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RESUMO

A liberacdo dos antigenos secretados pelos ovos de Schistosoma mansoni que ficam
aprisionados nos tecidos, principalmente no figado, induzem uma resposta inflamatoria
granulomatosa do tipo 2 (Th2) que é determinante para a evolugdo da morbidade da
esquistossomose. IL-33 e seu receptor ST2, sdo expressos por diversas células imunes inatas,
como macrofagos, eosindfilos, linfocitos inatos do tipo Il que estimulam a producgéo precoce
de citocinas, como IL-13 e IL-5, e participam da resposta imune responsavel pela formacéao do
granuloma e da evolucdo do processo de fibrose hepatico. Sendo assim, idealizamos neste
trabalho avaliar a participacdo da via 1L-33/ST2 na formacdo e modulacdo dos granulomas
hepaticos, no desenvolvimento da fibrose e na ativacédo e diferenciacdo de macrofagos. Desta
forma, avaliamos comparativamente a resposta imune e a formacdo de granuloma em
camundongos BALB/c (WT) e BALB/c geneticamente deficientes no receptor de IL-33 (ST2
") experimentalmente infectados com S. mansoni. Estes animais foram acompanhados por até
14 semanas para avaliar a mortalidade. Em seguida, avaliou-se a carga parasitaria, resposta
imune hepética, a formacdo dos granulomas hepéticos, bem como, o processo de fibrose e a
participacdo dos diferentes tipos de macrdfagos envolvidos neste contexto. Nossos dados
mostraram que a carga parasitaria foi semelhante em camundongos WT e ST2”, mas os
animais ST27 infectados apresentaram um aumento na taxa de mortalidade. A auséncia da
ativacdo de 1L-33 ndo alterou a inducéo da resposta Th2 e levou a um predominio de Th17 no
tecido hepético. Os granulomas hepéticos de animais deficientes apresentaram contetido de
hidroxiprolina semelhante com os WT, entretanto, estes sdo maiores e com intenso infiltrado
celular, ricos em eosindfilos e neutrofilos. O granuloma de animais deficientes apresentou ainda
matriz extracelular desorganizada, justificada pela reducdo na ativacdo de HSC e sua
transdiferenciacdo em miofibroblastos, apesar da expressdo aumentada de TGF-g. Isto
impactou na expressdo reduzida dos Col Il e Col VI nos animais ST2”, fato que foi
acompanhado pela reducdo na formacdo de fibras reticulares na matrix extracelular do
granuloma. A avaliacdo do perfil de macrofagos in vitro indicou que 0s mondcitos recuperados
da medula 6ssea de animais ST27 e estimulados para diferenciagio em M1 e M2 produzem
menores niveis de arginase e maiores niveis de nitrito comparado as células diferenciadas de
WT. Na esquistossomose experimental também foi detectado variacdo na ativacdo de
macrdfagos M2 no figado dos camundongos ST2” em comparagdo aos WT, com aumento da
expressdo de ARG-1 e da atividade de arginase e redugéo de MgL2 e Chi3I3 na fase aguda da
infeccdo, sugerindo maior ativacdo de M2a. Por outro lado, na esquistossomose crbnica estes
animais tiveram aumento significativo da expressdo de NOS-2 no tecido hepatico, indicando
aumento de macrofagos M1. Os dados indicam que a ativagdo da via IL-33/ST2 ndo é essencial
para a inducdo da resposta Th2, mas é necesséria para a modulacdo da resposta Thl7,
diferenciacdo adequada de macréfagos, para diferenciacdo de HSC em miofibroblastos e
producéo de diferentes colagenos, permitindo a formacéo de fibras reticulares e a formacao de
granulomas hepaticos capazes reduzir o dano tecidual e controlar a mortalidade do hospedeiro
durante a esquistossomose.

Palavras chave: S.mansoni, resposta Th2, granuloma hepatico, fibrose, macrofagos, IL-33



ABSTRACT

The release of antigens secreted by Schistosoma mansoni eggs that are trapped in tissues,
especially the liver, induce a type 2 (Th2) granulomatous inflammatory response, which is
crucial for the evolution of schistosomiasis morbidity. IL-33 and its ST2 receptor, are expressed
by several innate immune cells, such as macrophages, eosinophils, type Il innate lymphocytes
that stimulate the early production of cytokines, such as IL-13 and IL-5, and participate in the
immune response responsible for granuloma formation and the evolution of the hepatic fibrosis
process. Therefore, in this work we idealized the evaluation of the participation of the IL-
33/ST2 pathway in the formation and modulation of hepatic granulomas, in the development of
fibrosis and in the activation and differentiation of macrophages. Thus, we comparatively
evaluated the immune response and granuloma formation in BALB/c (WT) and BALB/c
genetically deficient mice without IL-33 receptor (ST27) experimentally infected with S.
mansoni. These animals were followed for up to 14 weeks to assess mortality. Then, the parasite
load, hepatic immune response, formation of hepatic granulomas, as well as the fibrosis process
and the participation of different types of macrophages involved in this context were evaluated.
Our data showed that the parasite load was similar in WT and ST2” mice, but the ST2” infected
animals showed an increased mortality rate. The absence of 1L-33 activation did not alter the
induction of the Th2 response and led to a predominance of Th17 in liver tissue. Hepatic
granulomas from deficient animals presented hydroxyproline content similar to WT, however,
these are larger and with intense cellular infiltrate, rich in eosinophils and neutrophils. The
granuloma of deficient animals also presented a disorganized extracellular matrix, justified by
the reduction in the activation of HSC and its transdifferentiation into myofibroblasts, despite
the increased expression of TGF-4. This impacted the reduced expression of Col 111 and Col VI
in ST27" mice, a fact that was accompanied by a reduction in the formation of reticular fibers
in the extracellular matrix of the granuloma. In vitro macrophage profile evaluation indicated
that monocytes retrieved from the bone marrow of ST27 mice and stimulated to differentiate
into M1 and M2 produce lower levels of arginase and higher levels of nitrite compared to
differentiated WT cells. In experimental schistosomiasis it was also detected variation in the
activation of M2 macrophages in the liver of ST27" mice compared to WT, with increased
expression of ARG-1 and arginase activity and reduction of MgL2 and Chi3I3 in the acute phase
of the infection, suggesting greater activation of M2a. On the other hand, in chronic
schistosomiasis these animals had a significant increase in NOS-2 expression in liver tissue,
indicating an increase in M1 macrophages. The data indicate that activation of the 1L-33/ST2
pathway is not essential for the induction of the Th2 response, but it is necessary for the
modulation of the Th17 response, adequate macrophage differentiation, for differentiation of
HSC into myofibroblasts and production of different collagens, allowing the formation of
reticular fibers and the formation of hepatic granulomas capable of reducing tissue damage and
controlling host mortality during schistosomiasis.

Key words: S. mansoni, Th2 response, hepatic granuloma, fibrosis, macrophages, 1L-33
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1. INTRODUCAO

Em 1851, no Egito, Theodor Bilharz descreveu pela primeira vez a esquistossomose que
permanece sendo uma das doencas parasitarias mais estudadas (Amaral et al. 2006). A
esquistossomose € uma doenca tropical potencialmente letal e crénica, endémica em 78 paises
localizados em regides tropicais e sub-tropicais do mundo (figura 1). Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude (WHO 2020) ¢é estimado que 236 milhdes de pessoas sejam
acometidas por esta helmintose em todo mundo, sendo a Africa Subsaariana a area com maior
numero de pessoas infectadas e com risco de transmissdo. A quimioterapia preventiva em larga
escala tem sido adotada como estratégia de controle para esquistossomose em 51 paises
endémicos com transmissdo de moderada a alta, sendo reportado para o ano 2019 um total de
105.391.167 milhGes de pessoas que receberam tratamento, das quais 86.258.239 milhdes eram
criancas em idade escolar (WHO 2020).

MNon-endemic

Mo PC required

Interruption of transmission to be confirmed
Status of transmission to be determined

B Requiring preventive chemotherapy (PC)

Not applicable

Figura 1. Distribuicéo geografica dos paises endémicos para a esquistossomose no ano de 2020. 78 paises sao
endémicos, sendo 51 paises que requerem o tratamento preventivo (WHO 2020).

A morbidade da esquistossomose humana esta relacionada a carga parasitaria, tempo
de exposic¢éo ao parasito e/ou frequéncia de reinfeccées, estado nutricional e co-morbidades do
hospedeiro. Outro fator determinante na morbidade da esquistossomose € o tipo e intensidade
da resposta imunoldgica do hospedeiro a infeccdo (Hiatt et al. 1980; De Jesus et al. 2002; Abath
et al. 2006).

Devido a adaptacdo parasito-hospedeiro bem-sucedida, 90% dos individuos infectados
em areas endémicas sdo assintomaticos na fase aguda da esquistossomose (Novato-Silva et al.
1992; Andrade 2008; Colley et al. 2014; Schwartz & Fallon 2018). A grande maioria dos
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infectados evolui para a fase cronica leve, onde os ovos do parasito ficam retidos em pequena
quantidade nas ramificacBes terminais mais finas da veia porta no figado ou nas veias
intestinais, originando granulomas peri-ovulares isolados (Andrade & Prata 1963; Cheever et
al. 2000; Andrade 2008). Apenas uma pequena parcela dos pacientes (entre 4 a 10% dos
infectados) pode evoluir para forma crénica grave da esquistossomose, denominada de
hepatoesplenica, que é caracterizada pela intensa deposicdo de ovos na regido periportal,
provocando expanséo fibrética generalizada no espago porta acompanhada de lesdes destrutivas
e obstrutivas do sistema da veia porta intra-hepatico (Andrade 2008).

A resposta imune induzida por Schistosoma mansoni no hospedeiro é caracterizada
por trés momentos distintos. Primeiramente, o hospedeiro infectado desenvolve uma resposta
imunoldgica direcionada aos antigenos secretados por esquistossomulos e vermes adultos,
determinando a producéo de citocinas pré-inflamatorias predominantemente de perfil Thl. Em
seguida, com o aparecimento dos ovos, novos antigenos sdo secretados induzindo a maturagao
de novas células dendriticas e alterando o perfil das citocinas para Th2, determinante na inducao
da reacdo celular responsavel pela formacgdo de granulomas periovulares e pela deposicdo de
colageno no tecido (Dunn et al. 1977; Grzych et al. 1991; Pearce et al. 1991; Pearce et al. 2004;
Costain et al. 2018). A fase final pode ser chamada, também de fase imunomoduladora,
caracteriza-se pela ativacdo de diversos mecanismos imunoreguladores, como aumento da
producdo de IL-10, que regula as células T CD4" efetores e reduz o tamanho do granuloma ao
redor dos ovos depositados, consequentemente, modulando a imunopatologia (Boros et al.
1975; Jankovic et al.1998; Falcdo et al. 1998; Wynn et al. 1998; Hoffmann et al. 2000; Pearce
& MacDonald 2002; Lundy & Lukacs 2013; Chuah et al. 2014). Esta alteracdo da resposta
imune € de extrema importancia para a evolucdo da morbidade da esquistossomose, garantindo
guadros menos graves da doenca na maioria dos individuos infectados.

A participacdo de elementos da resposta imune Th2 associados a formacdo e
modulagdo do granuloma tem sido bem caracterizada e descrita em diversos trabalhos (Yu et
al. 2012; Hams et al. 2013; Lundy & Lukacs 2013; Chuah et al. 2014; Schwartz et al. 2014a;
Egesa et al. 2018). Entretanto, ainda ndo é completamente esclarecido o papel da resposta
imune inata hepatica ou intestinal neste processo. Atualmente, alguns elementos da resposta
imune inata vém sendo estudados no contexto das doencas infecciosas. Dentre estes elementos
podemos citar as alarminas TSLP, IL-25 e IL-33, devido ao papel pro-inflamatério que
desempenham (Vannella et al. 2016). IL-33 é uma citocina da familia IL-1 considerada crucial
para a indugdo da resposta Th2 associada a resposta a infec¢cdes por nematddeos e doencas
alérgicas (Schimtz et al. 2005; Oboki et al. 2010; Sattler et al. 2013; Yasuda et al. 2018;
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Krishack et al. 2019). Contudo, em relacdo a esquistossomose, a possivel participacdo da via
de ativagdo 1L-33/ST2 na patologia da doenca é pouco estudada e tem sido o principal interesse

do nosso grupo de pesquisa e o foco desta tese.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Schistosoma

A esquistossomose é causada por parasitos que pertencem ao filo Platelminthes
(Gegenbauer 1859), classe Trematoda Rudolphi 1808, subclasse Digenea Carus 1863, ordem
Strigeiforme La Rue 1926, Superfamilia Schistosomatoidea Stiles & Hassal 1898, Familia
Schistosomatidae Stiles & Hassal 1898, e ao género Schistosoma Weiland 1858. Ao menos seis
espécies deste género sdo capazes de infectar o homem, cinco delas causam esquistossomose
intestinal, sdo elas: Schistosoma mansoni Sambon 1907, S. japonicum Katsurada 1904, S.
mekongi VVoge, Bruckner & Bruce 1978, S. guineensis, S. intercalatum Fischer 1934, e apenas
uma espécie, denominada S. haematobium (Bilharz 1852), se desenvolve nas veias do trato
urogenital (Schwartz & Fallon 2018). A transmissdo das diferentes espécies do género
Schistosoma, ilustrada na figura 2, depende da ocorréncia de espécies de moluscos que séo 0s
hospedeiros intermediarios susceptiveis a estes parasitos. Schistosoma mansoni é a espécie com
ampla distribuicdo na Africa e Arabia, e é a Unica responsavel pelas infeccdes observadas na
América (Gryseels 2012; Colley et al. 2014).

S. mansoni

S. haematobium

S. japonmicum

Key:

|

O

B s mansoni and S. haematobium
O

|

S. intercalatum

- S. mekongi

Figura 2. Distribuicédo geografica das diferentes espécies do género Schistosoma. S. mansoni: sub-Saharan,
Africa, Oriente Médio, América do Sul; S. intercalatum: Congo, Nigéria, Chad, Republica Central Africana;
S.haematobium: sub-Saharan, Norte da Africa, Oriente Médio, india, 1lha de Madagascar e Mauricio; S.japonicum:
paises da Asia — China, Filipinas, Indonésia; S.mekongi Laos e Camboja; S.guineensis (ndo representado no mapa).
(Fonte: Masamba et al. 2016).

2.2 Schistosoma mansoni
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2.2.1 S. mansoni no Brasil

No Brasil, a Gnica espécie do género Schistosoma encontrada é S. mansoni. Ha indicios
de que este parasito foi introduzido no pais através do trafico de escravos, estabelecendo-se por
ter encontrado condi¢cdes ambientais favoraveis e um hospedeiro intermediario adequado (Katz
& Almeida 2003) e assim dissipou-se pelo fluxo migratorio humano do litoral para o interior
das cidades. A esquistossomose foi detectada pela primeira vez por Piraja da Silva em 1908 no
estado da Bahia, e ainda hoje é considerada um grande problema de saude publica, devido a
grande extensdo de areas de transmissao e a morbidade associada a esta infeccdo (Amaral et al.
2006). A transmissdo da esquistossomose no Brasil ocorre em uma vasta area endémica,
compreendendo as regides litoraneas dos Estados de Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Sergipe, além de extensas regides da Bahia, Espirito Santo e Minas Gerais. No
Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio Grande
do Sul, Goiés e no Distrito Federal, a transmisséo é focal, ndo atingindo grandes areas, como
visto na figura 3 (Coura & Amaral 2004; Katz 2018).

Area endémica: AL, BA, PE,

3 J‘ PB, RN, SE, MG e ES
. g
' i3

Area transmissdo focal: MA,
PA, PI, CE, RJ, SP, PR, SC, GO,

Positividade (%) - ‘ "'-f,i." RS
0 \ : s
—PF ‘ - {g}
) » > 1%

5-15 i)
- e -

Sem informagao -~ >

} 0 250500 1,000

e KM

Sist de geog
Datum Horizontal: WGS84

Fonte: SISPCE/SVS/MS

Figura 3. Distribuicéo da esquistossomose no Brasil. Estimativa realizada pelo Programa Nacional de Controle
da Esquistossomose entre 0s anos 2009 a 2017. Destacado em vermelho as areas de maior concentracéo de casos,
representado principalmente pelos estados de Minas Gerais e Bahia (FONTE: SISPCE/SVS/MS).

Estimativas realizadas no final da década de 90 indicavam que no Brasil, a

esquistossomose afetava cerca de 8 milhdes de pessoas, residindo em 17 estados brasileiros
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(Katz & Peixoto 2000). O inquérito nacional de prevaléncia da esquistossomose e geo-
helmintoses, realizado entre 2010 e 2015, reporta 14 estados brasileiros e o Distrito Federal
considerados endémicos para esquistossomose (Katz 2018). O Nordeste e 0 Sudeste sdo as
macrorregides que apresentaram as maiores taxas de positividades, com 1,27% e 2,35%,
respectivamente. No Norte a taxa foi de 0,01%, no Centro-Oeste de 0,02% e no Sul de 0%. Nas
areas endémicas, a proporcdo de positivos para o pais foi de 0,27% e 3,28% nos municipios
com mais ou menos 500.000 habitantes, respectivamente. Ja nas areas nao endémicas foram
respectivamente de 0,05% e 0,13%. Os estados que mostravam propor¢do de positivos acima
de 1% foram, por ordem decrescente, Sergipe (8,19%), Minas Gerais (3,86%), Alagoas
(2,31%), Bahia (2,19%), Pernambuco (2,14%) e Rio de Janeiro (1,65%). Abaixo de 1%, pela
ordem, Espirito Santo (0,71%), Mato Grosso do Sul (0,19%), Paraiba (0,18%), Maranhao
(0,13%), Sdo Paulo (0,04%), sendo Para, Rio Grande do Norte e Distrito Federal 0,02% cada
(Katz 2018). Dados publicados pela Organizacdo Mundial de Saude indicam que o nimero
anual estimado de individuos infectados e que requerem tratamento preventivo no Brasil é 1,6
milhGes de pessoas, sendo que a grande parte destes individuos sdo criancas em idade escolar
(WHO 2020). Entretanto, vale ressaltar que este inquérito foi realizado com a técnica de Kato-
Katz, que apresenta baixa eficacia para identificacdo de pessoas com baixa carga parasitaria
(Oliveira et al. 2018). Apesar dos grandes avangos no controle da esquistossomose mansoni e
na melhoria das condi¢des de moradia e saneamento basico, esta ¢ uma doenga com transmissao
ativa, ndo s6 em areas de alta endemicidade, mas também em &reas anteriormente ndo
endémicas (King & Dangerfield-Cha 2008).

2.2.2 S. mansoni: desenvolvimento e resposta imune

Schistosoma mansoni possui ciclo heteroxénico, cujo desenvolvimento depende de um
hospedeiro intermediario — moluscos do género Biomphalaria — e do hospedeiro definitivo,
onde ocorre o ciclo de vida sexuada do parasito. No Brasil, trés espécies de gastrépodas do
género Biomphalaria, a citar: B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea, sdo encontradas
naturalmente infectadas e podem funcionar como hospedeiros intermediarios deste trematodeo,
enquanto o homem tem sido considerado o hospedeiro definitivo que apresenta maior
relevancia epidemiol6gica no pais (Paraense 2001; Gryseels et al. 2006). O desenvolvimento
de S. mansoni foi inicialmente estudado por Piraja da Silva (1908) e Lutz (1919). Como mostra

afigura 4, os ovos do parasito eliminados nas fezes do hospedeiro infectado entram em contato
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com a agua e liberam o miracidio, larva ciliada que penetra no hospedeiro intermediario,
molusco Biomphalaria sp. Durante a penetragdo, miracidios perdem as placas ciliadas e se
transformam em esporocitos, que apds geracdes de multiplicacdes assexuadas formam milhares
de cercérias, que sdo liberadas no meio aquatico, e constitui a forma infectante para o
hospedeiro definitivo (Souza et al. 2011; Gryseels 2012; Colley et al. 2014). As cercérias
penetram ativamente através da pele do hospedeiro e se transformam em esquistossomulos,
apos 5-7 dias eles migram preferencialmente através da circulagcdo sanguinea para os pulmdes
e dai até o sistema porta hepatico, onde os vermes se desenvolvem, acasalam e migram para as
veias mesentéricas para iniciar a postura de ovos e a eliminacdo nas fezes € visto a partir do 35°
dia de infecgdo (Coelho et al. 1995; Siqueira- Batista et al. 1998; Lenzi et al. 2008; Souza et
al. 2011; Colley et al. 2014; Schwartz & Fallon 2018).

b Larvae mature |n
i the liver \
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; v M - ~

Werms migrate to b Larvae migrate to the lungs
mesenteric vessels of bowel § through venous circulation_}

Y

where females lay eggs I

A

!

!
( Eggs are excreted in faeces ) i\ Cercariae become schistosomula )— -------
\
\ t
‘—(CE'caﬂae penetrate 5kir1)
Fresh water
A Y -
Miracidia hatch and -
penetrate the snail Miracidia develop
intermediate host into sporocytes, which
preduce cercarias
diracidium
Snail
C i re releas d-\
ercarias are released |

into the water

Schistosoma sp. = Snail genus
5. haematabium — Bulinus spp.
5. japonicum — Oncomelania s
5. mans oni — Biomphalaria spp. <+

a guineensis — Buli
5. inter l.'l:'it‘.l"‘l —B 5
5. mekongi — Neotricula s p|,

Figura 4. Ciclo biologico de S.mansoni. (FONTE modificado de McManus et al. 2018).

Durante as primeiras cinco semanas, periodo pre-patente da esquistossomose, ha a
migracdo dos esquistossdmulos e maturacdo dos vermes adultos. Nesta fase, desenvolve-se uma
resposta imune de perfil predominantemente Th1l, caracterizada pela producéo de citocinas pro-
inflamatorias como interferon gama (IFN-y), interleucinas 2 (IL-2), IL-1, IL-6, IL-12, e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Mosmann et al. 1986; Pearce et al. 1991; Pearce &
Macdonald 2002; Wynn et al. 2004; Wilson et al. 2007; Schwartz et al. 2014; Schwartz &
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Fallon 2018), induzida principalmente por antigenos de esquistossomulos e vermes (Grzych et
al. 1991; Pearce et al. 1991). Na infec¢do humana, o periodo pré-patente da esquistossomose
pode resultar em aumento das citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 (Cérrea-Oliveira et al. 2000; De
Jesus et al. 2002; Pearce & MacDonald 2002). Nesta fase, o paciente é geralmente
assintomatico, especialmente os residentes em areas endémicas que sdo sensibilizados por
produtos do parasito ainda “in Utero”, como consequéncia da infecgdo materna. Esta exposi¢cdo
precoce possibilita que estes individuos, quando infectados, respondam de forma mais
modulada em relacdo a individuos de areas ndo endémicas (Novato-Silva et al. 1992; Andrade
2008). Entretanto, alguns individuos, especialmente os ndo residentes em areas endémicas,
podem apresentar um quadro febril, acompanhado de mal-estar com extrema prostracao,
calafrios, sudorese, fadiga, mialgia, dores de cabeca, nduseas, vomitos, anorexia, tosse nao
produtiva, eventualmente com crise asmatiforme (Hiatt et al. 1979; Coura et al. 1970; Ross et
al. 2002; Schwartz & Fallon 2018). Os pacientes também podem apresentar um quadro inicial
de hipersensibilidade em resposta a penetracdo da cercaria, conhecida como dermatite
cercariana, que geralmente acontece em individuos previamente expostos a antigenos de
cercaria (Lambertucci et al. 2005; Gryseels et al. 2006; Caldas et al. 2008).

