células
endoteliais (TROTTEIN et al., 1999). Os neutrdfilos da medula 6ssea de camundongos WT e
Sting” também foram avaliados quanto a sua abilidade para destruir esquistossémulos in
vitro ap6s estimulagao prévia com IFN-y. Foi demonstrado que os neutréfilos de ambos os
camundongos apresentaram capacidade similar para destruir os parasitos com ou sem
estimulo. Contudo, os neutrdfilos da medula 6ssea de camundongos Sting” apresentaram
uma taxa de sobrevida aumentada quando estimulados com IFN-y em comparacdo aos
neutrofilos de camundongos WT. A associagdo entre neutréfilos e STING também foi
relatada anteriormente. Um estudo anterior investigou se a sinalizacdo por STING poderia
estar envolvida no desenvolvimento de pancreatite aguda. Camundongos Tmem173%
apresentaram redug¢ao na gravidade da doenga com uma diminuicdo no numero total de
leucdcitos (CD45+) e de neutrdfilos (Ly6G+) (ZHAO et al., 2018). Outro estudo demonstrou

que as vias de sinalizacdo por TLR9 e STING desempenharam papéis opostos na
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inflamacao pulmonar induzida por silica. Enquanto camundongos Sting”™ e cGAS™ exibiram
uma redugdo de neutréfilos e macréfagos nas vias aéreas, camundongos TLR9” e WT
responderam aumentando o recrutamento dessas células (BENMERZOUG et al., 2018). O
papel oposto dessas vias também foi observado durante a resposta imune do hospedeiro
contra o Staphylococcus aureus em um modelo de infecgdo cutanea. Contudo, enquanto
camundongos Myd88” diminuiram o recrutamento de neutréfilos, camundongos Sting®™¢"
apresentaram o efeito oposto, restringindo o crescimento bacteriano (SCUMPIA et al.,
2017). Corroborando com esse Uultimo estudo, o elevado nimero de neutréfilos observado
em camundongos Sting” nesse presente trabalho pode ter contribuido para a redugdo da
carga parasitaria. No entanto, mais experimentos serdo necessarios para testar esta
hipétese.

Outro aspecto que também pode estar interferindo na infecgdo causada pelo parasito S.
mansoni é a interagao entre o sistema imunolégico e a microbiota. Evidéncias demonstram
que os dinucletideos ciclicos produzidos por bactérias da microbiota intestinal podem ativar
a via de STING (CANESSO et al., 2018). Além dos dinucletideos ciclicos, o LPS derivado da
parede celular de bactérias intestinais Gram-negativas pode ser critico para o
desenvolvimento e/ou progressédo de uma variedade de doengas. O reconhecimento do LPS
€ mediado pelo receptor TLR4 das células epiteliais e também das células imunes quando
translocado para a circulagdo sanguinea (RODES et al., 2013). Apés o reconhecimento,
esse receptor desencadeia a ativacdao do NF-kB e a produgcao de citocinas inflamatdrias
(WU et al., 2019). O equilibrio entre os efeitos inflamatérios e anti-inflamatérios da
microbiota intestinal tem um papel importante no estabelecimento e/ou gravidade da
esquistossomose no hospedeiro (JENKINS et al., 2018). A relevancia clinica da composicao
da microbiota foi demonstrada em um estudo anterior, onde a mudanga para o filo
Proteobacteria (relacionado ao desenvolvimento de inflamagéao intestinal) foi relatada em
todos os casos de criangas com esquistossomose que apresentaram vémito, sangue nas