Sintomas abdominais, como diarreia com numerosas evacuacdes e eosinofilia,
aparecem depois devido a migragdo dos vermes e inicio da postura dos ovos (Gryseels et al.
2006). Os vermes adultos (macho e fémea) acasalados habitam as veias mesentéricas inferiores,
onde iniciam a ovipostura a partir de 30-35 dias ap0s a infeccdo; estima-se que 0s vermes
adultos vivem em média 5,7 a 10,5 anos e produzem 150-400 ovos por dia (Fulford et al. 1995;
Prata 2007; Lenzi et al. 2008; Souza et al. 2011; Gryseels 2012). Aproximadamente 5 dos
ovos sdo eliminados pelas fezes, mas a grande maioria deles fica retida na mucosa intestinal ou
permanecem na circulacdo mesentérica, sendo carreados e acumulam-se em alguns 6rgaos,
principalmente no figado (Boros & Warren 1970; Cheever et al. 1994; Colley et al. 2014).

Com o inicio da ovipostura, entre a 4% e a 5% semana da infeccdo e a contengdo de uma
parte dos ovos, ocorre uma mudanga no perfil das citocinas circulantes e a resposta imune torna-
se predominantemente Th2 (Grzych et al. 1991; Pearce et al. 1991). A resposta Th2 é induzida
por antigenos secretados pelo ovo do parasito, e 0 seu desenvolvimento é acompanhado pela
diminuicdo da resposta Thl, induzida predominantemente por antigenos especificos das larvas
e vermes (Pearce et al. 1991).

A resposta Th2 é responsavel pela formacéo de granulomas, processo inflamatorio que
gera estruturas organizadas ao redor dos ovos que permitem a contencgdo de enzimas, como -

1, IPSE/a-1, lacto-N-fucopentaose 11 secretadas pelos ovos do parasito em desenvolvimento,
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que sdo lesivas aos tecidos do hospedeiro (Boros & Warren 1970; Dunne et al. 1991; Wang et
al. 2010; Hams et al. 2013; Colley et al. 2014; Costain et al. 2018). Aléem disso, a formacéao do
granuloma auxilia na preservacdo da parede intestinal, prevenindo uma subsequente invasao
bacteriana durante a infecdo (Fallon et al. 2000; Schwartz & Fallon 2018). Nesta fase ocorre
expansao de células Th2, eosintfilos e basofilos, e aumento na producdo das interleucinas 4 e
5 (IL-4, IL-5), que reflete na estimulacdo da producéo de IgE (imunoglobulina E), IgG1, como
também na polarizagcdo de macrofagos M2 (Mosmann 1992; Schwartz et al. 2014). Alem destas
citocinas ha também um aumento na producao de IL-10 e IL-13 (Pearce et al. 1991; Pearce &
Macdonald 2002; Bartley et al. 2006). A producao de IL-4 é determinante na estimulagéo da
producdo de outras citocinas da resposta Th2, como IL-5 e IL-13, e na definicéo da infiltracdo
celular, da organizacao do granuloma e do desenvolvimento de fibrose (Cheever et al. 1998;
Yamashita & Boros 1992; Kaviratne et al. 2004). IL-4, IL-5 e 1L-13 estimulam a multiplicacédo
dos fibroblastos e a diferenciacdo de miofibroblastos, que produzem componentes da matriz
extracelular (ECM) essenciais para a remodelacéo tecidual nas areas lesadas (Tiggelman et al.
1995; Burke et al. 2009; Hams et al. 2013). Por outro lado, a resposta inflamatéria formada ao
redor dos ovos disseminados do parasito é fator determinante no desenvolvimento da patologia
durante a fase cronica da esquistossomose, ja que uma resposta Th2 intensa e prolongada pode
contribuir para o desenvolvimento da fibrose hepatica e evolugdo do quadro hepatoesplenico
(Cheever et al. 2000; Hams et al. 2013; Schwartz & Fallon 2018). Assim, o granuloma mediado
pela resposta Th2 € um mal necessario para a sobrevivéncia do hospedeiro, uma vez que se 0S
ovos ndo sdo confinados de forma eficaz, os antigenos secretados podem provocar danos
extensos nos tecidos do hospedeiro ainda na fase aguda da esquistossomose; entretanto,
granulomas ndo modulados podem agravar o quadro da esquistossomose crénica. Portanto, é
imprescindivel manter o equilibrio adequado das respostas Th1/Th2 para controlar as lesdes
excessiva da esquistossomose (Zheng et al. 2020).

O desenvolvimento da resposta imune durante a infeccdo aguda e crbnica por
S.mansoni estd associada também a ativacdo das células Th1l7. Durante a infeccdo aguda, €
visto que a inducdo das células Th17 é especificamente através dos antigenos liberados pelos
vermes adultos (Soloviova et al. 2019). Quando ha inicio da deposi¢do dos ovos e formagéo
dos granulomas, é sabido que os antigenos liberados pelos ovos induzem principalmente a
resposta Th2, entretanto, este processo também esta associado a resposta Th17 e aos altos niveis
de uma das principais citocinas produzidas pelas células Thl7, a IL-17 que contribue para o
agravamento da resposta imunopatologica associada a esquistossomose (Grzych et al. 1991;
Rutitzky et al. 2005; Harrington et al. 2005; Kalantari et al. 2019; Zheng et al. 2020). Na
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infeccdo experimental por S.mansoni em camundongos deficientes para 1L-17 ou IFN-y foi
demonstrado uma estreita associa¢do destas duas citocinas; na auséncia de IL-17 a infecgéo
pelo parasito resultou em aumento dos niveis de IFN-y mas com reducdo na imunopatologia da
esquistossomose, enquanto que em camundongos deficientes em IFN-y a infeccdo experimental
resultou em uma severa imunopatologia associada aos niveis elevados de IL-17. Estes dados
indicam que IL-17 desempenha um papel patogénico poderoso na imunopatologia grave na
esquistossomose murina que normalmente é restringido pela producdo de IFN-y (Rutitzky &
Stadecker 2011). A citocina IL-17 esta relaciona a modelos de fibrose hepatica, por aumentar
a expressao de TGF-B1, citocina pro-fibrética, que induz diretamente a produgdo de colageno
do tipo I pelas células estreladas hepaticas pela via de ativacdo de STAT3, o que pode estar
intimimamente associada a severidade da esquistossomose (Meng et al. 2012).

Posteriormente, apds 10-12 semanas de infeccdo, ocorre uma gradual regulacdo da
funcdo das células T CD4" resultando na reducdo do tamanho do granuloma ao redor dos ovos,
caracterizando o inicio da fase cronica de esquistossomose (Andrade & Warren 1964; Schwartz
& Fallon 2018). A modulacédo da resposta imune em infec¢Bes por S. mansoni € consequéncia
da ativacdo de diversos mecanismos reguladores, muitos dos quais mediados pela producéo de
IL-10, que resulta na reducdo da imunopatologia associada a esquistossomose e pode favorecer
a sobrevivéncia do hospedeiro (Chuah et al. 2014). Desta forma, a maioria dos pacientes evolui
para fase cronica leve ou intestinal; entretanto, alguns pacientes podem apresentar a forma grave
da doenca.

Os fatores que levam alguns pacientes a desenvolverem a forma grave da doenca ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos e o0 aprimoramento deste conhecimento é primordial para o
desenvolvimento de métodos eficientes de tratamento da esquistossomose. Segundo Abath et
al. (2006), multiplos fatores podem estar envolvidos no desenvolvimento de formas graves. A
carga parasitaria e a exposicao as re-infeccdes estdo entre as principais causas da evolucao para
forma grave (Bina & Prata 2003; Carvalho & Andrade 2005; Andrade 2008), porém outros
fatores genéticos e imunologicos também séo determinantes na gravidade da esquistossomose,
salientando a importancia do equilibrio entre as respostas imunes Th1l/Th2/Th17 e regulatéria
para que o granuloma desempenhe um papel protetor ao hospedeiro definitivo (Butterworth et
al. 1985; Cheever et al. 1987; Dessein et al. 1999; Dunne & Pearce 1999). Assim, torna-se
evidente a necessidade de estudar os mecanismos locais que induzem a resposta imune e
contribuem para diferenciacdo da resposta Th2 e, posteriormente, para sua modulacdo e

resolugéo.
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2.2.3 Granuloma esquistossomotico

Os ovos de Schistosoma mansoni sdo estruturas rigidas, envoltas por uma rede de
proteinas reticuladas, e possuem um espiculo lateral protuberante, que ainda ndo apresenta
funces esclarecidas durante o processo de migracdo (Costain et al. 2018). Funcionalmente, 0s
ovos sdo estruturas metabolicamente ativas e altamente antigénicas que constitutivamente
secretam uma variedade de substancias toxicas e glicoproteinas, como émega-1, IPSE/alpha-1
e kappa-5, que facilitam a passagem dos ovos pelas vénulas e tecidos para alcancar o limen
intestinal e serem eliminados nas fezes (Ashton et al. 2001). Entretanto, a lesdo do endotélio
dos vasos e do epitélio intestinal permite a liberacdo de citocinas denominadas alarminas, como
IL-33, que estimulam células da resposta imune inata a produzirem precocemente citocinas do
tipo-2, como IL-13 e IL-5. Com isso, aumentam a expressdo de moléculas de adesdo
(denominadas de CAM- moléculas de adesdo celular) em leucadcitos e células endoteliais, além
de recrutarem uma variedade de outras células imunes, como linfocitos T CD4+, eosinofilos,
macrdfagos, células dendriticas, mastdcitos, e também ativarem células dos 6rgdos afetados,
como as células do estroma e fibroblastos (Teixeira et al. 2001; Hams et al. 2013; Costain et
al. 2018; McManus et al. 2018; Figliuolo da Paz et al. 2019). Este conjunto de células
juntamente com o actmulo de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) induzem a producdo e
deposicao de uma matriz extracelular heterogénea, formando uma estrutura esférica e compacta
que conterd a acdo toxica e lesiva dos ovos de S. mansoni, denominado de granulomas (Boros
& Warren 1970; Lenzi et al. 2008; Costain et al. 2018).

A formacdo do granuloma envolve interacdes dindmicas e intricadas entre célula-
célula e célula-matriz, que sofrem profundas modificacbes no decorrer da infec¢do. Os
granulomas esquistossométicos podem ser encontrados em diversos 6rgads do hospedeiro,
como figado, intestinos, pulmdes, bexiga, cérebro, pele, glandulas adrenais, musculos
esqueléticos, linfonodos, bago, rins e estbmago (Cheng 1993; Ross et al. 2002). Como a grande
parte dos ovos sdo embolizados no sistema porta, um dos principais 6rgdos afetados na
esquistossomose € o figado, consequentemente as células residentes deste O0rgdo apresentam
importantes funcdes frente a doenca (Cheng 1993; Ross et al. 2002). As células estreladas
hepéaticas (HSC) sdo o principal tipo de célula responséavel pela deposi¢do de coldgeno e
formacéo de fibrose no tecido hepético (Carson et al. 2018). Elas compfem 5-8% das células
do figado (Geerts 2001), sendo que na forma quiescentes (QHSC) estocam aproximadamente
80% de toda a vitamina A produzida pelo corpo (Hendriks et al. 1985; Hendriks et al. 1988),
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além de secretarem eritropoietina que € o primeiro fator de crescimento envolvido na geracao
de células sanguineas (Maxwell et al. 1994). Apds estimulagdo, as celulas qHSC sofrem
processo de transdiferenciacdo em miofibroblastos e iniciam a producéo de colageno no figado.
HSCs ativadas perdem a capacidade de estocarem vitamina A, desenvolvem um citoplasma
mais amplo e alongado, aumentam a expressao de aSMA (a-smooth muscle actin) e de outros
genes profibréticos (Bachem et al. 1992).

A ativacdo de HSC ¢ influenciada por uma variedade de sinais derivados das celulas
residentes do figado e de células recrutadas para o tecido, como também sinais autocrinos e
parécrino de outras HSC. Algumas citocinas profibroticas liberados por varios tipos de células,
como TGF-B1, CTGF (connective tissue growth fator), 1L-33 e 1L-13, s&o ativadores de HSC,
desencadeando a producdo de colageno e a expressdo e liberacdo de outras citocinas e
quimiocinas como CCL5, CCL11, CCL2. TGF-B1 ativa HSC pela interagdo com o receptor de
superficie celular TBRI e TPRII, apos a ativacdo esses receptores facilitam o recrutamento e
ativacdo de Smad2e Smad3 que formam um complexo chamado de Smad4 e migram para o
nacleo induzindo a expressdo de genes fibroticos (Carson et al. 2018). Entretanto, as HSC
podem expressar esses genes profibréticos por ativacdo de uma via independente de TGF-B1
(Kaviratne et al. 2004). Ao serem lesionados os hepatdcitos liberam IL-33 que ativa as células
linféides inatas (ILC2) a produzirem IL-13, esta citocina por sua vez, interage com seu receptor
IL-13Ra2 ativando um complexo de receptores ERK1- ERK2 e ALK que entdo ativard o Smad2
e Smad3 e sinaliza a expressao de genes profibroticos como colageno | e 111, metaloproteinases
de matriz (Liu et al. 2011; Mchedlidze et al. 2013; Carson et al. 2018). Chang e colaboradores
(2006) mostraram evidéncias da influéncia das HSC na esquistossomose hepatica e formacéo
do granuloma pela demonstragdo do aumento das HSCs presentes no figado murino e humanos
infectados com S.mansoni comparado aos camundongos e humanos saudaveis. As interacdes
entre HSCs e 0s ovos de S.mansoni sdo complexas e diversas e a melhor compreensdo destas
interacdes leva a melhora da resolucao desta doenca.

Além das ceélulas residentes, os granulomas esquistossomoticos sdo compostos por
diversas células imunes inatas e adaptativas que sdo recrutadas e/ou ativadas no decorrer do
processo de formacao e modulacdo do granuloma esquistossomatico, como células dentriticas,
células linfoides inatas do tipo 2 (ILC-2), basofilos, eosindfilos, neutréfilos, linfocitos e
macrofagos.

As células dendriticas desempenham um papel fundamental para a associagdo da
resposta imune inata com a adaptativa (Yamazaki et al. 2003). Na esquistossomose, estas

células sdo de fundamental importancia devido a sua eficiéncia na deteccdo, captura e
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processamento dos antigenos de ovos de S.mansoni para apresentacdo para células T virgens,
resultando na capacidade de polarizacdo da resposta Th2 tanto in vivo como in vitro
(MacDonald et al. 2001; de Jong et al. 2002; Lopes et al. 2019). Estas células respondem
principalmente a proteina Omega-1 (wl), ol/IPSE e Lewis(X)- containinglacto-N-
fucopentaoselll (LNFPIII), liberada pelos ovos para ativacdo da resposta Th2, ou seja, quando
ha uma diminuicdo destas células durante o decorrer da infeccdo acarreta na deficiéncia da
polarizacdo da resposta Th2 e consequentemente maiores danos ao hospedeiro infectado (Everts
et al. 2009; Steinfelder et al. 2009; Hams et al. 2013; Hams et al. 2016; Schwartz & Fallon
2018).

As células linfoides inatas tem sido separadas funcionalmente em trés grupos, as ILC1,
que participam na inducéo e amplificacdo da resposta do tipo 1 via liberagéo de IFN-y ¢ TNF-
a (Klose & Artis 2016; Ebbo et al. 2017), as ILC2 que tem papel fundamental na inducéo da
resposta Th2 durante a infeccdo por nematddeos e em quadros alérgicos (Klose & Artis 2016,
Moro et al. 2010; Kubo 2017; Kato 2019) e as ILC3 estdo relacionadas a resposta Th17 e séo
essenciais para manutencdo da homeostase intestinal (Klose & Artis 2016; Ebbo et al. 2017;
Kato 2019). Na auséncia combinada de IL-25 e IL-33, a ativacdo das ILC2 ndo ¢ eficiente e
camundongos experimentalmente infectados séo incapazes de produzir a resposta protetora
responsavel pela expulsdo de Nippostrongylus brasiliensis, demonstrando a importancia desta
via no desenovolvimento da resposta do tipo 2 (Neil et al. 2010). As ILC2 quando ativadas
pelas alarminas IL-25, 1L-33 e TSLP produzem IL-5 e IL-13, citocinas determinantes no
desenvolvimento da infeccdo por S.mansoni (Schwartz & Fallon 2018).

Evidencias experimentais indicam que a delecdo individual de cada uma dessas
alarminas ndo altera significativamente a formacéo de granuloma hepético na esquistossomose
crbnica, quando se administrou anticorpo neutralizante para bloquear IL-25 em camundongos
DKO (duplo knockout de TSLP e 1L-337"), a auséncia destas trés citocinas combinadas levou
a reducdo da fibrose hepatica, diminuicdo do recrutamento de eosindéfilos e da producéo de IL-
13 pelas ILC2 (Vannella et al. 2016). Dados apresentados por Hams e colaboradores (2014)
demostram a participacdo de IL-25 na ativacdo de ILC2 e produgdo de IL-13 no pulméo,
resultando no desenvolvimento de fibrose pulmonar murina (Hams et al. 2014). Estudo
semelhante em modelo experimental de fibrose hepatica induzida pela administracdo de CCL4
ou por BDL (ligacdo do ducto biliar) demonstrou que a ativacdo de ILC2 pela interagdo com
IL-33 resultou em aumento de IL-13 e inducgdo de fibrose hepatica murina (Mchedlidze et al.

2013). Entretanto, ainda sdo necessarios mais estudos para elucidar o papel da producédo de IL-
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33 e da ativacdo de populacbes de ILC na formagdo do granuloma hepético e da fibrose induzida
pela infecgéo por S. mansoni.

Entre as células que sdo recrutadas durante a formacdo do granuloma, eosindéfilos e
macrofagos sdo predominantes na reacdo e que também merecem ser melhor investigadas. Os
eosindfilos sdo células do sistema imune inato, produzidas e diferenciadas na medula 6ssea, e
que se encontram amplamente distribuidos nos tecidos. O numero de eosinéfilos no sangue e
nos tecidos aumenta especialmente em respostas as infeccdes helminticas e doencas alérgicas,
incluindo a asma (Huang et al.2014). O recrutamento destas células para o sitio da infeccéo é
mediado principalmente pela quimiocina CCL11 (Chuah et al. 2014). A eosinofilia esta
associada a respostas imunes mediadas por células Th2, onde citocinas como IL-4 e
especialmente IL-5, estimulam a proliferacdo e a ativacdo de eosinéfilos. Com base em sua
capacidade de degranular e liberar proteinas de granulos catibnicos verificou-se que o0s
eosindfilos podem exercem fungdes helmintotdxicas e contribuir no controle de algumas
helmintoses (Weller & Spencer 2017). Quando estimuladas, além de degranulacdo exocitética
de proteases e mediadores imunoldgicas, os eosindfilos sdo fontes de uma ampla variedade de
citocinas que alteram o processo inflamatério local (Weller & Spencer 2017).

Nas Gltimas décadas, dados obtidos in vivo e in vitro indicam que eosinofilos também
podem atuar como células apresentadoras de antigenos em algumas situacdes particulares
(Hansel et al. 1992; Mawhorter et al. 1994; Del Pozo et al. 1992, Padigel et al. 2007). As APCs
sdo classificadas como APCs professionais e APCs ndo profissionais, os eosinofilos
engquadram-se nas APCs ndo profissionais, que sdo aquelas que sé expressam MHC Il e
moléculas co-estimulatorias apds ativacdo por citocinas, como GM-CSF, IL-4, IFN-y e IL-5,
que entdo permite o processamento e apresentacdo de antigenos por estas células (Hansel et al.
1992; Mawhorter et al. 1994; Long et al. 2016). Sabin e colaboradores (1996) demonstraram
que os eosinofilos ativados por IL-5 migram para o sitio de liberacdo dos antigenos e ativam a
producdo de IL-4 que participam no desenvolvimento de células Th2 pela interagdo com
antigenos especificos dos ovos de S.mansoni.

No modelo de inoculag&o intravenosa de ovos de S.mansoni, 0s eosin6filos contribuem
com aproximadamente 70% da celularidade presente no granuloma pulmonar apés 16 dias da
inoculacdo (Moore et al. 1977; Chuah et al. 2014). Na esquistossomose, € visto um pico de
eosindfilos na 8° semana de infecgéo e o declinio inicia a partir da 10° semana (Colley et al.
1975). Ha diversos debates em relacdo ao papel destas células, pois alguns estudos sugerem
que os eosindfilos atuam como células efetoras no controle de S.mansoni, outros indicam seu

papel como imunomoduladores da resposta imune, ou ainda com uma importante funcéo na
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remodelagdo tecidual ou remocéo de detritos apos a lesdo devido ao encalhamento dos ovos
(Meeusen & Balic 2000; Cadman & Lawrence et al. 2010; Huang & Appleton 2016;
Tweyongyere et al. 2016). Outra possivel funcdo dos eosindfilos presentes nos granulomas € a
destruicdo dos miracidios presentes dentro dos ovos que ficaram retidos (Hsu et al. 1980), o
que explicaria a grande abundancia destas células nos granulomas hepaticos e intestinais
(Moore et al. 1977; Weinstock & Boros 1983; Amaral et al. 2017). Swartz e colaboradores
(2006) utilizando camundongos AdbIGATA e TgPHIL infectados com S.mansoni, indicaram
que a auséncia de eosindfilos ndo altera significativamente a recuperacdo de vermes adultos e
ovos retidos no figado, nem o tamanho e o nimero de granulomas hepaticos e as transaminases
hepéaticas ALT e AST mantiveram-se semelhantes bem comoo marcas medidas de fibrose. Em
relacdo a carga parasitaria, dados semelhantes foram observados em trabalhos desenvolvidos
em nosso laboratorio utilizando camundongos AdbIGATA infectados com S.mansoni. Estes
dados confirmam que os eosino6filos ndo sdo essenciais no controle da carga parasitaria;
entretanto, a auséncia destas células resultou em altera¢cdes na modulagéo do granuloma e na
evolucdo da doenca (Oliveira 2016).

Finalmente, diferentes estudos demonstram que macréfagos sdo células que podem
adotar um perfil pré- ou anti-inflamatorio, dependendo do microambiente em que se encontram.
No contexto da esquistossomose, estas células tem papel fundamental na formacdo e modulacédo
dos granulomas. Os macrofagos residentes sdo estimulados pelos antigenos liberados pelos
ovos (SEA) a secretarem citocinas inflamatérias e quimiocinas que estimulam o influxo de
linfdcitos, neutréfilos e mondcitos, inciando assim, a inflamacdo granulomatosa circunvalente
(Burke et al. 2010). Portanto, séo células que participam do inicio ao fim da resposta imune
desenvolvida durante a esquistossomose, sendo fundamentais para evolugéo da doenca. Vale
também salientar que alguns subtipos de macrofagos M2, expressam o receptor ST2 e
respondem a IL-33. Na esquistossomose, 0s macréfagos sdo pontos chave para regularem a
fibrogénese pela secrecéo de quimiocinas que recrutam fibroblastos estimulando a sua ativagédo
e diferenciacgéo, participando no processo de reparacdo tecidual (Wynn & Barron 2010; Wynn
& Vanella 2016). Desta forma, a interacdo dos macrofagos com a esquistossomose € um dos

focos deste trabalho.

2.2.4 Macrdéfagos e o granuloma
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Os macrofagos sdo as células encontradas nos granulomas intestinais e constituem
cerca de 30% das células que compdem o granuloma hepético (Weinstock et al. 1983; Ragheb
& Boros 1989; Hesse et al. 2000). Sdo células hematopoiéticas especializadas que estdo
distribuidas por diferentes tecidos e Orgdos, onde desempenham papel importante na
homeostase, remodelacdo de tecido e na defesa contra patdégenos (Kurowska-Stolarska et al.
2009; Bonnardel & Guilliams 2018).

Dependendo do tipo de citocinas produzida no microambiente em que os macrofagos se
encontram, eles podem ser diferencialmente ativados em M1 ou CAMgs (ou classicamente
ativado) e M2 ou AAMgos (alternativamente ativados), conforme ilustra a figura 5 (Strauss-
Ayali et al. 2007). A exposi¢do de mondcitos naive ou macréfagos a citocinas do perfil Thi,
como IFN-y, TNF, ou a lipopolissacarideos (LPS) promove o desenvolvimento de M1. Esta
populacdo de macrdfagos ativados secreta citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-12, IL-23 e algumas quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CCL9 e
CCL10 que promovem o recrutamento de células NK e a amplificagdo do recrutamento e
ativacdo de linfocitos Thl. Além disso, os M1 produzem O6xido nitrico sintase (iNOS) que
participa do metabolismo de arginina em Oxido nitrico e citrulina, e consequentemente,
liberacdo de altos niveis de espécies reativas de nitrogénio (RNS) (Duque & Descoteaux 2014).
Portanto, os macréfagos M1 estdo associados a quadros inflamatérios desencadeados pela
resposta imune tipo 1, criando um ambiente altamente microbicida o que os torna potentes
células efetoras contra patdgenos intracelulares e células tumorais (Kurowska-Stolarska et al.
2009; Dugue & Descoteaux 2014; Shapouri-Moghaddam et al. 2018). Em geral, os M2
(AAMos) sao ativados pela exposigdo a citocinas de perfil Th2, IL-4 e IL-13, e podem
desencadear a liberacdo de diferentes quimiocinas como CCL17, CCL22, CCL24 e CCL1 que
por sua vez promovem um processo inflamatério propicio a reparacéo e remodelacéo tecidual
(Mantovani et al. 2004; Duque & Descoteaux 2014; Shapouri-Moghaddam et al. 2018).

Estes macrofagos sdo caracterizados pela expressdo de receptores de manose (CD206),
pela producéo de citocinas como IL-10 e TGF-f (Duque & Descoteaux 2014) e pela producao
de arginase 1 (Argl), enzima que participa do ciclo da uréia, convertendo a L-arginina em L-
ornitina, sendo a L-ornitina descarboxilase (ODC) responsével pela produgdo de poliaminas
importantes na divisao celular e a L-ornitina aminotransferase (OAT) para o fornecimento de
prolina para a sintese de colageno, que posteriormente pode contribuir para evolugéo da fibrose
(Hesse et al. 2001; Kurowska-Stolarska et al. 2009; Munder 2009; Roszer 2015). Estudos mais
recentes revelam que macréfagos M2 podem ser divididos em trés grupos: M2a sdo macréfagos
ativados por IL-4, IL-13 ou IL-21(Gordon 2003; Biswas & Mantovani 2010; Gundra et al.
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2014) e expressam uma série de quimiocinas que promovem o recrutameto de células Th2,
eosinofilos e basofilos (Duque & Descoteaux 2014); M2b sdo macrofagos ativados por uma
combinacédo de LPS, imuno complexos, células apoptoticas e IL-1Ra (Gordon 2003; Benoit et
al. 2008; Duque & Descoteaux 2014) e expressam altos niveis de IL-10, bem como citocinas
pré-inflamatorias, como TNF e IL-6, e iINOS. Os M2c sdo ativados por IL-10, TGF-B ou
glucocorticoides (Gordon 2003; Benoit et al. 2008), e secretam IL-10 e TGF-B, citocinas
imunossupressoras que permitem o desenvolvimento de linfocitos Th2 e Tregs (Duque &
Descoteaux 2014). As funcdes de M2c estéo relacionadas ao reparo tecidual e angiogénese,
devido a expressao de altos niveis de arginase (Arg-1), de mediadores anti-inflamatérios, como
IL-10 e glucocorticdides, em resposta a liberacdo IL-33, IL-25, adenosina e pelo fator de
crescimento (GM-CSF) causada por danos teciduais (Gordon 2003; Lang et al. 2002; Mosser
& Edward 2008; Martinez et al. 2009; Biswas & Mantovani 2010; Zhang et al. 2010). A
capacidade dos M2c de induzirem Tregs os fazem mais eficazes do que os M2a para a protecdo

dos 6rgéos contra danos causados por infiltrados inflamatorios (Lu et al. 2013).
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Macrofagos — alternativamente  ativados  participam em  VArios  processos
patofisiologicos (Mosser & Edward 2008; Allen & Wynn 2011), mas sdo particularmente
essenciais na resposta contra danos teciduais causados por helmintos, como S. mansoni (Herbert
et al. 2004), Heligmosomoides polygyrus (Anthony et al. 2006), Nippostrongylus brasiliensis
(Reece et al. 2006), Taenia crassiceps (Rodriguez-Sosa et al. 2002), Trichinella spiralis (Dzik
et al. 2004), Fasciola hepatica (Donnely et al. 2005), Ascaris suum (Oshiro et al. 2005) e
filarias (Nair et al. 2003).

Na infeccdo por S.mansoni, 0os ovos induzem granulomas ricos em macrofagos
alternativamente ativados (M2) que, juntamente com outros elementos da resposta Th2,
previnem a mortalidade do hospedeiro durante a fase aguda da esquistossomose; entretanto, a
ativacdo excessiva da resposta Th2, com consequente diferenciacdo de M2, é capaz de levar a
quadros de fibrose na fase cronica da esquistossomose, podendo evoluir para formas graves de
hepatoesplenomegalia (Pearce & MacDonald 2002; Wynn et al. 2004; Knuhr et al. 2015).

Camundongos deficientes em IL-4, IL-4/13, 1L-4/10, ou IL-4Ra morrem durante a fase
aguda da infeccdo por S.mansoni, pois desenvolvem uma severa patologia intestinal e hepatica.
Os AAMes s@0 necessarios para sobrevivéncia e protecao do hospedeiro durante a fase aguda
dainfeccdo, pois a falta da sua ativacéo pode levar a reducéo da integridade da barreira intestinal
causando endotoxemia, além de causar a exacerbacao da resposta do tipo Thl, aumentando a
ativacdo de CAM¢s. Os AAMes também participam na redugdo da morbidade e mortalidade
durante a fase cronica da infeccdo, pois apesar de ativarem Arg-1 que pode desencadear quadros
de fibrose hepaética, essa expressao de Arg-1 atua também em um feedback negativo nas células
Th2 e nos fibroblastos, reduzindo a cicatrizacéo e a patologia tecidual (Barron & Wynn 2011).

InfeccOes experimentais com S. mansoni mostraram que ao deleterem Arg-1 dos
macrofagos, os camundongos apresentaram alta taxa de mortalidade, devido ao aumento da
proliferacdo de linfocitos T que levou a exacerbacgdo da resposta Th2, consequentemente um
aumento da inflamacdo granulomatosa, da fibrose hepética e da hipertensdo portal e baixa
diferenciacdo dos AAMes. Indicando que macréfagos que expressam Arg-1 também
funcionam como moduladores de inflamacéo e fibrose em infecgdes de perfil Th2, como por
exemplo, a esquistossomose (Pesce et al. 2009).

Dados semelhantes foram observados por Nair e colaboradores (2009) no modelo de
esquistossomose pulmonar em camundongos deficientes na expressdo de Relm-a  (Retnla™),
outra marca caracteristica da ativacdo de AAMgs. A inoculag@o intravenosa de 5.000 ovos de
S.mansoni nestes animais resultou na exacerbacéo da inflamacdo dos pulmdes caracterizada

pelo aumento da vascularizacdo pulmonar, dos granulomas e da fibrose. Além disso, estes
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animais apresentaram um aumento de linfécitos T CD4" que resultou na producdo de niveis
elevados de citocinas Th2. Mais uma vez, os dados sugerem que a ativagao de AAMeos tem
importante papel na regulacdo da resposta de linfécitos T e limitacdo da patogenicidade da
doenca. Estes estudos, portanto, indicam que ativacdo de AAMeos sdo importantes para
formacdo do granuloma esquistossomdtico, mas também essenciais para sua modulacdo e
sobrevivéncia do hospedeiro.

Desta forma, tem-se demonstrado que macrofagos, fibroblastos, HSCs tém papel
fundamental na evolucdo da fibrose esquistossomética (Ragheb & Boros 1989; Hesse et al.
2000; Carson et al. 2018). A fibrose é definida pelo crescimento excessivo e rigidez e/ou
cicatrizacdo de varios tecidos e € atribuida ao excesso de deposicdo de componentes da matriz
extracelular, incluindo colageno (Wynn et al. 2004). No caso da esquistossomose, 0s quadros
de fibrose sdo inicialmente representados por areas focais pequenas associadas a inflamacao
cronica induzida pelos ovos do parasito, distribuidos em grande quantidade pela periferia do
sistema da veia portal (Andrade 2009). A formacédo do granuloma hepético e a intensidade da
reacdo, bem como a extensdo da fibrose hepatica sdo elementos associados a gravidade da
esquistossomose cronica (Teixeira-Carvalho et al. 2008). Portanto, as diferentes células que
compde o granuloma periovular e as citocinas produzidas neste ambiente sdo elementos
determinantes na inducdo da producdo de colageno e nos quadros de fibrose, sendo IL-4, IL-5,
IL-13 e TGF-B as citocinas pro-fibrdticas mais importantes (Jacobs et al. 1998; De Jesus et al.
2004; Farah et al. 2000). Alguns elementos da resposta imune inata, como a producéo de 1L-33
e ativacdo da via IL-33/ST2 também participam deste processo, pois ativam a producdo de
citocinas como IL-13 responsaveis pela formacédo dos quadros de fibrose. Como visto, varios
estudos tém demonstrado a participacao de elementos da resposta imune adquirida na formagéo
e modulacdo do granuloma, contudo, o papel da resposta imune inata, hepéatica ou intestinal,

neste processo ndo foi totalmente esclarecido.

2.2.5 1L-33 e a esquistossomose

Uma citocina que vem sendo estudada devido a sua grande importancia na resposta
imune inata é IL-33. Esta citocina é produzida e se deposita no nacleo de células endoteliais
(intestinais e respiratorias), células epiteliais, fibroblastos e miofibroblastos frente a
inflamacdes (Miiller et al. 2005; Carriere et al. 2007; Moussion et al. 2008; Kuchler et al. 2008;
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Pastorelli et al. 2010). IL-33 tem sido classificada como uma “alarmina”, ou seja, esta proteina
s0 € liberada no espaco extracelular durante danos celulares, sendo um sinal de alerta de leséo
tecidual para outras células e tecidos adjacentes (Liew et al. 2010). Durante a apoptose celular,
IL-33 intracelular é clivado e inativado por caspases 3 e 7; processo de fundamental
importancia, pois a inativacdo de 1L-33 durante o processo de apoptose evita a estimulacéo do
sistema imunolégico apds um processo fisioldgico programado (Nunes et al. 2014; Cayrol &
Girard 2009; Luthi et al. 2009).

Para exercer suas funcdes bioldgicas, IL-33 liga-se ao seu receptor ILIRL1, também
conhecido como ST2 expresso principalmente em mastocitos, ILC2, eosindfilos, basoéfilos,
macrdfagos alternativamente ativados, linfocitos Treg, linfocitos Th2, células dendriticas,
células natural killer, neutréfilos, linfécitos Thl e linfocitos T CD8, e desencadeia a resposta
imunolodgica (Schmitz et al. 2005; Pastorelli et al. 2011; Cayrol & Girard 2018). A via de
ativacdo desta citocina € iniciada quando 1L-33 liga-se ao ST2 pareando com o co-receptor IL-
1RACP, permitindo a interacdo do dominio TIR com MyD88 que pode levar a ativacdo de duas
vias de ativacdo independentes; uma dependente de calcio e que resulta na ativacdo do fator de
transcricdo nuclear- xB(NF- «kB), e consequentemente, na producdo de quimiocinas
(CXCL2,CCL2,CCL3) e citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-3, IL-6, TNF), degranulacdo de
mastécitos, producdo de prostaglandina D2 (PGD>) e leucotrienos B4 (LTB4). A outra via é
dependente da ativacdo de proteinas MAP-quinases (MAPK) que estimula a sintese das
qguimiocinas CCL5, CCL17 e CCL24 e de citocinas do tipo-2, como IL-5 e IL-13 (Liew et al.
2010; Liew et al. 2016).

A participagdo da ativacdo da via IL-33/ST2 tem sido avaliada em diversos modelos de
infeccOes e doencas inflamatorias. Em infecgdes provocadas por protozoarios foi verificado que
criancas infectadas com Plasmodium falciparum apresentam niveis séricos elevados de 1L-33
(Ayimba et al. 2011); entretanto, sua participacdo no controle da infeccdo ainda é pouco
conhecida. Em modelos experimentais, foi verificado que camundongos deficientes no receptor
de IL-33 (ST27) se mostram resistentes & infecgdo por Leishmania donovani (Rostan et al.
2013); entretanto, estes animais mostram aumento de quadros de encefalite durante a infeccéo
por Toxoplasma gondii (Jones et al. 2010). A importancia da producdo de 1L-33 também ja
foi estudada em doencas fungicas (Le et al. 2012; Piehler et al. 2013), bacterianas (Alves-Filho
et al. 2010), virais (Chang et al. 2011; Aoki et al. 2013), bem como em doencas inflamatorias
crbnicas, como alergia (Schmitz et al. 2005; Prefontaine et al. 2009; Barlow et al. 2012; Salimi
et al. 2013), doencas cardiovasculares (Sanada et al. 2007) e doenca inflamatéria intestinal
(Oboki et al. 2010b; Sedhom et al. 2013).
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Em infecgdes helminticas, a producédo de IL-33 estimula a producéo de IL-4, IL-5 e IL-
13, contribuindo com a polarizagdo e a intensificacdo da resposta Th2 no local da reacéo
inflamatdria (Akiho et al. 2002; Nunes et al. 2014), facilitando o desenvolvimento da
imunidade protetora. Assim, a producdo de IL-33 durante a infeccdo de camundongos por
Trichuris muris foi associada com a expulsdo deste parasito (Humphreys et al. 2008), enquanto
que a auséncia desta citocina resultou em dificuldade de camundongos eliminarem
Strongyloides venezuelensis e Nippostrongylus brasiliensis (Yasuda et al. 2012; Hung et al.
2013). Outros estudos mostraram a importancia da interacdo de IL-33 com mastocitos e ILC2
na expulséo de Nippostrongylus brasiliensis (Price et al. 2010; Neill et al. 2010).

Por outro lado, a producéo de IL-13, estimulada pela producdo de IL-33, desempenha
um papel relevante para o desenvolvimento de fibrose, pois estimula os fibroblastos e
macrofagos a produzirem coladgeno por meio da inducdo da producdo de TGF-B (Liu et al.
2012). A participacdo de 1L-13 na fibrose hepatica induzida pela infeccdo por S. mansoni foi
experimentalmente confirmada em camundongos deficientes na producgéo de IL-13 ou do seu
receptor IL-13Ral, onde a infecgao experimental resultou em redugdo na fibrose e aumento da
taxa de sobrevivéncia em comparacdo a camundongos ndo deficientes (Fallon et al. 2000;
Ramalingam et al. 2008). Mchedlidze e colaboradores (2013) ao estudarem o modelo de fibrose
hepéatica através da inducdo por tioacetamida (TAA) e pela infeccdo com S.mansoni,
observaram que a citocina I1L-33 é um mediador chave neste processoEsta citocina leva ao
acumulo e ativacdo de células ILC2 no figado que produzem IL-13 e por sua vez, desencadeiam
a ativacdo e transdiferenciacéo das células estreladas hepatica que acarretam o desenvolvimento
dos quadros de fibrose. Na falta da ativacdo de IL-33, é visto uma reducdo nos quadros de
fibrose. Também foi verificado que moléculas derivadas das formas evolutivas de Schistosoma,
como os antigenos derivados dos ovos (SEA), peroxiredoxina, lisofosfatidilcolina e hemozoina,
podem contribuir para a ativacdo dos macréfagos M2 (Oliveira et al. 2000; Donnelly et al.
2008; Truscott et al. 2013; Zhu et al. 2014; Assuncdo et al. 2017). Os antigenos dos ovos, por
exemplo, parecem ser capazes de interagir diretamente com macrdéfagos induzindo a
transformacéo para o perfil M2 ou induzem indiretamente através da via 1L-33/ST2 (Zhu et al.
2014; Peng et al. 2016). Devido ao seu papel de ativacdo de citocinas do perfil Th2, a citocina
IL-33 parece ser um potencial ativador de macréfagos M2 durante a resposta imune inata e
adaptativa. Kurowska-Stolarska e colaboradores (2009) relatam que IL-33 amplifica fortemente
a expressao de arginase | e Ym1, como também a producdo das quimiocinas CCL24 e CCL17

que recrutaram eosinofilos, mastocitos e células T no modelo murino de inflamacéo
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respiratdria, resultando em intensificacdo de quadros de asma devido ao excesso da resposta
Th2.

Apesar de estudos recentes terem levado ao melhor entendimento do papel da
producdo de IL-33 na inducdo e amplificacdo da resposta Th2 em infeccBes helminticas
(Pastorelli et al. 2013), e da potencial participacdo desta via na ativagdo de macréfagos
alternativamente ativados durante a resposta imune inata e adaptativa (Kurowska-Stolarska et
al. 2009), ainda é pouco esclarecido a acdo desta citocina na ativacdo e diferenciacdo dos
macrofagos, linfocitos efetores e reguladores durante a formacéo e modulagdo dos granulomas
induzidos pelos ovos de Schistosoma mansoni. Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que a infecgé@o por S. mansoni em camundongos deficientes para o receptor de
IL-33 (ST27) ndo altera a carga parasitaria; entretanto os animais infectados apresentam
elevada taxa de mortalidade em comparacdo aos selvagens (Rocha 2015; Fernandes 2016).
Estes dados indicam a participacdo fundamental da via IL-33/ST2 na formacdo do granuloma
esquistossomotico; entretanto, os possiveis mecanismos pelos quais a ativacdo da via IL-
33/ST2 afeta a resposta imune local e a fibrose hepética, e consequentemente definem a
patologia da esquistossomose, devem ser melhor elucidados e constitui o principal interesse

deste projeto.
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3. JUSTIFICATIVA

A morbidade da esquistossomose humana tem sido associada ao tipo e intensidade da
resposta imunologica do hospedeiro e sua participacdo na formagdo do granuloma e
desenvolvimento da fibrose hepatica (Abath et al. 2006; De Jesus et al. 2002; Hiatt et al. 1980;
Teixeira-Carvalho et al. 2008).

As lesdes geradas pelos ovos de S. mansoni que ficam retidos nas vénulas da circulagéo
mesentérica e hepatica, induzem a liberacéo de citocinas da resposta imune inata, como I1L-33,
e a diferenciacdo da resposta Th2, essencial para formacdo do granuloma esquistossomatico.
Em modelos de infeccdo por nematddeos, foi verificado que a producéao de IL-33 e sua ligacdo
ao receptor ST2 induzem a producédo precoce de IL-5 e I1L-13 por células inatas como ILC2,
mastocitos, basofilos e eosinofilos, que auxilia a diferenciacdo da resposta Th2. Além disto, IL-
33 também participa do recrutamento e ativacdo de eosindfilo, macréfagos e células hepaticas
estreladas, que sdo componentes essenciais na organiza¢do do granuloma esquistossomatico
(Schimtz et al. 2005; Kurowska-Stolarska et al. 2009; Oboki et al. 2010; Sattler et al. 2013;
Nunes et al. 2014; Tan et al. 2017). Resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa (Rocha
2015; Fernandes 2016) mostraram que camundongos geneticamente deficientes na producao
do receptor ST2 (ST27) experimentalmente infectados com S. mansoni apresentaram aumento
significativo da taxa de mortalidade e alteraces no aspecto do granuloma esquistossomatico.
Desta forma, nossa hipotese de estudo é que a via IL-33/ST2 pode afetar a resposta imune e a
formacéo do granuloma induzido pela infec¢cdo por S.mansoni, contribuindo na modulacéo da
gravidade das lesbes detectadas na esquistossomose. Assim, torna-se de fundamental

importancia avaliar os possiveis mecanismos envolvidos neste processo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Analisar a participacdo da ativacgdo da via IL-33/ST2 no estabelecimento da resposta

imune e das alteracBes patoldgicas induzidas pela infeccdo experimental de S. mansoni em

camundongos, caracterizando possiveis mecanismos celulares envolvidos no processo.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar a morbidade da infeccdo por S.mansoni em camundongos selvagens e
deficientes no receptor de IL-33, 0 ST2,;

Verificar a participagdo da via IL-33/ST2 na inducdo da resposta Th2 durante infec¢do
por S.mansoni em camundongos BALB/c WT e ST27;

Avaliar alteragdes no perfil da resposta Thl, Th17 e regulatéria durante a infeccdo
experimental em camundongos deficientes ou ndo no receptor ST2;

Avaliar o desenvolvimento da fibrose hepatica através da quantificacdo da deposicéo de
coladgeno e os tipos de fibras de colageno induzidas pela esquistossomose aguda e
cronica em camundongos WT e ST27";

Avaliar a participacao da ativagdo da via IL-33/ST2 no perfil de ativacdo de macro6fagos
e células hepaéticas esteladas (HSC) durante a infeccdo experimental por S. mansoni.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais experimentais

Neste projeto utilizaram-se camundongos com 6 a 8 semanas de vida, fémeas das
linhagens BALB/c néo deficientes fornecidos pelo Biotério Central da UFMG e camundongos
BALB/c geneticamente deficientes na producdo de ST2 (ST27), receptor da citocina 1L-33,
gentilmente cedidos pelo Dr. Jodo Santana da Silva da USP de Ribeirdo Preto e criados no
biotério de Imunohelmintologia do Departamento de Parasitologia. Todos os animais utilizados
para realizacdo desse trabalho foram mantidos em racks ventiladas apropriadas e alimentados
com racao granulada para camundongos (Presence, Paulinia, SP, Brasil) e dgua potavel ad
libitum. Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal — UFMG protocolo
N°159/2012 e N°368/2018.