fezes e esplenomegalia (SCHNEEBERGER et al., 2018). Diferengas na composi¢cdao da
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microbiota tém sido relacionadas com a formagdo dos granulomas e a migracao de ovos
através da parede intestinal. Camundongos infectados apenas com vermes machos do
parasito S. mansoni mostraram um microbioma semelhante ao de camundongos nao
infectados (FLOUDAS et al., 2019; JENKINS et al., 2018). Com o intuito de avaliar se a
composicao da microbiota intestinal também poderia estar envolvida com o fendtipo de
resisténcia dos camundongos Sting” & infeccdo pelo S. mansoni, o microbioma presente
nas fezes desses animais foi analisado e identificado. As bactérias encontradas nas fezes
dos camundongos WT e Sting” infectados ou n&o pertenciam aos filos Firmicutes (maioria
Gram-positiva), Bacteroidetes (Gram-negativa) e Proteobacteria (Gram-negativa). A analise
da diversidade beta mostrou que camundongos Sting”™ nao infectados e WT infectados
apresentaram diferengas significativas na composi¢cédo da populagcédo bacteriana encontrada.
Observamos semelhangas na microbiota intestinal de camundongos Sting™ infectados e WT
nao infectados, que foram evidenciadas pela proximidade entre os grupos. Quando as
espécies especificas foram avaliadas, camundongos Sting™ néo infectados apresentam uma
menor quantidade de Desulfovibrio simplex (filo Proteobacteria - relacionada ao
desenvolvimento de inflamagdo do intestino) e uma maior quantidade de Lactobacillus
animalis e Allobaculum stercoricanis (ambos pertencentes ao filo Firmicutes - relacionados a
efeitos anti-inflamatérios) em comparagéo aos camundongos WT nao infectado. Entretanto,
apos a infecgdo com cercarias do parasito S. mansoni, camundongos Sting”™ apresentaram
uma maior quantidade de Desulfovibrio simplex, uma menor quantidade de Lactobacillus
animalis e nenhum Allobaculum stercoricanis em comparagao aos camundongos WT. O
efeito pré-inflamatério da microbiota intestinal observado em camundongos Sting™
infectados pode ter interferido no estabelecimento da esquistossomose em niveis similares
ao WT, contribuindo entao para o fenétipo de resisténcia observado nesses animais. Em um
estudo anterior, foi avaliado se a auséncia da via de STING poderia interferir na composicao
da microbiota do colon. Embora a diversidade beta também tenha mostrado que os

camundongos Sting” e WT ndo infectados foram agrupados separadamente, efeitos
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imunoldgicos opostos foram observados quando comparamos com os resultados obtidos
neste presente trabalho. Camundongos Sting™ ndo infectados mostraram um aumento de
bactérias do género Desulfovibrio e uma diminuicdo de bactérias dos géneros
Bifidobacterium e Allobaculum (Actinobacteria e Firmicutes, respectivamente - relacionados
a efeitos anti-inflamatdrios) no célon em comparagdo aos camundongos WT néo infectados
(CANESSO et al., 2018). Contudo, varios fatores podem interferir na composicao da
microbiota intestinal. Amostras de fezes obtidas de diferentes porgdes do intestino e fatores
ambientais com frequéncia costumam causar grandes altera¢cdes na abundancia e nos tipos
de bactérias encontradas (DZIARSKI et al., 2016; SCHNEEBERGER et al., 2018). Além da
microbiota, no referido estudo também foi demonstrado que camundongos Sting™
apresentaram uma menor quantidade de células caliciformes, células linfoides inatas do
grupo Il (ILC2) e linfocitos intraepiteliais induzidos (IEL), e uma maior frequéncia de ILC1 e
ILC3 no célon quando comparados aos camundongos WT. O desenvolvimento e a fungao
das células T regulatérias Foxp3+ e LAP+ também foram comprometidos na auséncia de

STING (CANESSO et al., 2018).
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7. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou pela primeira vez que o DNA de Schistosoma mansoni pode ser
reconhecido por cGAS, levando a ativagdo subsequente da molécula adaptadora STING.
Além disso, camundongos deficientes em STING foram mais resistentes a infecgéo causada
pelo parasito S. mansoni quando comparados aos camundongos do grupo controle. Alguns
dos fatores que podem ter sido responsaveis por esse fendtipo sdo: (1) producdo
aumentada de IFN-y pelas células do bago restimuladas com antigenos do parasito; (2)
maior frequéncia de neutréfilos em diferentes 6rgaos e; (3) um perfil mais inflamatério da
microbiota intestinal. A descoberta do possivel envolvimento da via cGAS-STING no
estabelecimento da infecgdo pode auxiliar no desenvolvimento de novos farmacos para o

tratamento da esquistossomose.
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