5.2 S.mansoni: obtencdo de antigenos e infeccdo experimental

A cepa LE de S. mansoni foi isolada de um paciente (Luis Evangelista de Belo
Horizonte — MG) (Valadares et al. 1981) e vem sendo mantida através de sucessivas infeccdes
em hamsters (Mesocricetus auratus) e caramujos Biomphalaria glabrata, de acordo com a
técnica descrita por Pellegrino & Katz (1968). Cercérias de S. mansoni recuperadas de B.
glabrata infectados (45-60 dias ap6s infeccdo) foram lavadas, concentradas e quantificadas
como descrito por Pellegrino & Macedo (1955) e utilizadas para as infec¢bes experimentais.
Para obtencdo de antigenos sollveis dos ovos de S.mansoni (SEA), foram obtidos ovos a partir
do figado dos camundongos apés 45-60 dias da infecdo por S. mansoni, baseado no
procedimento descrito por Dunne e colaboradores (1981). Sucintamente, figados de animais
infectados foram coletados e homogeneizados em salina gelada e concentrada (2 % de NaCl).
Ap0s sucessivas decantacdes e lavagens, os ovos foram separados do sedimento por filtragdo
sequencial em peneiras. Os ovos retidos na peneira (Tyler 400 de abertura 38 mm/um) foram
recuperados lavados e processados em homogeneizador tipo Virtiz®s por cerca de 40 minutos
em banho de gelo. A destruicdo completa dos ovos foi confirmada apds um exame ao
microscopio éptico. O homogenato foi transferido para tubos de 1,5 ml, centrifugados a 4000
x g por 1 h e o sobrenadante recolhido, filtrado em membrana esterilizante de 0,22 pm. As
proteinas sollveis da solucdo de SEA foram quantificadas através da técnica de Lowry et al.
(1951), aliquotadas e armazenadas a —20 °C para posterior estimulacdo celular.
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5.3 Delineamento experimental

Para avaliar a participacdo da ativacdo da via IL-33/ST2 no desenvolvimento da
infeccdo e fibrose hepética induzida durante a S. mansoni, os camundongos BALB/c WT e ST2
I foram infectados com 25 ou 50 cercérias (conforme especificado em cada experimento) e
acompanhados por até 14 semanas. Durante esse periodo, eventuais 0btos e eutanasia realizada
em animais que apresentavam sinais clinicos graves de esquistossomose, como acentuada perda
de peso e apatia, foram adicionados para calculo da taxa de mortalidade. Nas semanas 8 e 12
ou 14 péds-infeccdo (fases aguda e cronica, respectivamente), 6-10 camundongos foram
eutanasiados por exsanguinacao via plexo braquial sob anestesia por injecao intraperitoneal de
cetamina (80 mg/ kg - Dopalen - Sespo Industry and Commerce Ltda, Jacarei, Brasil) e xilazina
(10 mg / kg - Kensol - Kding Laboratories S/A, Avellaneda, Argentina). Para cada grupo de
animais infectados BALB/c WT e ST2™, utilizou-se um grupo da mesma idade e linhagem,
como controle, ou seja, ndo infectados. Apds este procedimento, os animais de cada grupo
experimental (WT e ST27) foram submetidos a analises parasitoldgicas e imunopatoldgicas,

como descritas a seguir nos itens das partes 1, 2 e 3.

5.3.1 Delineamento experimental - Capitulo 1 — Morbidade, Carga
parasitaria e Resposta imune

ApOs serem anestesiados, o sangue dos animais BALB/c WT e ST27 foi coletado do
plexo braquial e o soro utilizado para dosagem de IL-5, concentracdo total de IgE e niveis de
IgG1 reativa ao parasita, além da quantificacdo da atividade da enzima hepética alanina
aminotransferase (ALT). A carga parasitaria foi avaliada através da contagem de vermes
adultos recuperados do sistema portal hepético, ovos presentes nas fezes e retidos no figado.
Devido a técnica de perfusdo para avaliacdo parasitoldgica, o figado e o baco desses
camundongos tornam-se inviaveis para medir a resposta imune. Portanto, um segundo grupo
experimental foi realizado em paralelo para analise imunopatolégica. Deste segundo grupo, 0s
camundongos tiveram seus bacgos colhidos para cultura celular, enquanto os figados foram
separados em lobos: o lobo direito foi prontamente fixado e processado para analise
histopatolégica; os lobos esquerdo e caudado foram congelados e utilizados para medir os
niveis de citocinas e quimiocinas (IFN-y, IL-4, IL-5, IL-13, IL-33, IL-17, IL-10, TGF-B, CCL24
e CXCL2) e as atividades de eosinofilos peroxidase (EPO) e mieloperoxidase (MPO) (figura
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6). Os experimentos foram repetidos pelo menos duas vezes para cada analise para confirmacéo
de dados.

Fémeas Fémeas Fémeas Fémeas
BALB/cWT ST2" BALB/c WT ST2+

Infecgdo: 25 ou 50 cercérias
8 e 12 semanas

Monitoramento da sobrevivéncia por
até 14 semanas

Coleta de Sangue | Resposta Imune | | Carga Parasitaria |

| | : l—l—l
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Figura 6. Delineamento experimental capitulo 1. Técnicas realizadas com os camundongos BALB/c WT e ST2
" para avaliagdo do papel da ativacéo da via IL-33/ST2 na inducéo resposta Th2 e formagao do granuloma hepatico
durante a evolucéo da infecgdo por S.mansoni.

5.3.2 Delineamento experimental — Capitulo 2 — Evolucéo da Fibrose
Hepética

Posteriormente, foi avaliado, com maior detalhamento, o papel da ativacdo da via IL-
33/ST2 no desenvolvimento da fibrose hepatica induzida pela infeccdo experimental por S.
mansoni. Devido a maior mortalidade dos animais com um indculo de 50 cercérias, as
avaliacOes patoldgicas apresentadas nesta parte foram realizadas em experimentos com 25
cercérias. Desta forma, animais BALB/c WT e ST2” com 8 e 14 semanas apds a infeccio,
foram eutanasiados e o lobo quadrado do figado foi processado para estimativa do contetdo de
hidroxiprolina e o lobo direito prontamente fixado e processado para anélise histopatoldgica,
com as coloragdes de tricromico de Masson, Picrosirius Red, Prata Amoniacal de Gomori ou
destinados a imunohistoquimica para quantificacdo de a-smooth muscle actin (a-SMA). Em
paralelo, um segundo grupo de BALB/c WT e ST2” foram infectados com 50 cercérias, e

eutanasiados durante a fase aguda (8 semanas) e cronica (12 semanas), e o lobo direito do figado



44

foi coletado e processado para verificacdo da expressdo da quantificacdo dos genes de
colagenos do tipo I, 11l e VI e TGF-p usando a técnica de RT-qPCR (figura 7).

Fémeas Fémeas Fémeas Fémeas
BALB/c WT ST2" ° BALB/c WT ST2"
Infeccdio 25 cercarias Infecgdo 50 cercarias
8 e 12 semanas 8 e 12 semanas
. | . . ] | RT-gPCR
Hidroxiprolina Histopatologia Imunohistoquimica
| | | TGF-p, Col I, Col III, Col VI
-SMA
Prata Picrosirius Tricromio “ Sl
Amoniacal Red de Masson
de Gomori

Figura 7. Delineamento experimental capitulo 2. Técnicas realizadas para avaliagdo da fibrose hepatica induzida
pela infecgdo por S. mansoni em camundongos BALB/c WT e ST2™-.

5.3.3 Delineamento experimental - Capitulo 3 — Perfil de ativacéo de
Macrofagos

Finalmente, foi avaliado a participacdo da ativiagdo da via IL-33/ST2 na infitragéo e
ativagio de macr6fagos no granuloma hepético. Animais BALB/c WT e ST27 foram infectados
com 50 cercérias e eutanasiados na 8% e 122 semana de infec¢cdo. Posteriormente, o lobo direito
do figado destes animais foi coletado e processado para quantificacdo da expressao dos genes
caracteristicos da ativacdo de macréfagos M1 (NOS-2) e M2 (Arg-1, IL-10, Relm-a, MgL2,
Chi3I3) através da técnica de RT-gPCR. Os lobos esquerdo e caudado foram coletados e
utilizados para a dosagem de N-acetilglicosamidase (NAG), uma quantificacdo indireta do
recrutamento de macréfagos. Além disso, extraimos o fémur destes animais infectados ou néo,
para recuperacdo de células da medula 6ssea para cultivo e diferenciacdo dos macréfagos. O
sobrenandante de cultura de macréfagos ja diferenciados foi utilizado para quantificacdo dos

niveis de arginase e 6xido nitrico (figura 8).
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Figura 8. Delineamento experimental capitulo 3. Técnicas realizadas para avaliacdo da presencga e ativagao de
macrofagos M1 e M2 em camundongos BALB/c WT e ST27 durante a infeccdo experimental por S. mansoni.

5.4 Avaliacdo da infeccéo

5.4.1 Quantificacdo dos ovos de S.mansoni nas fezes

Os animais foram colocados em caixas individuais na noite anterior a eutanasia (8 e
12 semanas apo6s a infeccdo por S. mansoni). No dia seguinte pela manhd, as fezes foram
recolhidas, pesadas, homogeneizadas com solucéo salina e mantidas em 2mL de solucéo salina
contendo 10% de formol. Para estimar a quantidade de ovos, fez-se a contagem com duas
aliquotas de 100 pl da suspensdo de fezes colocadas em laminas de vidro e todos os campos
foram analisados ao microscépio Optico. Todos 0s ovos presentes nas aliquotas foram contados
e extrapolados para o numero total de ovos na amostra. O numero de ovos foi expresso por

grama de fezes.

5.4.2 Recuperacao dos vermes adultos do sistema porta hepatico

Os vermes adultos presentes no sistema porta hepatico dos camundongos infectados
dos diferentes grupos experimentais foram recuperados e contados apds perfusdo do sistema
circulatério, conforme descrito por Pellegrino & Siqueira (1956). Para isto, a cavidade
abdominal dos animais eutanaziados foi exposta e no final do reto uma ligadura foi feita com

linha cirdrgica para evitar contaminacdo do material perfundido do sistema circulatério com o
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contetdo do sistema digestdrio. Em seguida, a veia porta foi seccionada na regido em que se
seguem seus aferentes mesentéricos. Uma agulha acoplada a uma bomba de perfusdo
(Automatic Pippeting Brewer Machine, modelo 60453, B.D) foi introduzida na aorta toracica
para a inoculacdo de solucéo salina a 0,85% contendo 80 unidades/L de heparina. O liquido
contendo os vermes adultos extravasa pela veia porta rompida de cada animal, e o conteudo foi
recolhido em béquer individual. Esperou-se 30 minutos até os vermes decantarem. O
sobrenadante foi descartado e sedimento foi submetido a sucessivas lavagens (trés vezes ou até
que o sobrenadante se apresentasse completamente limpido) em solugdo salina. O material
recuperado de cada animal foi analisado em uma lupa para a contagem dos vermes adultos,

sendo estes diferenciados entre machos e fémeas.

5.4.3 Quantificacdo de ovos no tecido

Apos realizar a perfusédo, o lobo direito do figado de cada camundongo foi recolhido e
digerido conforme descrito por Cheveer (1968). Inicialmente o 6rgdo foi armazenado em tubo
de poliestireno de 15 mL e picotados, em seguida os tubos foram incubados em solucéo de
KOH a 5% por 3-4 horas em banho-maria a 37°C, ou até que ndo mais se observassem a
presenca de fragmentos de tecido. O tecido digerido foi centrifugado (1.000 rpm durante 3
minutos) e o sedimento contendo os ovos foi lavado 5 vezes com solucéo salina (NaCl 0,85%).
Ao final das lavagens, o material foi ressuspendido em 4mL de formalina tamponada 10% e
armazenado a 4°C para contagens. Para a contagem, duas aliquotas de 100 pl da suspenséo total
de tecido digerido foram colocadas em uma lamina de vidro e observadas em todos 0s campos
ao microscopio dptico. Todos 0s ovos na aliquota foram contados e o valor foi calculado para

o lobo direito do 6rgéo.

5.5 Curva de sobrevivéncia

Para a realizacdo da curva de sobrevivéncia os grupos de camundongos BALB/c WT e
ST2 infectados com 25 e 50 cercérias de S.mansoni foram observados semanalmente durante
14 semanas, e animais com sinais graves da infecgéo (apatia e perda acentuada de peso) foram
eutanaziados. Estas eutanasias bem como eventuais casos de ébitos foram contabilizados na
taxa de mortalidade. A analise estatistica realizada para comparagdo da curva de sobrevivéncia
dos grupos experimentais foi Kaplan-Meier, post-test Longrank.



47

5.6 Avaliagdo da resposta imunoldgica

5.6.1 Obtencao do soro

O sangue recolhido de cada animal experimental permaneceu em temperatura ambiente
até coagular e posteriormente foi mantido a 4 °C, por cerca de 12 h, para retracdo do coagulo.
Apbs a formacdo e retracdo do coagulo, a amostra foi centrifugada (1500 xg a 4 °C por 10
minutos) e o soro retirado, aliquotado e mantido a— 20°C. Com o soro coletado foram realizados
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para estimar a concentracdo de citocinas e de IgE, bem
como avaliar a reatividade de IgG do subtipo IgG1l e estimar funcdo hepatica, através da

quantificacdo da atividade de alanina aminotransferase (ALT).
5.6.2 Imunoglobulinas IgE e 1gG1

Para medir a concentracdo de IgE total no soro dos animais infectados por S. mansoni e
dos animais ndo infectados, foi utilizado um kit comercialmente disponivel (Bethyl
Laboratories Inc, Montgomery, TX). De acordo com as instrucdes do fabricante, placas de 96
pocos (Nunc Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas
com anticorpo purificado anti-IgE de camundongo. Entre cada etapa de incubacgéo as placas
foram lavadas 5 vezes com tampdo Tris-NaCl (Tris 50 mM, NaCl 0,14M). Apés bloqueio da
placa com tampao Tris-NaCl acrescido de 1% de albumina bovina (BSA- Sigma), amostras de
soro obtidas dos animais experimentais diluidas 1:200 em tampé&o Tris-NaCl contendo 0,1%
BSA foram aplicadas a placa e incubadas por 1 h a temperatura ambiente. Em paralelo, amostras
deste tampdo com concentragdes conhecidas de IgE purificada também foram adicionadas as
placas para a construcdo da curva padrdo. Apos incubacdo com as amostras de soro e da
lavagem da placa, foi adicionado tampéo Tris contendo o anticorpo de deteccdo (anti-IgE de
camundongos, obtida de cabra, conjugada a HRP) na dilui¢do definida pelo fabricante, e em
seguida, foi feita a aplicagdo do substrato (tampéo citrato a 0,05mM, pH 5, contendo 4mM de
o-fenilenodiamina (OPD) e 0,05mM de peroxido de hidrogénio). A reacdo foi interrompida com
2N H2SO4 e a leitura realizada em leitor de micro-placas (VersaMax Molecular Devices, San
José, CA, EUA) no comprimento de onda de 492 nm. A concentragdo de IgE nas amostras foi
calculada pela interpolagéo do resultado da leitura de absorbancia das amostras na curva padréo,
e a sensibilidade do teste é de aproximadamente 4 ng/mL.

A reatividade de IgG1 aos antigenos soltveis do ovo (SEA) foi estimada utilizando

placas de 96 pogos (Nunc Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester, NY, USA)
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sensibilizadas com 100 pL antigeno soluvel de SEA (10 pg/mL) diluidos em tampdo de
Carbonato-Bicarbonato (Na.COz 0,5 M, NaHCO3 0,5M, pH 9,6). Apds a sensibilizacdo da
placa e entre cada etapa de incubacdo as placas foram lavadas 5 vezes com tampao fosfato (PBS
— 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na2HPO4.7H20, 1.4 mM KH2P0O4) contendo 0,05 %
de Tween 20. Em seguida, as placas foram bloqueadas com PBS contendo 1% de BSA (BSA,
Sigma, EUA). Posteriormente, as amostras de soro dos animais dos diferentes grupos
experimentais e tempos de infec¢do foram diluidas 1:100 em PBS 0,1% de BSA e adicionadas
as placas para incubacédo por 1h em temperatura ambiente. A presenca de anticorpo parasito-
especifico foi detectada pela adicdo de anticorpo anti-lgG1 (Goat anti-mouse 1gG1 affinity
purified, Bethyl) na diluicdo de 1:1000 em PBS, seguido pela adi¢do de anticorpo anti-1gG de
cabra conjugado a peroxidase diluido 1:5000 em PBS (Goat antimouse IgG affinity purified,
Bethyl) e incubado por 1h a temperatura ambiente. A revelacdo da cor foi feita pela adicéo de
substrato (Tampao Citrato pH5 contendo 4 mM de o-fenilenodiamina (OPD) e 0,05 M perdxido
de oxigénio), sendo que a reacdo foi interrompida ap6s 30 min com adi¢do de solucdo 4N de
H>SO4 e a leitura realizada em leitor de microplacas (VersaMax, Molecular Devices, San Jose,
CA, EUA) a 492nm.

5.6.3 Obtencéo e ativacéo de células do baco

Para obter as células do baco, o érgdo foi coletado inteiro e cortado ao meio com
auxilio de uma lamina de bisturi, em seguida, macerados com duas laminas de vidro com
extremidade fosca. O macerado foi filtrado em peneira de 40um e lavado com RPMI 1640
(RPMI 1640, Sigma, St. Louis MO, USA) contendo 15 mM de Hepes, 24 mM NaHCO3, 60
mg/L de gentamicina, 100 U/ml penincilina e 100u/ml estreptomicina. Apés a centrifugacdo
(300 g por 5min a 4°C), o pellet contendo as células foi ressuspendido em agua destilada para
lise de hemécias e a osmolaridade foi rapidamente restabelecida com solucdo concentrada de
PBS. A solucéo celular foi novamente centrifugada e as células foram lavadas e ressuspendidas
em 1 mL de meio RPMI completo, contendo 15 mM de Hepes e 24 mM NaHCOs3, suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 60 mg/L de gentamicina, 100 U/ml penincilina e 100u/ml
estreptomicina. Uma aliquota da suspensao celular foi recolhida para contagem de células em
camera de Neubauer e o volume foi ajustado para densidade final de 5x10° células/mL de meio
RPMI completo (Reyes et al. 2016; Gonzélez et al. 2018). Em seguida, 100uL/poco da solucéo

das células isoladas do baco foram plaqueadas em placas de 96 pogos de cultura celular Costar
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(Corning, NY) e cultivadas por 72h a 37°C e 5% de CO: juntamente com meio RPMI completo
ou meio RPMI completo contendo 10ug/mL de SEA. O sobrenadante foi coletado ap6s as 72h
para posterior quantificacao de citocinas e quimiocinas por ensaios imunoenzimaticos (ELISA),

utilizando kit comercialmente disponivel (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN).

5.6.4 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas no figado e sobrenadante da
cultura de baco

Para estimar a producédo de citocinas no figado, 100 mg do tecido hepatico de cada
camundongo BALB/c WT e ST2 -, infectados e ndo infectados, foram processados em um
homogeneizador de tecidos (Power General 125; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) na presenca
de 1mL de tampéo de extracdo (PBS contendo 0,5 % Tween 20; 0,5% de albumina bovina
(BSA); 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsufonila; 0,1mM de cloreto benzetdnico; 10 mM de
EDTA e 20Ul de aprotinina). O homogenato resultante foi centrifugado por 10 min a 4000 g a
4°C e o sobrenadante foi recolhido, aliquotado e imediatamente congelado a -20°C para
dosagem de citocinas. O precipitado foi processado para a determinacéo da atividade de EPO e
MPO, conforme descrigéo posterior.

A quantificagdo de citocinas no homogenato de figado e no sobrenadante de cultura
de células do baco foi realizada através da técnica de ELISA Sanduiche, utilizando Kits
comercialmente disponiveis para quantificar CXCL2, CCL24, TNF-a, IFN-y, IL-33, IL-5, IL-
4, 1L-13, IL-17, TGF-p e IL-10 de camundongos (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN),
seguindo as instrucdes do fabricante.

Incialmente sensibilizou-se uma placa de 96 pogos “Half Area” (Costar Corning, York
County, Maine, EUA) com 25 pl/pogo de PBS contendo concentragdo adequada do anticorpo
de captura, anti-citocina de interesse. Esta solucdo permaneceu em contato com a placa por 24h
e, apos este periodo, esta foi lavada 3 vezes com tampdo de lavagem (PBS contendo 0,05%
Tween 20). Logo em seguida, adicionou-se 25 ul/poco de tampéo de bloqueio (PBS com 1%
de albumina de soro bovino — BSA) e incubou-se por 40 minutos em temperatura ambiente.
Apbs o bloqueio, as placas foram novamente lavadas com tampao de lavagem e as amostras de
homogenato de figado ou sobrenadante de baco de cada animal foram adicionadas as placas
apos diluicdo em tampéo diluente (PBS/Tween contendo 0,1% de BSA) na concentragéo de 1:5
e 1:2, respectivamente. Amostras de concentra¢Oes conhecidas da citocina/quimiocina a ser
determinada também foram adicionadas a placa e incubadas por 2h em temperatura ambiente

para construcdo da curva padrdao. Apos novo ciclo de lavagem, as microplacas foram incubadas
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por mais 2h com tampdo diluente contendo o anticorpo de deteccdo conjugado a biotina na
diluicdo determinada pelo fabricante. Novamente, as microplacas foram lavadas e incubadas
por 30 minutos com PBS/BSA 0,1% contendo Streptoavidina conjugada a peroxidase, na
diluicdo de 1:200. Apos novo ciclo de lavagem, a reacéo foi revelada pela adi¢ao do substrato
de tetrametilbenzidina (TMB - R&D Systems). Ap6s 20 min de incubacdo a reagdo foi
interrompida pela adicdo de solugdo 4N de H2SO4 e a absorbancia foi medida em leitor de
ELISA (VersaMax, Molecular Devices), com comprimento de onda de 450nm. Para inferir a
quantidade de citocinas e quimiocinas presentes nas amostras, os resultados das leituras de

absorbancia foram plotados como ng/mL.

5.7 AlteracGes hepaticas induzidas pela infeccdo por S.mansoni

As amostras de figado, coletadas de camundongos BALB/c WT e ST27 com 8 e 12
semanas de infeccdo por S. mansoni e seus controles foram processadas e utilizadas para
avaliacdo das alteragcBes hepéticas decorrentes da esquistossomose. Para isso, realizou-se
avaliacdo histopatologica através das coloracGes de hematoxilina-eosina (HE), Tricrémio de
Masson, Picrosirius Red e Prata Amoniacal de Gomori para analise dos granulomas e deposicéao
de colagenos. A deposicdo de colagenos foi indiretamente estimada pela quantificacdo de
hidroxiprolina no tecido. A infiltracdo/ativacdo celular no figado foi avaliada através da
dosagem de EPO, MPO e NAG, e a ativacdo de HSC foi realizada pela demonstracdo da
presenca de o-SMA em células presentes nos granulomas, através da técnica de
imunohistoquimica. Os niveis de atividade de alanina aminotransferase (ALT) no soro dos
animais dos diferentes grupos experimentais tambem foram mensuradas como medida indireta

de lesdo hepatica.

5.7.1 Analises histopatoldgicas e morfométricas

As analises histopatolégicas foram realizadas com o lobo direito do figado de cada
camundongo. Apds a coletada, o 6rgdo foi fixado em formalina tamponada a 10%, embebido
em parafina e seccionados com 5 um de espessura. Os cortes de figado foram corados por
diferentes métodos histologicos para avaliar o processo inflamatorio e a deposicéo de colageno
e a composicao das fibras. Especificamente, usamos a colora¢do com Hematoxilina-Eosina para
averiguar a inflamacéo e o volume da area do granuloma; a coloracéo de tricrémico de Masson

e Picrosirius Red para ilustrar a deposicdo de colageno extracelular ao redor dos ovos do
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parasita e a coloragdo com prata amoniacal de Gomori para caracterizar a organizagao das fibras
de colageno (Junqueira & Junqueira 1983; Junqueira et al. 1979; Melo et al. 2008; Alves et al.
2019). Além disso, o tecido com coloracdo de Picrosirius também foi examinado em
microscopia de luz polarizada para caracterizar a composi¢do do colageno; o colageno tipo |
aparece como fibras vermelhas, e o colageno tipo Il aparece como fibras verdes sob luz
polarizada (Junqueira et al. 1979). As ldminas de figado coradas com prata amoniacal de
Gomori foram usados para analise morfomeétrica das fibras reticulares. De cada camundongo,
20 campos microscopicos foram selecionados aleatoriamente e as imagens foram obtidas com
microscopio Olympus Bx40 com uma camera Qcolor 3 acoplada (Olympus, Japdo). A
quantidade de fibras reticulares foi quantificada por meio do software Ks400 (Caliari, 1997).

5.7.2 Imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi realizada em ldminas com cortes de 5um do figado de
camundongos de diferentes grupos experimentais para avaliar a expressdo de o-actina de
musculo liso (a-SMA). Para tanto, cada lamina contendo amostra de figado foi desparafinada,
reidratada e submetida a recuperacdo do antigeno utilizando uma solucdo de citrato de sodio
0,01M, pH 6,0 e aquecimento em micro-ondas na poténcia de 80% durante 10 min. Em seguida,
as laminas foram incubadas com o anticorpo anti- a-SMA (Abcam 32575- Cambrigde, MA) na
diluicdo de 1:800 por 24 horas a 4° C. Apo6s a incubagdo com o anticorpo primario, as laminas
foram lavadas e a expressao de a-SMA nas células dos granulomas hepaticos foi revelada com
a utilizacdo do kit EnVision+ Dual Link System-HRP (Agilent Dako, Santa Clara, CA), onde
0 anticorpo secundario € associado a polimeros marcado com HRP e a atividade de peroxidase
é revelada pelo cromdgeno 3,3'-Diaminobenzidina (DAB - Agilent Dako, Santa Clara, CA).
Todas as laminas foram contrastadas com hematoxilina modificada por Harris (Sigma-Aldrich,
San Luis, EUA) durante 2 minutos e com reagente Bluing (Thermo Fisher Scientific,
Massachussets, EUA) durante 1 minuto. Posteriormente, as amostras foram analisadas em
microscopio optico. Para a analise morfométrica da expressao de a-SMA em células de
granuloma, imagens foram obtidas de granulomas exsudativos contendo miracidios viaveis de
camundongos infectados cronicos de ambas as linhagens (3 camundongos/grupo), usando o
microscopio Olympus Bx41TF acoplado a uma camera DP12-2 (Olympus Optical, Japdo ). A

expressdo de a-SMA foi estimada comparativamente usando o software ImageJ.
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5.7.3 Hidroxiprolina

Para a determinacdo indireta da deposicdo de colageno, dosou-se hidroxiprolina, como
descrito por Reddy & Enwemeka (1996). Amostra de 200 mg do lobo bilobado do figado de
cada animal experimental foi homogeneizada em solucdo salina a 0,9%, congelada a -80°C, e
posteriormente o material foi liofilizado (Liotop K105, Brasil). O ensaio foi conduzido com 20
mg do liofilizado, esta amostra foi submetida a hidrolise alcalina (Iml de NaOH a 2N) e
autoclavada a 120°C por 20 minutos. Logo em seguida, uma aliquota de 50 pl do hidrolisado
foi adicionado a 450l do reagente oxidante de cloramina T (cloramina T 0,056 M, N-propanol
10% em tampdo acetato/citrato pH 6,5) e incubado por 20 minutos para que a oxidacdo se
totalizasse. Uma curva padrdo com concentracdo inicial de 400ug de hidroxiprolina foi
preparada em diluicdo seriada. A reacdo colorimétrica foi iniciada pela adigdo do reagente de
Ehrlich (1M de pdimetilaminobenzaldeido diluido em N-propanol/acido perclorico 2:1 v/v). As
amostras foram entdo centrifugadas por 10 min a 1500 g a 4°C. O ensaio foi feito com 200 pl
do sobrenadante de cada amostra em uma placa de 96 pocos (Plate Flat Bottom — Sarstedt, Inc.
USA) e lida a absorbancia no comprimento de onda de 550 nm em leitor para microplacas
(VersaMax, Molecular Devices).

5.7.4 Determinacao da atividade de peroxidase de eosinéfilos (EPO)

O ensaio da atividade de peroxidase de eosinéfilos (EPO) é uma forma indireta de medir
a eosinofilia tecidual, conforme originalmente descrito por Strah et al. (1985) e detalhado em
Silveira et al. (2002). A atividade enzimatica foi estimada no precipitado da amostra de
homogenato hepéatico obtido apds homogeneizacdo de 100 mg de figado em tampdo de
extracao, conforme descrito anteriormente. Eventuais eritrocitos presentes no precipitado foram
lisados pela adicdo de 1,5 ml de NaCl a 0,2% e a osmolaridade foi restabelecida pela adi¢éo de
1,5ml de NaCl a 1,6% contendo 5% de glicose. As amostras foram homogeneizadas e 0
homogenato dividido em 2 partes iguais, sendo uma processada para quantificar a atividade de
EPO e outra para MPO.

As amostras destinadas a quantificacdo de EPO foram centrifugadas a 4000 g a 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi re-suspenso e homogeneizado em 950 pl de
PBS 1x pH 7,4 contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB - Sigma). As
amostras foram congeladas e descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido, centrifugadas a
4000 g a 4°C por 10 min. e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimatico. Para tanto,

75 ul de cada amostra ou somente diluente (branco) foram adicionados a placas de 96 pocos
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(Plate Flat Bottom — Sarstedt, Inc. USA) juntamente com 75 pl da solug@o do substrato (tampao
trissHCL pH 8,0 contendo 1,5 mM o-fenilenodiamina- OPD e 6,6 mM de H20;). Apés o
desenvolvimento de cor a reagdo foi interrompida pela adigdo de 50 ul de H2SO4 4N. A

absorbancia sera lida a 492 nm em leitor para microplacas (VersaMax, Molecular Devices).

5.7.5 Determinacao da atividade de mieloperoxidase (MPO)

O ensaio de quantificacdo de mieloperoxidase (MPQ) tem o objetivo de medir de forma
indireta a infiltracdo e/ou ativacdo de neutrofilos no tecido, conforme descrito pela primeira vez
por Bailey (1988) e detalhado por Barcelos et al. (2005). O tecido foi processado como descrito
anteriormente no ensaio de EPO. As amostras destinadas a este ensaio foram centrifugadas a
4000 g a 4°C por 10 min. e o sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi ressuspendido em
200 pl de tampéo contendo 0,1 M NaCl, 0,02 M NaPOs, 0,015 M NaEDTA, pH 4,7. A solugdo
foi homogeneizada e centrifugada a 4000 g por 10 minutos a 4°C. O precipitado foi
homogeneizado novamente em tampdo (0,05 M NaPOs acrescido de 0,5 % HTAB, pH 5,4),
seguido de trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido, assim como
para o ensaio de EPO. Em seguida, a solucéo foi centrifugada a 4°C por 15 min. a 4000 g e 0
sobrenadante utilizado para realizagdo do método colorimétrico. Para 0 método colorimétrico
25 ul da amostra foram acrescentados a placas de 96 pogos (Plate Flat Bottom — Sarstedt, Inc.
USA) contendo 25 pL de substrato (3,3’- 5,5° — tetramethylbenzine — TMB diluido em
dimetilsulfoxido — DMSO na concentracdo final de 1,6 mM). Posteriormente, foi feita a
incubacéo a 37 °C por cinco min. em estufa seca. Em seguida, 100ul da solugo contendo 0,5
mM de H2O> diluido em tamp&o contendo 0,05 M de NazPQOs4, 0,5% de HTAB, pH 5,4) foram
adicionados e incubados a 37°C por mais cinco minutos. A reacdo foi interrompida pela adicdo
de 50 pl de solugdo IM de H2SO4 e quantificada através da absorbancia em leitor para

microplacas (VersaMax, Molecular Devices) em comprimento de onda 450nm.

5.7.6 Determinacdo da atividade de N-acetilglicosamidase (NAG)

A atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG) é uma estimativa indireta do
recrutamento de macréfagos para um dado 6rgao que apresenta baixa contaminagdo cruzada
com enzimas de neutrdfilos, conforme descri¢éo de Barcelos et al. (2005). Para isto, 50 mg de
figado foram pesados e processados em um homogeneizador de tecidos em 950ul de tampé&o
contendo 0,1 M NaCl, 0,02 M NasPO4 e 0,015M NaEDTA, pH 4,7. O homogenato foi
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centrifugado a 4000 g a 4°C por 10 min., o sobrenadante foi descartado e eventuais eritrocitos
presentes no precipitado foram lisados pela adi¢do de 750 pl solucdo hipotdnica (0,2%) de NaCl
e apds 30 s, a osmolaridade foi restabelecida pela adicao de mais 750 pl de solucédo hiperténica
(1,6%) de NaCl contendo 5% glicose. As amostras foram mais uma vez centrifugadas (4000 g
a 4°C por 10 min) e o sobrenadante descartado. Para liberagdo do contetdo das vesiculas, o
precipitado foi ressuspenso em 1,0 ml de solugdo salina 0,9% contendo Triton x-100, a
suspensdo resultante foi centrifugada a 4° C por 10 min 4000 g e o sobrenadante utilizado para
0 ensaio enzimatico.

Em uma placa de 96 pocos (Plate Flat Bottom Sarstedt, Inc. USA), adicionou-se um
volume de 100 pl de amostra obtida e diluida (1:5) em tampao citrato/fosfato (acido citrico 0,1
M, Na:HPO4 0,1 M, pH 4,5) contendo 0,767 g/ml de p-nitrofenil-N-acetil-B-glicosamina
(Sigma, EUA), posteriormente a placa foi incubada a 37° C por 10 minutos. O produto final foi
gerado pela adi¢ao de 100 pl de tampao glicina (Glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M ¢ NaOH 0,8 M pH
10,6) e a absorbancia foi quantificada em leitor de ELISA (VersaMax, Molecular Devices), em

comprimento de onda igual a 400 nm.

5.7.7 Determinacdo sérica da atividade de alanina aminotransferase ALT

Para caracterizacdo das lesdes hepaticas ocasionadas pela esquistossomose, amostras de
soro dos animais WT e ST27- durante a fase aguda e cronica foram utilizadas para deteccdo de
alanina aminotransferase (ALT), conforme as instruc6es do fabricante (LABTEST®). Em uma
placa de 96 pocos foram plaqueados 25ul de substrato de ALT (tampdo 67 mmol/L, pH 7,4,
acido a-cetoglutarato 2,0 mmol/L; &cido L-alanina, 100 mmol/L, e azida sodica 15,4 mmol/L)
e incubados a 37°C por 3 minutos. Posteriormente, 5 pl de soro foi entdo adicionado a placa,
homogeneizado e incubado a 37°C por 30 minutos. Em seguida, acrescentou-se 25ul do
reagente de cor de ALT (2,4 dinitrofenilhidrazina 1,0 mmol/L e &cido cloridrico 1,0 mol/L) a
mistura, homogeneizou-se e permaneceu em temperatura ambiente por 20 minutos. Por Gtlimo,
acrescentou-se 250ul de hidroxido de sédio e a solugdo foi incubada por 5 minutos em
temperatura ambiente. A curva padréo foi preparada utilizando piruvato de sédio (2 mmol/L)
como padrdo enzimatico, resultando em uma curva variando de 0-150 U/mL. A leitura de
absorbancia das amostras foi realizada no comprimento de onda de 505 nm, utilizando-se o
leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices). A atividade de transaminase nas

amostras foi obtida pela interpolacdo dos dados da curva padréo e plotado como U/mL.
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5.8 Expressao dos genes associados a fibroses e ativacdo de macrofagos no tecido
hepatico - RT-gPCR
Com intuito de caracterizar o perfil de ativacdo de macrofagos e o nivel de expressao de
genes associados a fibrose, o nivel de expressdo dos genes NOS-2, Arg-1, TGF-4, IL-10, Relm-
a, Chi3l3, MgL2, Colageno I, Colageno 111 e Colageno VI foi quantificado no tecido hepatico
de animais BALB/c WT e ST27 infectados ou ndo com S.mansoni, usando RT-gPCR
(quantitative reverse transcription polymerase chain reaction).
Para isso, a extracdo de RNA e sintese de cDNA foi feita a partir de fragmentos de
figado coletados e armazenados em RNAlater™ Stabilization Solution (Invitrogen™), e
processados usando homogeneizador Omni TH e o kit TRIzol (Invitrogen™), conforme as
recomendacdes do fabricante. Apos a quantificagdo do RNA realizada em espectrofotdmetro
Epoch™ Microplate Spectrophotometer (Biotek), as amostras foram tratadas com DNAse
(Enzima Turbo DNA-free kit- Ambion — Life Technologies), seguida da sintese de cDNA
realizada utilizando o kit High-Capacity cDNA reverse Transciption (Life Technologies),
comercialmente disponivel. As reacbes de PCR foram realizadas em triplicatas em um volume
de reagdo de 10 pL: 5pL SYBER Green Master Mix (Ambion- Life Technologies), 0,3uL de
cada primer alvo (forward e reverse), 2,4l de agua Milli-Q e 2,0uL cDNA (valores dados para
uma reacao). Para estimar a ativacdo de macrofagos M1 foi utilizado o primer para gene NOS-
2, para ativacdo de M2 primers de genes Arg-1, TGF-g, IL-10, Relm-«, Chi3I3 e MgL2 e para a
quantificacdo dos colagenos relacionados a fibrose os primers para genes Colageno I, Colageno
I11 e Colageno VI, previamente descritos na literatura conforme detalhado na tabela 1. Para os
genes de IL-10 e Relm-a, os iniciadores foram desenhados usando o programa Primer3input
(version 0.40). A RT-qPCR foi realizada em equipamento StepOnePlus Real Time PCR System
(Applied Biosystem) e as condigdes da reagdo foram as seguintes: 95°C durante 10 minutos,
seguido por 40 ciclos (95°C durante 15 segundos para desnaturacéo e 60° C durante 60 segundos
para anelamento dos iniciadores e extensdo). A quantificacdo relativa do mRNA dos genes
estudados foi determinada através do método de 2-24€T, usando como controle enddgeno o gene
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Schwartz et al. 2014a). Os dados foram
analisados pelo StepOne Software 2.3 (Life Technologies) e os graficos plotados no GraphPad

Prism Software 4.0.
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Tabela 1. Relacdo de primers utilizados

NOS-2 F:5’-CAG AAG AAT GGA AGA GTC AG-3°
(Schwartz et al. 2014) R:5°-CAG ATA TGC AGG GAG TCA CC-3’
Arg-1 F:5’-CTC CAA GCC AAAGTCCTT AGA G-3°
(Liu et al. 2015) R:5’-AGG AGC TGT CAT TAG GGA CA-3’
TGF-p F:5’-CTC CAC CTG CAA GAC CAT-3’
(Singh et al. 2004) R:5°-CTT AGT TTG GAC AGG ATC TGG-3’
IL-10 F:5’- CCAGGGAGATCCTTTGATGA-3’
(Sequéncia desenhada) R:5’-AACTGGCCACAGTTTTCAGG-3’
Relm-a F:5’-CCA TAG AGA GAT TAT CGT GGA-3’
(Sequéncia desenhada) R:5’-TGG TCG AGT CAA CGA GTA AG-3’
Chi3lI3 F: 5’-CCA GCA GAA GCT CTC CAG AAG CA-3’
(Liu et al. 2015) R:5’-TGG TAG GAA GAT CCC AGC TGT ACG-3”
MgL2 F:5°-TGG AGC GGG AAG AGA AAA ACC AGG-3’
(Liu et al. 2015) R:5°-TCG AAG TTG TCA GCC CTG GAG TC-3’
Colageno I F:5’-ACT GGA CTG TCC CAA CCC C-3°
(Schwartz et al. 2014) R:5°-TCC CTC GAC TCC TACATC TTC TG-3’
Coléageno 111 F:5’-AAC CTG GTT TCT TCT CAC CCT TC-3’
(Schwartz et al. 2014) R:5°-ACT CAT AGG ACT GAC CAA GGT GG-3’
Colageno VI F:5’-CGC CCT TCC CAC TGA CAA-3’
(Wilson et al. 2007b) R:5°-GCG TTC CCT TTAAGA CAG TTG AG-3’
GAPDH F: 5-AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG-3’
(Liu et al. 2015) R:5’-TGT AGA CCA TGT AGT TGA GGT CA-3’

5.9 Perfil de ativacdo de macrofagos derivados da medula ossea de camundongos
BALB/c WT e ST27 infectados por S. mansoni

5.9.1 Obtencéo e diferenciacdo de macréfagos derivados da medula 6ssea

Os fémures dos camundongos BALB/c WT e ST2” infectados ou n&o foram coletados
na fase aguda e cronica da infeccdo e rapidamente lavados em placas de petri contendo alcool
70% em PBS. Em seguida, com auxilio de uma seringa de 1 mL acoplada a uma agulha de
insulina de 13x0,45mm- 26 GY2 (Descarpack Descartaveis do Brasil Ltda) em um tubo de 50mL
estéril fez-se a lavagem no canal medular com 2-5mL de meio RPMI-1640 incompleto gelado
(LCG biotecnologia, Brasil) até a total retirada da medula 6ssea (o0sso fica totalmente branco).
As células recuperadas da medula ossea de cada animal foram ressuspendidas em 30mL de
meio RPMI-1640 (LCG biotecnologia), centrifugadas (300xg por 10 min. a 4°C) e o precipitado
com as células foi novamente ressupendido em 20mL de meio R20/30, que consiste de meio
RPMI contendo 20% soro inativado (Gibco, Grand Island, NY, USA), 30% sobrenadante de
cultura de células L929, 1% L-glutamina, 1% penincilina e streptomicina (Gibco, Grand Island,
NY, USA), 0,0035% B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich). O sobrenadante de células L929 foi
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obtido pelo cultivo dessa linhagem celular em placas de cultura (Corning, NY, EUA) por sete
dias, em 50 ml de meio RPMI completo, contendo RPMI 1640 (LGC Biotecnologia)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (LGC Biotecnologia). O meio de cultura foi
retirado, filtrado com filtros de seringa esterilizantes (Corning). O sobrenadante de cultura de
células L929 serviu como fonte de fator estimulador de col6nia de granuldcitos e macrofagos
(GM-CSF), que estimula a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos (Joshi et al., 2008; Lutz
etal., 2017).

Posteriormente, as células recuperadas da medula éssea foram contadas em camara de
Neubauer ap6s adi¢do de azul de tripan (Gibco) para determinar o nimero de células obtido e
sua viabilidade. Apds contagem, as amostras foram plaqueadas em placa de Petri (J. Prolab,
S&o0 José dos Pinhais, PR, Brasil), na concentracdo de 7x10° células/ml em volume final de 10
ml, e mantidas a 37 °C e 5% de CO2em 10 ml de meio R20/30. O meio foi renovado ao quarto
dia para retirada de células ndo aderentes. As células aderentes foram consideradas mondcitos
em processo de diferenciacdo. Apds 7 dias de incubagdo a 37°C, 5% CO3 , as células presentes
no sobrenadante da cultura foram descartadas e as células aderidas foram destacadas das placas
de petri utilizando solucdo PBS contendo 0,5% Tripsina e 5,3mM EDTA (Atlanta biologicals,
Norcross GA). As células recuperadas foram lavadas e plagueadas em placas de 24 pocos
Costar (Corning, NY) na concentracio de 5x10°/pogo em 500uL de meio R20/30 e incubadas
a 37°C, 5% CO; por 48h para garantir a aderéncia das células. Ao final das 48horas, as células
aderidas foram estimuladas com SEA (5ug/mL), e/ou IFN-y e TNF- a recombinante (1ng/mL;
R&D System) para diferencia¢do dos macréfagos M1 ou com IL-4 (1ng/mL), IL-13 (1ng/mL),
IL-33 (1ng/mL) (R&D Systems) para diferenciacdo dos macrofagos M2. As culturas foram
mantidas por mais 48h a 37°C, 5% CO.. Ao fim desse periodo, os monaocitos ja diferenciados

em macrofagos foram utilizados para quantificacdo de arginase e 6xido nitrico.

5.9.2 Quantificacdo da atividade de arginase

Macrdéfagos alternativamente ativados expressam arginase-1(ARG1) e a atividade
desta enzima esta relacionada a proliferacdo de células e a sintese de colageno (Baron & Wynn
2011). Desta forma, para avaliar a ativagdo de M2 no sobrenadante de células da medula dssea
e no homogenato hepatico, mensuramos o nivel atividade de arginase por teste colorimétrico a
partir da producdo de ureia pela degradacdo enzimatica de L-arginina (Hesse et al., 2001;
Rodrigues et al., 2017). Para tanto, 50 ul da amostra de cada animal infectado ou néo infectado

foram adicionados em uma microplaca de 96 pogos (Sarstedt) e ativados pela adigéo de 50 pl
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de 10 mM MnCL: e 50 ul de 50 mM Tris-HCI, pH 7,5 e incubacdo por 10 minutos a 55° C. Em
sequida, foram adicionados 25 pl de L-arginina 0,5 M (Sigma-Aldrich) a 25 ul das amostras
ativadas, incubando a 37° C por 1 hora. A reagdo foi interrompida com 200 pl de mistura acida,
contendo H2SO4 a 96%, H3PO4 a 85% e H20 (1:3:7, v/viv). Em seguida, foi adicionado etanol
contendo 9% de a-isonitrosopropiophenone (Sigma-Aldrich), passando por aquecimento a 95
°C por 45 minutos, seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura das
placas foi realizada em leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices) a 540 nm. As
concentracdes das amostras foram obtidas pela interpolacao das absorbancias em grafico obtido
a partir da curva padrdo de concentragdes conhecidas de ureia (1000 mM — 1 mM) no software
SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices).

5.9.3 Quantificacdo de éxido nitrico

O sobrenadante da cultura dos macréfagos isolados da medula dssea e 0 homogenato
hepético também foram utilizados para mensurar a concentracao de nitrito através da reacao de
Griess (Tsikas 2007) como medida indiretamente da producao de éxido nitrico. Sendo assim,
100 pl da amostra foram adicionados a um volume igual de reagente de Griess [1%
sulfanilamida, 0,1% de N-(1-naftil) etilenodiamina e 2,5% de HsPOs) em uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos (Sartedt®) e incubados durante 10 min a temperatura ambiente. A
leitura da absorbancia foi realizada em um leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices)
no comprimento de onda 540nm. A concentracdo de nitrito foi obtida comparando a
absorbancia de cada amostra com a curva padrao estabelecida por uma diluicdo seriada das
concentragdes conhecidas de nitrito (L000uM- 1uM).

5.10 Andlises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada usando GraphPad Prism 8.0.2. Os dados foram
submetidos a testes de ROUT para identificacdo e remocdo de outliers, e sua distribuicdo
normal foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para analise da curva de
sobrevivéncia, foi utilizada a estimativa de Kaplan-Meier, seguida do pos-teste de Longrank.
As comparagOes entre os grupos experimentais normalmente distribuidos em diferentes
momentos de infeccdo foram realizadas por Two-way ANOVA seguido pelo pds-teste de
Bonferroni, enquanto Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagdo mdaltipla de Dunn ou

Mann-Whitney foram realizados para os dados que ndo segue uma distribuicdo normal. Os
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conjuntos de dados foram apresentados como a média * erro padrdo da média em gréficos de

plotagem e valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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6. CAPITULO 1

A VIA 1L-33/ST2 NAO E ESSENCIAL PARA A ESTIMULACAO TH2, MAS E A
CHAVE PARA A MODULACAO DO GRANULOMA E SOBREVIVENCIA DO
HOSPEDEIRO DURANTE A INFECCAO CRONICA POR SCHISTOSOMA MANSONI EM
CAMUNDONGOS

Publicado: Maggi et al. 2021. The IL-33/ST2 pathway is not essential to Th2 stimulation but
is key for modulation and survival during chronic infection with Schistosoma mansoni in mice.
Cytokine v. 138 155390. https://doi.org/10.1016/j.cyt0.2020.155390
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A morbidade durante a esquistossomose cronica tem sido associada a inducao e modulagéo da
resposta inflamatdria granulomatosa do tipo 2 (Th2) induzida por antigenos secretados pelos
ovos, que ficam aprisionados nas vénulas dos tecidos do hospedeiro, especialmente no figado
e intestinos. IL-33, uma alarmina liberada ap6s dano celular, liga-se ao seu receptor ST2
(supressor de tumorigenicidade 2), expresso em células imunes inatas, como ILC2, eosinofilos
e macrofagos, e estimula a producéo precoce de IL-5 e IL-13. Em infecgdes por Nematodeos
intestinais, a ativacdo de IL-33/ST2 leva a infiltracdo de eosinofilos e ativacdo de uma resposta
Th2; entretanto, a participacao desta via de ativacdo na inducgéo da resposta Th2 e na formacéo
e modulacdo do granuloma durante a esquistossomose ainda é pouco conhecida. Na primeira
parte deste trabalho, avaliamos comparativamente a resposta imune e a formacao de granuloma
em camundongos selvagens BALB/c (WT) e BALB/c geneticamente deficientes no receptor de
IL-33 (ST27) experimentalmente infectados com Schistosoma mansoni. Os camundongos
foram infectados com 25 ou 50 cercarias de S. mansoni e acompanhados por até 14 semanas
para avaliar a mortalidade. Os camundongos de cada grupo experimental foram avaliados
comparativamente quanto a carga parasitaria, resposta imune do figado e evolucdo do
granuloma durante a esquistossomose aguda e cronica. Nossos dados mostraram que 0 numero
de vermes circulantes e ovos retidos no figado e eliminados nas fezes foi semelhante em
camundongos WT e ST27 infectados, mas camundongos ST27" infectados apresentaram um
aumento na taxa de mortalidade. Curiosamente, a producéo de citocinas do tipo 2 por células
do baco estimuladas por antigenos de ovo soltveis (SEA), as concentracdes séricas de IL-5 e
imunoglobulina (Ig)-E, e o nivel de 1gG1l reativa ao parasita foram semelhantes em
camundongos infectados de ambos 0s grupos experimentais. Além disso, as concentracdes de
IL-5 e IL-13 no homogenato de figado de camundongos na fase aguda da esquistossomose ndo
diferiram entre os grupos. Entretanto, os camundongos ST2” infectados mostraram um
aumento significativo nos niveis de IL-17 durante a fase aguda, enquanto as concentracoes de
IL-4, IL-13, IL-10, IL-17 e IFN-y foram reduzidas no homogenato de figado de camundongos
cronicamente infectados. Entretanto, camundongos ST27- infectados apresentaram as razdes IL-
4/IFN-y e IL-17/IFN-y maiores que em WT, sugerindo um predominio de respostas Th2 e Th17.
Os granulomas hepaticos de ST2”- foram maiores e desorganizados, apresentando intenso
infiltrado celular, rico em eosinofilos e neutréfilos. Nossos resultados sugerem que a auséncia
da via IL-33/ST2 ndo é essencial para a inducdo da resposta Th2 presente em camundongos
infectados por Schistosoma mansoni, mas € necessaria para modular a lesdo hepatica e reduzir
a mortalidade do hospedeiro.

Palavras chave: esquistossomose, figado, modulagéo, granuloma, resposta Th2
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6.1 RESULTADOS - Capitulo 1

6.1.1 Avaliagdes parasitologicas e mortalidade de camundongos WT e ST27

Confirmando dados anteriores do nosso grupo, a carga parasitaria, avaliada pela
contagem de vermes adultos recuperados da veia porta e ovos retidos no figado ou eliminados
nas fezes, mostrou que o numero de vermes (fig. 9A e fig. 9B) e o nimero de ovos excretados
nas fezes (fig. 9C e fig. 9D) recuperados de camundongos BALB/c WT e ST27 foram
estatisticamente semelhantes, independentemente do indculo do parasita (25 ou 50
cercarias/camundongo) ou da fase de infeccdo. Em relacdo aos ovos retidos no figado, a
evolucdo da infeccdo leva a um aumento progressivo dos ovos no tecido, sendo que
camundongos infectados cronicamente apresentaram retencao significativamente maior de
ovos em comparacao com a infec¢do aguda. Entretanto, ndo foi observada diferenga no nimero
de ovos recuperados no figado entre os camundongos BALB/c WT e ST27, também
independentemente do in6culo do parasita e da fase de infeccao (fig. 9E e fig. 9F).

Camundongos infectados e ndo infectados de ambos os grupos foram acompanhados
por 14 semanas para avaliar a mortalidade. Entre os camundongos infectados com 25 cercaérias,
a taxa de sobrevivéncia foi de 89,3% em camundongos BALB/c WT, enquanto apenas 34,3%
dos camundongos ST2”- sobreviveram, com mortes comecando nas semanas 11 e 12 pds-
infeccdo, respectivamente (fig. 9G). No grupo infectado com 50 cercérias, a taxa de
sobrevivéncia foi de 25,9% entre os camundongos ST2”7-, com mortes iniciando na semana 8
pos-infecgdo, que foi significativamente menor em comparacdo com a taxa de sobrevivéncia de
52,7% entre os camundongos WT, com mortes comec¢ando a ser observado na semana 9 (fig.
9H). Assim, apesar dos parametros parasitoldgicos semelhantes entre os grupos, a falta do
receptor ST2 levou a maior mortalidade em camundongos infectados. As analises a seguir
foram conduzidas com camundongos infectados com 50 cercarias para que uma resposta imune
mais intensa pudesse ser averiguada. Além disso, devido a alta taxa de mortalidade detectada
em camundongos infectados com ST27, a analise imunopatoldgica de animais infectados

cronicamente foi realizada 12 semanas apos a infecgéo.
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Figura 9. Avaliacio da carga parasitaria e taxa de sobrevivéncia de camundongos BALB/c WT e ST27. O
namero de vermes recuperados (A, B), ovos por grama de fezes (C, D), ovos retidos no figado (E, F) e as curvas
de sobrevivéncia (G, H) foram avaliados apds 8 (fase aguda) ou 14 (fase crénica) semanas de infeccdo com 25 (A,
C, E, G) ou 50 cercérias (B, D, F, H) em camundongos WT e ST2”.0s dados compilam os resultados de dois
experimentos independentes. Os dados sdo apresentados como um gréafico de pontos e média, cada ponto
representando um animal. As comparagdes entre os grupos foram realizadas por Two-way ANOVA seguida pelo
pos-teste de Bonferroni, e o valor de p foi atribuido. As curvas de sobrevivéncia foram analisadas em camundongos
WT e ST27 infectados com 25 (G) ou 50 cercarias (H) por 14 semanas usando estimativa de Kaplan-Meier,
seguido por pos-teste de Longrank. * representa diferencas significativas entre camundongos infectados de grupos
diferentes; & representa diferencas significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparagdo
com camundongos na fase aguda infectados com 0 mesmo indculo de ambos os grupos (& p <0,05; && p <0,01;
&&& ou *** p <0,001).
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6.1.2 Resposta Th2 sistémica

Para confirmar a inducdo sisttmica da resposta imune em camundongos ST27
infectados com S. mansoni, a concentracédo de citocinas (IFN-y, IL-5, IL-4, TNF-a ¢ IL-33) e a
producdo de anticorpos (IgE total e IgG1 reativa ao parasita) foram medidas no soro dos animais
dos diferentes grupos experimentais. Em relagéo a citocina caracteristica da resposta Thl, foi
verificado que a concentracdo sérica de IFN-y foi baixa e permaneceu semelhante,
independentemente da fase de infeccdo ou linhagem de camundongo (fig. 10A). As
concentracdes séricas de ambos os mediadores imunolégicos dependentes de Th2, IL-5 (fig.
10B) e IgE (fig. 10C), aumentaram durante a infeccdo, e nenhuma diferenca significativa foi
detectada na resposta de camundongos BALB/c WT e ST27. Em concordancia com esses
dados, a reatividade de IgG1 anti-SEA apresentou niveis mais elevados nos grupos infectados
em comparagdo com os grupos controle ndo infectados (fig. 10D), embora sem diferenca entre
as linhagens. Resultados semelhantes também foram obtidos para reatividade de 1gG1 anti-
SWAP (dados ndo mostrados). Durante a fase aguda, 0s niveis séricos detectaveis de IL-4
estavam presentes apenas em camundongos ST27, enquanto nenhuma diferenca entre os
camundongos WT e ST27 foi encontrada na fase cronica (dados ndo mostrados). Os niveis
séricos de TNF-a e IL-33 estavam abaixo da faixa de detec¢do (dados ndo mostrados).
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Figura 10. Niveis séricos de citocinas e imunoglobulinas. Avaliagdo das concentragdes de citocinas em niveis
séricos de IFN- y, IL-5 e anticorpos estimados por ELISA em amostras de camundongos BALB/c WT e ST2". Os
camundongos foram infectados por via subcutanea com 50 cercérias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8
(fase aguda) ou 12 apds a infecgdo (fase cronica). Os dados sdo representativos de duas experiéncias independentes
e apresentados como um grafico de pontos e média, cada ponto representando um animal, de IFN-y (A), IL-5 (B),
IgE (C) e IgG1 (D). As comparagdes entre os grupos foram realizadas por Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste
de comparagBes multiplas de Dunn, e o valor de p foi atribuido. & representa diferencas significativas entre
camundongos infectados cronicamente em comparacdo com camundongos da mesma linhagem infectados na fase
aguda; # representa diferencas significativas entre um grupo e seu grupo controle ndo infectado correspondente (#
ou & p <0,05; ## p <0,01; ### p <0,001). ND: ndo detectavel.

Para melhor avaliar como a auséncia da via de ativacéo de IL-33/ST2 afeta as resposta
imune durante a infeccdo por S. mansoni, as concentracdes de IL-4, IL-5, 1L-13, IL-33, IL-10
e IL- 17 foram quantificados no sobrenadante de culturas de células do bacgo estimuladas por
SEA. Em camundongos BALB/c WT e ST27", IL-4 n#o foi detectada em culturas de células do
baco de camundongos néo infectados, mas apresentou-se aumentada em grupos infectados com
S. mansoni, especialmente durante a fase aguda, sem diferenca significativa entre BALB/c WT
e ST27" (fig. 11A). A producio ligeiramente maior de IL-5 também estava presente durante a
infeccdo e, novamente, sem diferencas entre os camundongos BALB/c WT e ST27 (fig. 11B).
A producéo de IL-13 (fig. 11C) apresentou aumento da fase aguda para a fase crénica em ST2
" mas também sem diferencas entre as diferentes linhagens. A producéo de IL-33 (fig. 11D) e

de IL-10 (fig. 11E) em células do bago estimuladas por SEA foram semelhantes entre 0s grupos
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durante a esquistossomose aguda e crénica. IL-17 s6 pde ser detectada na fase cronica, porém
sem diferencas entre os camundongos BALB/c WT e ST27 (fig. 11F).
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Figura 11.Resposta Th2 e regulatérias do baco. Avaliacdo das concentragdes de citocinas em sobrenadantes de
cultura de células do bago estimadas por ELISA em amostras de camundongos BALB/c WT e ST27. Os
camundongos foram infectados por via subcutanea com 50 cercérias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8
(fase aguda) ou 12 apds a infeccéo (fase cronica). As células do bago foram cultivadas a 1x10° células/ml em
RPMI-1640 na presenca de 5 pg/ml de SEA por 72h durante infeccGes agudas e crbnicas. Os dados sdo
representativos de dois experimentos independentes e apresentados como um grafico de pontos e média, cada
ponto representando as concentrages, de 1L-4 (A), IL-5 (B), IL-13 (C), IL-33 (D ), de IL-10 (E), IL-17 (F) em
sobrenadantes de cultura de células de baco de um animal. As comparagdes entre os grupos foram realizadas por
Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de comparagdo mdaltipla de Dunn. Em F, as comparagdes entre 0s grupos
em uma Unica fase da infeccéo foram feitas pelo teste de Mann-Whitney, e o valor de p foi atribuido. & representa
diferengas significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparagdo com camundongos da
mesma linhagem infectados na fase aguda; # representa diferencas significativas entre um grupo e seu grupo de
controle ndo infectado correspondente (# ou & p <0,05). ND: ndo detectavel.

6.1.3 Resposta imune do figado

O figado é o principal 6rgdo de retencdo de ovos na esquistossomose (Gryseels 2012;
McManus 2018), portanto, os niveis de citocinas de perfis Thl, Th17, Th2 e regulatorias foram
avaliados no homogenato hepéatico de BALB/c WT e ST2” ap6s 8 e 12 semanas de infeccio.
Em relagéo ao perfil Th2, altas concentragGes de IL-4 (fig. 12A), IL-5 (fig. 12B) e IL-13 (fig.
12C) foram detectadas em homogenatos de figado de camundongos BALB/c WT e ST2™
infectados, mas sem diferencas significativas entre 0s grupos durante a esquistossomose aguda.
No entanto, as concentragdes de IL-4 e IL-13 reduziram significativamente no homogenatos de

figado de camundongos ST27 infectados cronicamente, resultando em niveis mais baixos
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dessas citocinas em comparagdo com BALB/c WT. Camundongos ST27- também mostraram
uma reducdo significativa dos niveis hepaticos de IL-5 durante a esquistossomose cronica, mas
sem diferencas entre as linhagens (fig. 12B). Da mesma forma, camundongos ST2”- também
apresentaram uma reducao significativa nas concentracdes hepaticas de I1L-17 (fig. 12D) e IFN-
v (fig. 12E) da fase aguda para a fase cronica, sendo menor do que em camundongos BALB/c
WT durante infecgdo cronica. Por outro lado, os niveis de IL-17 foram aumentados em
camundongos ST2”- durante a fase aguda em comparacdo com camundongos BALB/c WT
(fig.12D).

Os niveis de TNF-a (fig. 12F) permaneceram os mesmos, independentemente da fase
de infeccdo ou linhagem de camundongo. Entre as citocinas com perfil regulatério, os niveis de
TGF-B nos homogenatos hepéaticos foram semelhantes entre as duas fases da infec¢do, sem
diferencas significativas entre os grupos (fig. 12G). Os camundongos BALB/c WT mostraram
niveis semelhantes de IL-10 durante a infeccdo. No entanto, as concentra¢fes de IL-10 no
homogenato hepéatico reduziram significativamente da fase aguda para a crbnica da

esquistossomose em camundongos ST27 (fig. 12H).



A  BALB/CWT
A = sT2"
2500
Kk k
2000 a4
% 1500+ .. A
=% Al
= " &&
< 1000 At Mt gt T
- ?T . A 4 "y
— A -
5004 & A2 A 4 A I'=
.
0 P
Aguda Cronica
Fases ap6s infecgdo por S.mansoni
C
15000
0
£ 100004 . o
D e |
o
—_— 1 AA
@ Ap . AAA
< 50004 g : 2 &&
= 4 s —aa T
—a— ui A "
AL . -
0 AAAAA mmm AAAAN wemuuwm
Aguda Cronica
Fases ap6s infecgdo por S.mansoni
E
10001
T 8007 A
£ 600
g . ——
=
3 4004 H ala
= and f A &&
[T AL —:_— AL
= 2001 AR aum A, "
LY S aan _lus
0 A A A A wmEmg
Aguda Cronica
Fases apos infecgdo por S.mansoni
60001
— A
a
A
E 4000 A .
g iA AA H
Q. B _ﬁ'_ Al .
L 2000 44 =°F L3 LT
0] JBa THe
= a8 H-
Aguda Cronica

Fases apos infeccéo por S.mansoni

TNF-o [pg/mL] IL-17 [pg/mL] IL-5 [pg/mL]

1L-10 [pg/ml]

68

B
2000
15001  , : &&
A " A =
A
10004 2 T 48 1"
"
RAnA ~ '.
A A2 Hat
500 2 at
4 Aoov
Aguda Cronica

Fases apo6s infecgdo por S.mansoni

D
2000+ —_ -
A -
A
1500 A% anb
.
S e fat &&&
10001 Tﬁ? E. 284 nt
AL Aan H
A e
s00{ “4° &
C P
Aguda Cronica
Fases apo6s infecgdo por S.mansoni
F
15007
A
1000+ A . .
Al . 2 .
» A .
A Apaps
_ aga® NS -
5007 Egatd “20 il
A A A '
C PN
Aguda Cronica
Fases apos infeccéo por S.mansoni
H
40007
A A
3000+
- &&&
2000+ .
apb A .
1000+ a .
wtk ghes K
AAA " ﬁ Ap A "munm
C A A A L)
Aguda Cronica

Fases apos infecgdo por S.mansoni

Figura 12. Resposta imune no figado. Quantificacéo de citocinas pré-inflamatorias e reguladoras no homogenato
hepatico de camundongos BALB/c WT e ST27 durante infeccdo aguda e crénica. Os camundongos foram
infectados por via subcutanea com 50 cercarias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12
apos a infeccdo (fase cronica). Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes e apresentados
como um gréfico de pontos e média, cada ponto representando um animal, de IL-4 (A), IL-5 (B), IL-13 (C), IL-17
(D ), Concentragbes de IFN-y (E), TNF-a (F), TGF-B (G) e IL-10 (H) estimadas por ELISA sanduiche. As
comparac@es entre 0s grupos com distribuicdo normal foram realizadas por Two-way ANOVA seguida pelo pés-
teste de Bonferroni, enquanto o teste de Mann-Whitney foi realizado para distribui¢cbes ndo paramétricas. e o valor
p foi atribuido. * representa diferengas significativas entre camundongos infectados de grupos diferentes; &
representa diferencas significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparagdo com
camundongos da mesma cepa infectados na fase aguda. (* ou && p <0,05; ** ou && p <0,01; &&& p <0,001).
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Como um pardmetro para analisar o equilibrio entre as respostas Th2, Thl, Thl7 e
regulatorias, as razdes entre IL-4 e IFN-y, IL-4 e IL-10, IL-4 e IL-17 e IL-17 e IFN-y foram
calculadas. Nenhuma das propor¢des mudou significativamente nos camundongos BALB/c
WT durante a infeccdo, e nenhuma diferenca foi encontrada entre as linhagens durante a
infeccdo aguda. Embora camundongos deficientes para ST2 tenham apresentado diminuigdo
dos niveis de IL-4 no homogenato hepatico durante a esquistossomose crénica, um aumento
significativo na raz&o 1L-4/1FN-y foi observado em camundongos ST27- em comparagio com
camundongos WT (fig. 13A), indicando a predominancia da resposta Th2. Da mesma forma, a
reducdo significativa da concentracdo de IL-10 em homogenatos hepaticos de camundongos
ST2' infectados cronicamente também resultou em um aumento da raz&o IL-4/1L-10 nesses
animais em comparacdo com a fase aguda da esquistossomose, mas sem diferencas estatisticas
entre as linhagens estudadas (fig. 13B). Ambos os camundongos WT e ST2” apresentaram
relagbes IL-4/IL-17 semelhantes, que persistiram durante a fase cronica (fig. 13C). Por outro
lado, camundongos knockout apresentaram um aumento de duas vezes na razdo IL-17/IFN-y
média entre as fases e uma razdo 1,49 vezes maior quando comparados aos camundongos
BALB/c WT durante a esquistossomose crbnica, sugerindo uma resposta Th17 mais forte

durante esta fase. (fig. 13D).
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Figura 13. Equilibrio entre as respostas imune Th2, Thl, Th17 e regulatéria no figado de camundongos
BALB/c WT e ST2” durante a infecgdo por S.mansoni. Os camundongos foram infectados por via subcutanea
com 50 cercarias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12 apds a infeccdo (fase cronica). Os
dados compilam os resultados de dois experimentos independentes. Os dados sdo apresentados como um grafico
de pontos e média, cada ponto representando as razdes de concentragdo de IL-4/IFN-y (A), IL-4/1L-10 (B), IL-
4/1L-17 (C) e de IL-17/IFN-y (D) de um animal. As comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste de
Mann-Whitney, e o valor de p foi atribuido. * representa diferencas significativas entre camundongos infectados
de diferentes cepas; & representa diferencas significativas entre camundongos infectados cronicamente em
comparagdo com camundongos da mesma cepa infectados na fase aguda. (** p <0,01; &&& p <0,001; &&&& p
<0,0001).

6.1.4 Granulomas e lesdes hepéticas

Durante a infeccdo por S. mansoni, foi possivel observar diferencas cruciais na
organizagdo e tamanho do granuloma dos camundongos WT em comparacdo com ST27 (fig.
13). Os granulomas hepaticos de fase aguda de camundongos BALB/c WT apresentam uma
grande resposta inflamatoria ao redor dos ovos, a intensa infiltragdo celular é
predominantemente observada na periferia do granuloma (fig. 14A). Por outro lado, os
granulomas hepaticos de camundongos ST2” infectados afetaram areas maiores de tecido e
mostraram infiltracdo dispersa de células inflamatorias (fig. 14C). Durante a infeccdo cronica,

camundongos WT conseguem modular a formacgéo do granuloma diferente dos camundongos
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deficientes (fig. 14B e 14D, respectivamente). Os granulomas de animais deficientes
apresentam um intenso infiltrado de células polimorfonucleares, conforme ilustrado no insert
(fig. 14D). Séo caracterizados por serem granulomas mais exsudativos, comparado com 0s
granulomas de BALB/c WT (fig. 14B), embora menores em ambos 0s grupos quando
comparados a fase aguda. Como consequéncia, os granulomas hepaticos em camundongos ST2
I apresentaram volumes maiores quando comparados aos granulomas de camundongos
BALB/c WT, tanto na esquistossomose aguda quanto na cronica (fig. 14E). Nossa analise
também revelou que o tecido hepatico dos camundongos ST2” durante a esquistossomose
cronica apresentaram extensas &reas de necrose e infiltrado celular fora da regido dos
granulomas (indicado pela seta da fig. 14D), que ndo foram comumente observadas nos
camundongos WT infectados neste mesmo periodo. Além disso, a elevacdo da atividade de
ALT no soro de camundongos infectados foi significativamente maior em camundongos ST27

do que em WT durante a fase aguda da infecc¢do por S. mansoni (fig. 14F).
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Figura 14. Avaliacdo do granuloma e lesdes hepaticas. (A - D) Fotomicrografias de cortes de figado corados
com hematoxilina-eosina (HE) de camundongos WT (A, B) e ST27- (C, D) em esquistossomose aguda (A, C) e
cronica (B, D). Escala de barra = 50um. (E). Em D, intenso infiltrado de células polimorfonucleares é mostrado
no insert (aumento de 1000x). A seta (—) indica necrose. Volume estimado de granulomas induzidos pelos ovos
no figado de WT e ST2"(E). Niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) (F). Os camundongos foram
infectados por via subcutanea com 50 cercarias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12
apos a infecgdo (fase cronica). O volume do granuloma foi estimado a partir de imagens de granulomas isolados
contendo um Unico ovo viavel, e pelo menos 20 granulomas foram capturados de cada camundongo. Um total de
6-8 camundongos foram usados para os experimentos. Os dados sdo apresentados como um gréfico de pontos e
média, cada ponto representando um granuloma (E) ou um animal (F). As comparagdes entre os grupos foram
realizadas por Two-way ANOVA seguida pelo pés-teste de Bonferroni, e o valor de p foi atribuido. * representa
diferengas significativas entre camundongos infectados de diferentes linhagens; & representa diferencas
significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparagdo com camundongos da mesma linhagem
infectados na fase aguda; # representa diferengas significativas em comparagdo com o grupo nao infectado da
mesma linhagem de camundongos (** ou ## p <0,01; *** ou ### p <0,001; &&&& p <0,0001).

Conforme indicado na histopatologia, procuramos avaliar diferencas na infiltracdo de
células polimorfonucleares nos granulomas. A migracdo de leucdécitos para o local de retencdo
dos ovos para a formacdo de granuloma é dirigida por quimiocinas (Burke et al. 2009) como
CCL24 e CXCL2. Embora as concentracdes de CCL24 tenham sido semelhantes entre os
grupos na fase aguda, a concentracdo dessa quimiocina foi significativamente maior no
homogenato hepéatico de camundongos ST2” em comparagio com o BALB/c WT durante a
fase cronica (fig. 15A). Os niveis de CXCL2 no homogenato hepéticos foram semelhantes nos
camundongos ST2” e WT independente da fase da infecgdo (fig. 15C). A infiltragdo de
eosindfilos e neutr6filos também foi indiretamente avaliada através da quantificacdo das
atividades de EPO e MPO, respectivamente. Confirmando os dados histoldgicos, maiores
atividades de EPO (fig. 15B) e MPO (fig. 15D) foram encontradas em homogenatos de figado
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de camundongos ST2” quando comparados com BALB/c WT durante esquistossomose

cronica.
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Figura 15. Infiltragdo celular no figado. (A, C) Concentra¢des de CCL24 e CXCL2 no homogenato de tecido
hepético estimadas por ELISA em sanduiche. (B, D) Atividade da peroxidase de eosintfilos (EPO),
mieloperoxidase (MPO) em homogenato de tecido hepatico. Os camundongos foram infectados por via subcutanea
com 50 cercarias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12 apds a infeccdo (fase cronica). Os
dados compilam os resultados de dois experimentos independentes. Os dados sdo apresentados como um gréafico
de pontos e média, cada ponto representando um animal. As comparagdes entre 0s grupos normalmente
distribuidos foram realizadas por Two-way ANOVA seguida pelo pés-teste de Bonferroni, enquanto o teste de
Mann-Whitney foi realizado para distribui¢cfes ndo paramétricas, e o valor de p foi atribuido. * representa
diferengas significativas entre camundongos infectados de diferentes linhagens; & representa diferencas
significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparagdo com camundongos da mesma linhagem
infectados na fase aguda (* ou & p <0,05; ** ou ® p <0,01; *** p <0,001).

6.2 DISCUSSAO - Capitulo 1

A esquistossomose € uma doenca infecciosa que ainda afeta milhGes de pessoas em todo
o0 mundo, causando morbidade crénica que esta principalmente associada a retencédo de ovos do
parasita e a resposta imune do hospedeiro, buscando conter toxinas e remodelar o tecido
danificado por produtos excreto/secretados pelos ovos de S. mansoni (Hams et al. 2013; WHO
2020). Uma infinidade de citocinas e quimiocinas produzidas pelos mais diversos tipos de
células, incluindo as do tecido afetado e células imunes inatas, estdo envolvida na resposta
imune induzida por Schistosoma, embora nem todas tenham tido suas func¢des bem descritas,
como a alarmina IL-33 (Pearce & MacDonald 2002; Chuah et al. 2014; Costain et al. 2018). A
via IL-33/ST2 tem forte potencial para induzir uma resposta Th2 e tem sido associada a varios

modelos de doencas infecciosas e inflamatorias (Schmitz et al. 2005; Alves-Filho et al. 2010;
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Rostan et al. 2013; Nunes et al. 2014). Neste capitulo, reunimos evidéncias de que a auséncia
da via IL-33/ST2 n&o afeta o estabelecimento da infec¢do por S. mansoni, nem compromete a
inducdo da resposta Th2 na esquistossomose aguda. No entanto, a falta dessa via leva a
polarizacdo da resposta Th2/Th17 durante a fase cronica devido a reducéo da resposta Thl e
modulatdria. Isso resulta na formacao de granulomas hepéaticos maiores, com intensa infiltragdo
celular, causando lesdo hepatica mais extensa e maior taxa de mortalidade em camundongos
infectados com ST27",

Os dados apresentados neste capitulo, mostram que independente da quantidade de
cercérias utilizadas na infec¢do, o nimero de vermes adultos e ovos recuperados foi similar
entre de camundongos ST27- e WT. Em contraste, Yu e colaboradores (2015) ao bloquear a IL-
33 usando anticorpos anti-1L-33, mostraram que o comprometimento da via da IL-33/ST2 foi
associado a uma reducdo do numero de vermes adultos de S. japonicum recuperados da veia
mesentérica. Os dados controversos podem ser influenciados por diferencas importantes nas
espécies de Schistosoma e nos mecanismos utilizados para bloquear a via de ativacdo da IL-
33/ST2 empregada nos dois experimentos. Em relacdo ao nimero de ovos, outros modelos de
supressdo de 1L-33/ ST2 em infeccBes por S. japonicum (Yu et al. 2015; Li et al. 2019) também
ndo mostraram alteragdes na contagem de ovos (no figado ou nas fezes) ou na fertilidade
quando a via de IL-33/ST2 foi de alguma forma prejudicada. Os dados indicam fortemente que
0s mecanismos imunes relacionados a eliminacdo dos ovos nao sdo comprometidos pela falta
da via IL-33/ ST2, sugerindo assim que essa via hdo desempenha um papel significativo nesse
processo. Apesar da auséncia de variacdo no nimero de ovos, especialmente aqueles retidos no
figado, os camundongos ST27 infectados apresentaram maior taxa de mortalidade quando
comparados aos camundongos WT. Como a patologia da esquistossomose é associada aos
granulomas que se formam ao redor dos ovos que ficam retidos nos tecidos (Wynn et al. 2004;
Costain et al. 2018), e 0 nimero de ovos retidos no figado de camundongos deficientes nédo foi
diferente dos camundongos WT, a maior taxa de mortalidade detectada em camundongos ST2
" infectados provavelmente ocorreu devido as alteracées na formagéo de seus granulomas.

A secrecdo de antigenos citotoxicos do ovo induz a ativacdo da resposta Th2, com
producdo local das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e formagdo do granuloma, resposta importante
para contecdo do dado tecidual e para formacdo de fibrose (Okano et al. 1999; Pearce &
MacDonald 2002; Herbert et al. 2004; Hesse et al. 2004; Everts et al. 2009). Dados publicados
por Schmitz et al. (2005) relataram que a estimula¢do com IL-33 exdgena em células do bago
de camundongos C57BL/6 leva a um aumento nos niveis de citocinas tipo 2, como IL-5 e IL-

13. Para investigar melhor a importancia da via IL-33/ST2 na inducdo da resposta Th2 durante
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a infeccdo por S. mansoni e como ela afeta a formagéo de granuloma e os danos no figado,
quantificamos citocinas tipo 2 e marcadores de sua atividade bioldgica no bago, figado e soro
de animais infectados. Nossos resultados mostraram que os niveis sistémicos de IFN-y, IL-4 e
IL-5 durante a esquistossomose nao séo influenciados pela auséncia da ativacdo da via IL-
3/ST2, o que é reforcado pelos niveis semelhantes de IgE total e 1IgG1 especifica para SEA entre
camundongos ST2”- e WT, indicando uma atividade bioldgica sustentada destes marcadores.

No homogenato hepéatico dos camundongos infectados, os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13
foram semelhantes entre as duas linhagens durante a fase aguda. As razdes IL-4/IFN-y e IL-
4/1L-10 durante a fase aguda também revelam que o equilibrio entre a resposta Th2 e a resposta
Th1 e regulatéria ndo é afetada em camundongos ST27". A auséncia de alteragdes nas citocinas
e imunoglobulinas de perfil tipo 2 indica que a via IL-33/ST2 ndo foi essencial para o inicio e
manutencdo de uma resposta Th2 na esquistossomose aguda, diferindo dos dados que
demontram a importancia desta via para ativagdo da resposta Th2 em outros modelos
inflamatorios (Schmitz et al. 2005; Price et al. 2010; Neill et al. 2010; Nunes et al. 2014). Estes
dados sugerem que vias independentes da ativacdo IL-33/ST2 devem estar envolvidas na
inducdo da resposta Th2 durante a infeccdo por S. mansoni. Ja foi demonstrado que antigenos
dos ovos de S.mansoni, como 6mega-1 e LNFPIII, induzem a resposta Th2 por modulagéo
funcional de células dendriticas ou servindo como adjuvantes (Okano et al. 2001; Thomas et
al. 2003; Everts et al. 2009; Steinfelder et al. 2009). De maneira semelhante, Massacand e
colaboradores (2009) mostraram que antigenos de Nippostrongylus brasiliensis e
Heligmosomoides polygyrus podem modular diretamente a producdo de 1L-12p40 de células
dendriticas e a diferenciacéo de células Th2 ainda pode ocorrer em camundongos knockout para
linfomaietina estromal timica (TSLP). Além disso, Vannella et al. (2016) mostraram que a
inibicdo individual da via 1L-33/ST2, I1L-25 ou TSLP por si s6 ndo pode interromper o inicio
da resposta Th2 em infec¢fes por S. mansoni, pois € necessaria a ablagdo concomitante das trés
vias para que isso ocorra. Assim, nossos dados suportam que os antigenos de S. mansoni podem
desencadear uma resposta Th2 durante a infeccdo aguda de um modo independente de IL-
33/ST2. Embora ndo tenhamos detectado diferencas significativas na resposta imune hepatica
de camundongos ST2” durante a esquistossomose aguda, um aumento significativo no nivel de
atividade de ALT sérica foi observado nesses camundongos em comparacdo com WT,
indicando assim que estes animais foram menos eficientes na contengdo de substancias
citotoxicas dos ovos, resultando em maior dano ao figado. A importancia do granuloma para
contencao do dano tecidual produzido por antigenos do ovo de S. mansoni tem sido amplamente
relatado na literatura (Reitman et al. 1957; Abdulla et al. 2011; Rezende et al. 2020).
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Em contraste com a fase aguda da infeccio, a resposta hepética de camundongos ST27
infectados cronicamente mostrou diferengas importantes, principalmente com menor produgédo
de IL-4, IL-13, IL-10, IL-17 e IFN-y, acompanhada pelo aumento da infiltracao de neutrofilos
e eosinofilos. Em camundongos WT, os granulomas hepaticos formados na fase crénica da
esquistossomose experimental sdo geralmente menores, com menor infiltracdo de células
inflamatérias e maior deposicdo de colageno que os formados durante a infeccdo aguda,
causando uma patologia reduzida (McManus et al. 2018; Wynn et al. 2004). Essa reducédo de
tamanho dos granulomas hepéticos durante a esquistossomose experimental cronica foi
observada em ambos 0s grupos, mas os granulomas dos camundongos deficientes para ST2
ainda eram maiores do que os dos camundongos WT. Isso contrasta com trabalhos anteriores
que usaram diferentes abordagens para inibir a via IL-33/ST2, nas quais os granulomas do
figado ndo mostraram diferenca no tamanho ou eram menores quando comparados aos grupos
de controle (Yu et al. 2015; Vanella et al. 2016; He et al. 2018). Embora tenha havido uma
redugo na concentragdo de IL-4 no figado de camundongos ST27 cronicamente infectados,
a reducdo de IFN-y e IL-10 foi maior; portanto, as razdes IL-4/IFN-y ¢ IL-4/IL-10 indicam
claramente uma maior polarizacdo da resposta Th2 no figado nestes camundongos em
comparacdo as respostas Thl e regulatérias. Essas citocinas tém um papel sinérgico na
neutralizacdo da patologia mediada por Th2 causada nas infecgdes por S. mansoni (Hoffmann
et al. 2000; Hesse et al. 2004; Taylor et al. 2006; Haeberlein et al. 2017). A predominancia de
uma resposta Th2 também é apoiada pelo aumento da infiltracdo de eosinofilos e dos niveis de
CCL24 (Hogan 2009; Ariyaratne & Finney 2019; Wen & Rothenberg 2016). Além disso, uma
resposta Th17, principalmente via IL-17, também foi associada a patologia mais grave na
esquistossomose (Rutitzky et al. 2011;Zhang et al. 2012; Chen et al. 2013; Zhang et al. 2015).
Como a IL-17 e o IFN-y podem regular um ao outro (Rutitzky et al. 2011), a razdo I1L-17/IFN-
v na fase cronica também indica claramente uma predominancia de 1L-17 sobre IFN-y, diferindo
da fase aguda e da infeccdo crénica em camundongos WT. A maior infiltracdo de neutrdfilos
também ¢é apoiada pelo aumento da razdo IL-17/IFN-y, visto que a resposta Thl7 esta
relacionada a inflamacdo do granuloma nas infec¢bes por S. japonicum, parcialmente devido
ao recrutamento de neutrofilos (Zhang et al. 2012). Portanto, o aumento da mortalidade
observada na auséncia da via 1L-33/ST2 é provavelmente devido a uma alteragdo nos
mecanismos de modulacdo das respostas Th2 e Th17 durante a esquistossomose cronica, o que
leva a um aumento da infiltragdo de granulécitos e desorganizacéo da reacdo do granuloma.

A via IL-33/ST2 tem sido associada & gravidade em varios modelos de doengas cuja

patologia envolve fibrose, como fibrose hepatica induzida por tioacetamida e por CCL4 (Liu et
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al. 2012; Mchedlidze et al. 2013), fibrose pulmonar induzida por bleomicina (Luzina et al.
2013; Li et al. 2014), infeccdo por Helicobacter hepaticus (Cao et al. 2020) e a prépria
esquistossomose (Yu et al. 2015; Vanellaet al. 2016; He et al. 2018; Li et al. 2019). No entanto,
em alguns modelos experimentais de infeccdes, a exemplo da malaria cerebral ocasionada pela
infeccdo por Plasmodium berghei, IL-33 tem se mostrado uma citocina importante quando se
trata de controle patoldgico, apesar de ndo estar envolvida no controle da parasitemia (Besnard
et al. 2015). Em estudos com popula¢des humanas, também ha evidéncias de que os niveis
plasmaticos de I1L-33 ndo estdo relacionados a gravidade da fibrose hepatica na esquistossomose
(Kamdem et al. 2019).

Neste capitulo, 0 uso de camundongos ST2” mostrou que a ativagio da via 1L-33/ST2
durante a esquistossomose experimental tem fundamental importancia para a modulacdo do
granuloma e sobrevivéncia adequada durante a infeccdo crénica por S. mansoni, que vai além
da fibrose hepética; no entanto, a participacdo da via IL-33/ST2 no mecanismo de fibrose
associada a esquistossomose precisa ser melhor estudado.
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7. CAPITULO?2

PAPEL DA ATIVACAO DA VIA IL-33/ST2 NO DESENVOLVIMENTO DA
FIBROSE HEPATICA INDUZIDA POR GRANULOMAS DE SCHISTOSOMA MANSONI
EM CAMUNDONGOS

Dados ainda ndo publicados



79

Os ovos de Schistosoma mansoni sdo frequentemente retidos em diferentes 6rgdos do
hospedeiro, sendo o figado o principal afetado, e este processo lesiona células endoteliais e
hepaticas que resulta na liberacdo da alarmina IL-33. A participacdo da ativagdo da via IL-
33/ST2 foi demonstrada em modelos de doengas inflamatdrias que resultam em fibrose, como
a fibrose pulmonar e hepética induzidas quimicamente; entretanto, na fibrose hepatica em
consequéncia da esquistossomose permanece pouco explorado, tornando-se o objetivo deste
capitulo. Para isto, marcadores de fibrose foram avaliados no figado de camundongos BALB/c
WT e deficientes no receptor de IL-33 (ST27) infectados com S. mansoni. A carga parasitaria
foi inicialmente mensurada pela contagem de ovos no lobo esquerdo do figado. Foram
realizadas andlises histopatoldgicas e morfométricas da inflamacéo hepética e fibrose induzida
pelo trematodeo, utilizando as coloragdes de Tricrbmio de Masson, Picrosirius e Prata
Amoniacal de Gomori. Também foi quantificado a concentracdo tecidual hidroxiprolina e a
expressdo de o-actina de musculo liso (a-SMA) em células que compéem o granuloma
hepatico, através de analise imunohistoquimica. Nossos dados mostraram que a contagem de
ovos e o0 conteudo de hidroxiprolina no figado dos animais infectados foram semelhantes nas
duas linhagens. No entanto, a analise histopatoldgica revelou que a matriz extracelular nos
granulomas de camundongos ST27- apresenta-se desorganizada. Durante a esquistossomose
aguda, o tecido hepatico de camundongos ST27", apesar da expressdo aumentada de mMRNA
para TGF-g, apresentou diminuicdo de a-SMA em células do granuloma hepaético, indicando
menor ativacdo de HSC e reducgdo na diferenciacdo de miofibroblastos. A infeccdo por S.
mansoni induziu aumento da expressdo de Col | em ambas linhagens de camundongos, mas
somente camundongos WT infectados mostraram aumento significativo da expressdo de Col
Il e Col VI, resultando em diferenca significativa entre camundongos WT e ST27.
Acompanhando a expressdo reduzida de Col Ill e Col VI, a presenca de fibra reticular nos
granulomas também foi diminuida nos camundongos deficientes, sugerindo que as diferencas
na formacdo e deposicdo da matriz extracelular do granuloma hepético destes animais seria
consequéncia das diferentes proporcdes nos tipos de colageno encontrados. Os dados indicam
que a ativacao da via IL-33/ST2 é essencial para transdiferenciacdo de miofibroblastos e para
producdo de colagenos do tipo Il e VI, resultando na reducédo de formacao de fibras reticulares
e desorganizacdo do granuloma hepético de camundongos infectados por S. mansoni.

Palavras-chave: S.mansoni, coldgeno, matriz extracelular, miofibroblastos, granuloma, fibras
reticulares
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7.1 RESULTADOS - Capitulo 2
7.1.1 Diferenciacéo de células estreladas hepaticas (HSC)

A transdiferenciacdo de HSC em miofibroblastos € parte importante na producéo de
matriz extracelular observada na fibrose hepética; e este processo € caracterizado pela expresséo
de a-actina de musculo liso (a-SMA) (Bachem et al. 1992; Carson et al. 2018). A anélise
imunohistoquimica do figado de camundongos WT e ST2 infectados revelou que muitas
células de granulomas formados durante a esquistossomose aguda (fig. 16A) e cronica (fig.
16C) em camundongos WT expressaram a-SMA; entretanto, nos camundongos ST27
infectados observamos poucas células na reacdo granulomatosa expressando a-SMA (fig. 16B
e 16D). A analise morfométrica da area corada em marrom em camundongos infectados
cronicamente confirmou a presenga de menor quantidade de células a-SMA™ nos granulomas

hepaticos na auséncia da ativagdo da via IL-33/ST2 (fig. 16E).
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Figura 16. Analise imunohistoquimica da expressido de a-SMA em granulomas hepaticos induzidos por
S.mansoni. (A-D) Fotomicrografias representativas do tecido hepético de camundongos WT e ST27 apds
incubagdo com anticorpo anti-a-SMA infectados com S. mansoni. Escala de barra = 50um. A presenga de células
a-SMA* foi revelada com substrado para peroxidase e esté representada em marrom. (A) Granuloma hepético de
camundongo WT apds 8 semanas da infeccdo por S. mansoni (fase aguda) (B) Granuloma hepatico de camundongo
ST27- ap6s 8 semanas da infecgio por S.mansoni (fase aguda). (C) Granuloma hepéatico de camundongo WT apds
14 semanas de infeccdo por S.mansoni (fase cronica). (D) Granuloma hepatico de camundongo ST2* apds 14
semanas de infec¢do por S.mansoni (fase cronica). (E) Analise morfométrica mostrando a porcentagem de area
marcada com a-SMA por campo nos granulomas hepéticos durante a fase cronica da infec¢do. Foram analisados
3 camundongos por grupo. As barras mostram a média + erro padréo. As comparagdes entre os grupos foram
realizadas pelo teste de Mann-Whitney e o valor de p foi atribuido. * representa diferencas significativas entre
camundongos infectados de diferentes linhagens (**** p <0,0001).
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7.1.2 Deposicao de colageno

Para avaliacdo da producdo e deposicdo de coldgeno em granulomas hepaticos de
camundongos WT e ST27 os niveis de hidroxiprolina foram mensurados. Confirmando nossos
dados anteriores (Maggi et al. 2021), o numero de ovos de S. mansoni retidos no tecido hepatico
de ambas as linhagens foi estatisticamente semelhante no decorrer da infeccdo (fig. 17A). A
concentracdo de hidroxiprolina no figado aumentou significativamente durante a fase cronica
da infecgdo, tanto em WT como em ST2”, mas ndo houve diferencas entre as linhagens de
camundongos (fig. 17B). A andlise histopatoldgica do tecido hepético corado com Tricromio
de Masson, coloracdo especifica para deposicdo de colageno, revelou que, embora o conteldo
hepatico de hidroxiprolina em camundongos infectados de ambas as linhagens fosse
semelhante, o padrdo de deposi¢do de coldgeno nos granulomas mostrou diferencas marcantes
entre 0s grupos, especialmente na fase cronica da infeccédo por S. mansoni (fig. 17C-D). Na fase
crbnica da esquistossomose, observou-se que em camundongos WT a deposicao de colageno
no granuloma foi compacta e organizada em fibras bem delimitadas ao redor dos ovos (fig.
17C), porém em camundongos ST2”, o colageno apresenta-se desorganizado e distribuido
livremente e amplamente ao redor dos ovos, aléem de mostrarem um infiltrado celular acentuado
(fig 17D).
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Figura 17. Avaliacio da deposicdo de colageno no figado de camundongos WT e ST2* infectados com
S.mansoni. (A) Quantificacio de ovos no figado de camundongos WT e ST27 na fase aguda e cronica. (B)
Quantificagio das concentragBes de hidroxiprolina nos figados de camundongos WT e ST2” infectados e ndo
infectados. Foram analisados 12 camundongos por grupo. As barras mostram a média + erro padrdo. As
comparac@es entre os grupos foram realizadas por Two-Way ANOVA seguida pelo pés-teste de Bonferroni, e o
valor de p foi atribuido. # representa diferencas significativas entre camundongos infectados e o respectivo controle
néo infectado; & representa diferencas significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparacéo
com camundongos da mesma linhagem da fase aguda. (&& ou ## p <0,01; ### p <0,0001). ©
Fotomicrograficas coradas com Tricromio de Masson de granuloma hepético de camundongo WT durante a fase
cronica (14 semanas) de infeccéo por S.mansoni. (D) Fotomicrograficas coradas com Tricrémio de Masson de
granuloma hepatico de camundongo ST2 durante a fase cronica (14 semanas) de infecgdo por S.mansoni. Escala
de barra = 50pm.

7.1.3 Expressdo de genes pro-fibroticos e diversidade de tipos de fibras de

coldgeno no granuloma periovular hepético
Para avaliar como a auséncia de ativacdo da via IL-33/ST2 afeta a expressdo de genes
associados a fibrose hepatica em camundongos infectados, foi realizado uma RT-PCR (fig. 18).
A infeccdo por S. mansoni aumentou significativamente os niveis de mRNA de TGF-5 em
camundongos ST27 em comparagio ao seu controle ndo infectado e aos camundongos

infectados com WT na fase aguda. Durante a esquistossomose cronica, a expressao diminuiu
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para niveis semelhantes aos dos camundongos WT, mas ainda significativamente maior do que
0 nivel detectado em camundongos do grupo controle (fig. 18A). Em relagdo aos niveis de
mRNA do Col I (fig. 18B), todos os camundongos infectados, na fase aguda e cronica,
apresentaram aumento em relacao aos seus respectivos controles nédo infectado. No entanto, ndo
foram encontradas diferencas entre as linhagens avaliadas. Quanto a expressédo de Col 11 (fig.
18C) e de Col VI, sua expressao foi significativamente alta nos camundongos WT comparado
aos seus respectivos controles, tanto na fase aguda como crbnica da esquistossomose
experimental. Em contraste, nos camundongos ST2” infectados a expresséo de Col Il (fig.
18C) e de Col VI (fig. 18D) foram estatisticamente semelhantes ao detectado nos animais néo
infectados (controle), tanto na fase aguda como na cronica da esquistossomose, resultando em
diferenca estatistica em relacao a expressao genica observada em camundongos WT em ambas

as fases da infeccéo por S. mansoni.
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Figura 18. Expresséo de genes pro-fibréticos no figado de camundongos WT e ST27 infectados. A RT-PCR
foi realizada com a extracio de mMRNA do homogenato do figado de camundongos WT e ST2* infectados e n&o
infectados com 8 e 12 semanas de infecgdo. Foram utilizados 5 camundongos por grupo. Quantificacdo relativa de
mRNA de (A) TGF-g, (B) Col I (C) Col 11 e (D) Col VI. As barras mostram a media * erro padrdo. As comparagées
entre os grupos foram realizadas por Two-Way ANOVA seguida pelo pos-teste de Bonferroni, e o valor de p foi
atribuido. * representa diferencas significativas entre camundongos infectados de diferentes linhagens; #
representa diferencas significativas entre camundongos infectados e o respectivo controle ndo infectado; &
representa diferencas significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparagdo com
camundongos da mesma linhagem infectados na fase aguda. (*, # ou & p <0,05; **, ## ou && p <0,01; ##H## p
<0,0001).
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Para uma melhor caracterizacdo dos diferentes tipos de fibras de coldgeno e como estao
dispostos nos granulomas, utilizamos os cortes hepaticos corados com Picrosirius Red e
analisamos sob luz normal e polarizada. Embora a coloracdo de Picrusirius tenha demonstrado
a deposicéo de colageno na reacdo granulomatosa em ambas as linhagens de camundongos (fig.
19A-D), a andlise dos cortes hepéticos sob luz polarizada confirmou que granulomas de
camundongos WT (fig. 19C) apresentaram fibras de coldgeno vermelho e verde, que
representam colagenos tipo | e Ill, respectivamente. Em contraste, as fibras presentes em
camundongos ST27- eram quase todas vermelhas sob luz polarizada, indicando uma clara
predominéancia de colageno tipo I (fig. 19D), confirmando os dados de expressdo de coladgeno
(fig. 18B e 18C). Padrdo semelhante foi observado nas fases aguda e crbnica da

esquistossomose experimental.

BALB/c WT - Fase crdnica ST27 - Fase cronica
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Figura 19. Deposicdo de fibras de colageno na coloracdo de Picrosirius Red em granulomas hepéticos de
camundongos WT e ST27 infectados com S.mansoni. Fotomicrografias demonstrativas de cortes de figado de
camundongos WT e ST2" infectados e coradas com Picrosirius Red. Escala de barra = 50um. (A) Granuloma hepético
de camundongo WT em fase cronica sob microscopia dptica (B) Granuloma hepético de camundongo ST27 em fase
cronica sob microscopia 6ptica (C) Granuloma hepatico de camundongo WT em fase crénica sob luz polarizada (D)
Granuloma hepatico de camundongo ST27 em fase cronica sob microscopia optica. (=) setas vermelhas indicam a
presenca de colageno | e Il (coloragdo verde); (=) setas brancas indicam a presenca de colageno | (coloracédo
avermelhada).

7.1.4 Presenca de fibras reticulares

O efeito da reducdo da deposicdo de colageno Il e VI em granulomas hepaticos
formados na auséncia de ativagdo da via IL-33/ST2, e a presenca e disposicédo de fibras
reticulares na matriz extracelular de granulomas também foi avaliada para melhor compreensédo
em laminas coradas com Prata Amoniacal de Gomori (fig. 20). As diferencas nas fibras de
colageno nos granulomas WT e ST2 foram mais evidentes na fase cronica. Conforme ilustrado
na fig. 20B e confirmado com analise morfométrica, os granulomas formados na auséncia de
sinalizag&o de 1L-33/ST2 apresentam uma reducéo significativamente na formacao e deposicédo
de fibras reticulares (fig. 20B e 20C). Em contraste, camundongos WT desenvolveram
granulomas com fibras reticulares bem organizadas ao redor dos ovos, como podemos observar

a érea preta na periferia do ovo (fig. 20A).
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Figura 20. Deposicéo de coldgeno intersticial em granulomas hepaticos. Fotomicrografias representativas de
cortes de figado coradas com Prata Amoniacal de Gomori de camundongos WT e ST2 infectados com S. mansoni
na fase aguda ou crénica. Escala de barra = 50um. (A) Granuloma de camundongo WT apds 14 semanas de
infeccdo com S. mansoni (fase cronica) (B) Granuloma de camundongo ST27 apds 14 semanas de infecgdo com
S. mansoni (fase cronica). (C) Andlise morfométrica de fibras reticulares em cortes de figado de camundongos
infectados durante as fases aguda e cronica da infec¢do. Os dados sdo representados em média + erro padréo. As
comparacdes entre 0s grupos foram realizadas por Two-Way ANOVA seguida pelo pos-teste de Bonferroni, e o
valor p foi atribuido. * representa diferencas significativas entre camundongos infectados de diferentes linhagens
(* p <0,05).

7.2 DISCUSSAO - Capitulo 2

A fibrose hepatica € consequéncia de uma inflamacdo persistente e progressiva

ocasionada pelo excesso de danos gerados ao figado, que resulta em uma resposta anormal e
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exacerbada de cicatrizacdo deste tecido lesionado (Seki & Brenner 2015; Aydin & Akcalr
2018). Evidéncias experimentais sugerem que, quando ocorre dano hepatico agudo, a liberacéo
da alarmina IL-33 por células endoteliais e hepatocitos lesados pode contribuir para inducéo da
resposta imune que leva a remodelacdo e protecdo tecidual; entretanto, em lesdes crénicas a
liberacdo continuada desta alarmina torna-se um fator crucial de inducéo da fibrose hepética e
precisa ser melhor investigada (Weiskirchen & Tacke 2017). Mdltiplos fatores podem resultar
em fibrose hepatica, entre eles hepatites virais, consumo excessivo de alcool, e infeccdes
parasitarias como a esquistossomose. A patologia cronica causada pela infeccdo por S. mansoni
é iniciada pela retencdo dos ovos nos capilares hepaticos, que ativam elementos das respostas
imune inata, Thl, Th2, Th17 e regulatdria, levando a formacgdo de granulomas, processo que
muitas vezes resulta em um quadro de fibrose hepatica, que é uma das principais alteracdes
associadas aos casos cronicos graves desta parasitose (Pearce & MacDonald 2002; Taylor et al.
2006; Smith et al. 2009; Carson et al. 2018; Yu et al. 2021). Neste capitulo, nds avaliamos a
participagdo da ativacdo da via IL-33/ST2 no desenvolvimento da fibrose hepatica ocasionada
pela infeccdo experimental de S.mansoni. Nossos dados indicam que a auséncia de ativacao da
via IL-33/ST2 durante a infec¢do experimental por S. mansoni ndo alterou significativamente
0 conteudo hepético de hidroxiprolina, uma medida indireta de deposi¢do de colageno no
tecido. Entretanto, os animais ST27" apresentaram menor ativacio de células estreladas
hepéticas (HSC) e, consequentemente, menor diferenciacdo destas células em miofibroblastos.
A menor diferenciacdo de miofibroblastos foi acompanhada por reducdo da expressdo de
colageno do tipo 111 e do tipo VI e da formacéo de fibras reticulares de colageno no granuloma
esquistossomotico.

As HSC sdo células residentes no parénquima hepatico, localizadas no espaco de Disse
entre as células endoteliais sinosoidais e 0s hepatécitos, sendo demonstrado que a
transdiferenciacdo destas células, do seu estado quiescente para estagio de miofibroblasto, com
atividade pro-fibrotica e proliferativa, tém um papel central na patogénese da fibrose hepatica
induzida por diferentes agentes lesivos ou inflamatorios (Benyon & Arthur 2001; Seki &
Brenner 2015; Tsuchida & Friedmann 2017). Dados da literatura indicam que a ativacdo de
HSC e sua diferenciacdo em miofibroblasto é um processo complexo com a participacéo de
multiplos fatores produzidos por células residentes ou recrutadas, que atuam em diferentes
momentos do processo de ativacdo, proliferacdo, fibrogenese e regulacdo dos miofibroblastos
(Tsuchida & Friedmann 2017). Dentre as principais vias de ativacdo das HSC, podemos citar
primeiramente, o dano epitelial hepatico, como por exemplo, a morte de hepatdcitos e de células

biliares epiteliais, que induzem a ativagdo das HSCs diretamente ou através de citocinas
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liberadas pelas células de Kupffer, mondcitos derivados de medula dssea, células Th17 e/ou
linfocitos inatos (ILC) (Seki & Brenner 2015). Citocinas e fatores de crescimento, como TGF-
B, IL-13, IL-1B, IL-17, PDGF (platelet-derived growth factor), CTGF (connective tissue growth
factor) e VEGF (vascular endothelial growth fator), bem como presenca de LPS, elementos da
via Hedgehog (Hh) e interacdo da matrix extracelular com ligantes na superficie de HSC ja
foram descritas como determinantes na regulagéo do processo de ativagdo de HSC em resposta
a diferentes mecanismos de inducéo de fibrose hepética (Lee et al. 2001; Seki & Brenner 2015;
Higashi et al. 2017; Tsuchida & Friedmann 2017). Além dos fatores discutidos, Marvie et al.
(2010) demonstraram que a liberacdo de 1L-33 foi correlacionada com a expressao de ST2 e de
coldgenos no modelo de fibrose induzida por CCls e na fibrose hepéatica humana. Nestes
modelos, 1L-33 ativa a producéo precoce de IL-13 em linfécitos imune inatos do tipo 2 (ILC2)
e macréfagos residentes do figado, que por sua vez desencadeiam a ativacdo e
transdiferenciacdo de HSCs de uma forma dependente do fator de transcricdo STAT6 e da
expressao do receptor de IL-4 tipo 2, ao qual I1L-13 se liga, contribuindo para ativacédo celular
e desencadeando assim o processo de fibrose (McHedlidze et al., 2013).

Na esquistossomose, evidéncias experimentais indicam que HSCs ativadas também
sejam uma das principais fontes de deposicao de colageno, sendo essencial na fibrose hepatica
e na remodelacdo da matriz extracelular (Benyon & Arthur 2001; Carson et al. 2018). O
processo de fibrose hepatica induzida na esquistossomose experimental pode ser dividido em
quatro estagios: recrutamento de fibroblastos e/ou a diferenciacdo das HSC; a proliferacdo das
HSC; producdo de colagenos e formacdo da matriz extracelular seguida da sua remodelacédo
(Grimaud 1987; Benyon & Arthur 2001; Booth et al. 2004; Anthony et al. 2010b). Entretanto,
a participacdo de IL-33 no processo de ativacdo das HSCs e fibrose hepética induzida pela
deposicao de ovos de Schistosoma sp ainda € menos conhecida (Osman et al. 2006; McHedlidze
et al. 2013; Carson et al. 2018). Nossos dados revelam que a infec¢do por S. mansoni em
camundongos ST27 resultou em reducdo significativa da expressdo de a-SMA em células
recrutadas para o granuloma esquistossomatico hepatico, sugerindo que a ativacao da via IL-
33/ST2 é essencial para ativacao, migragédo e/ou proliferacdo de HSCs em miofibroblastos neste
modelo de fibrose hepética. Surpreendemente, os niveis de expressdo génica de TGF-£, um dos
principais ativadores de HSCs ja descrito (Bachem et al. 1992; Carson et al. 2018), foram
significativamente maiores em animais ST2”- comparado aos WT, durante a esquistossomose
experimental aguda, sugerindo um problema na expresséo da forma ativa desta citocina e/ou
outras vias de ativacao/prolifereacdo de miofibroblastos na esquistossomose. Neste sentido, é

importante salientar que a concentracdo de TGF-f no homogenato hepatico de camundongos
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ST27 infectados foram semelhantes ao detectado em WT, enquanto que a concetragio de IL-
17 foi maior e de IL-13 foi menor nestes animais (Fig. 12 — capitulo 1: Maggi et al. 2021).

Kaviratne e colaboradores (2004), demonstraram que animais IL-13" infectados com
S.mansoni apresentaram a quase completa anulacdo do processo de fibrose apesar da producéo
continua e inalterada de TGF-P. Estes autores demonstraram que ao inibir parte da cascata de
sinalizagdo de TGF-B durante a esquistossomose experimental ndo houve alteracdo no
desenvolvimento da fibrose ou na producéo de 1L-13, comprovando que o processo de fibrose
hepatica induzida pela infeccdo por S. mansoni é dependente de 1L-13, mas independe de TGF-
B. Conforme demonstrado em outros modelos de fibrose hepética, IL-13 pode ser ativada pela
via de IL-33, o que implica que o mecanismo de fibrose hepética durante a esquistossomose é
impulsionado principalmente por um equilibrio de IL-33 e IL-13, em vez de TGF-f (Carson et
al. 2018). Outra possibilidade para explicar nossos dados em relacdo a menor ativacao das HSC
em animais ST2” infectados apesar dos altos niveis de expressdo de TGF-8 pode estar
relacionado a necessidade da ativacéo de 1L-33/ST2 para a expressao dos receptores de TGF-
nas HSC, e assim possibilitar sua diferenciacdo em miofibroblastos.

Esta fraca ativacdo das HSCs em animais ST27 também foi comprovada por Tan e
colaboradores (2017) no modelo experimental de fibrose por ligagédo do ducto biliar (BDL). As
HSC isoladas de animais ST2”- mesmo estimuladas com altas concentragdes (100ng/mL) de
IL-33 recombinante ndo conseguiram ser ativadas, como também ndo conseguiram ativar 0s
fatores de transcricdo JNK/ERK/p38 da via MAPK que sdo associadas a funcionalidade da via
IL-33/ST2, mostrando que o efeito bioldgico de IL-33 € dependente da ativacao da via MAPK
e da sinalizacdo de ST2 nas HSC. Ao inibirem a via INK/ERK/p38-MAPK em HSCs isoladas
de animais C57BL/6, uma diminuicdo drastica na producdo de coladgeno foi observada,
indicando que a sinalizacdo de 1L-33/ST2 por esta via é essencial para ativacao e funcionalidade
das HSCs.

Diferentes populagdes de miofibroblastos sdo observados durante o desenvolvimento
da fibrose ao redor dos granulomas. A deposicéao de colageno na area mais interna do granuloma
parece estar associada a miofibroblastos derivados de um capilar do sistema porta hepatico
localizado ao redor dos ovos apresionados, enquanto a deposicdo mais externa, geralmente em
uma area de 100 um de distancia dos ovos, surgem de celulas hepaticas estreladas ativadas
(Lenzi et al. 2006). Como a diminuigdo da area de a-SMA foi generalizada em nossas laminas
analisadas, pode-se sugerir que animais ST2” apresentem uma deficiéncia também em ativar
ambos tipos de miofiobrablastos o que pode refletir a deficiéncia na deposicdo de diferentes

tipos de colageno e na menor producao das fibras reticulares.
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Apesar de auséncia da ativagdo de IL-33 impossibilitar a correta diferenciacdo de
miofibroblastos durante a infeccdo por S.mansoni, a deposicdo de ovos e o contetdo de
hidroxiprolina encontrado no figado destes animais foram semelhantes. Corroborando com
nossos dados, Vanella e colaboradores (2016) também observaram niveis altos e semelhantes
do contetido de hidroxiprolina no figado de camundongos IL-33"" infectados com S.mansoni.
Apesar de nossos dados mostrarem que o conteudo tecidual de hidroxiprolina ter sido
semelhante entre as duas linhagens de camundongo analisadas, foram marcantes as diferencas
na deposicao de colageno no granuloma entre animais WT e ST27, retratadas pela coloracio
Tricrdbmio de Masson. Animais deficientes depositam coldgeno de forma totalmente
desorganizada e exsudativa. Condizente com o aumento de hidroxiprolina, houve um aumento
da transcricio de mRNA de Col | no figado de BALB/c WT e ST2” infectados, enquanto os
colagenos 11l e VI aumentaram apenas para os animais WT. A producdo e deposicdo de
colageno do tipo | e do tipo 11l sdo comumente encontrados no granuloma esquistossomotico,
sendo que o colageno | é o que prevalece durante a fase crénica da esquistossomose (Olds et
al. 1985; Adnani 1985; King 2001; Anthony et al. 2010b). Nossos dados, mostraram que a
expressao de Col | foi mantida na auséncia da via IL-33/ST2, mas a auséncia do receptor ST2
reduziu significativamente a expressao de Col 11l e Col VI na fase aguda da esquistossomose,
resultado confirmado pela analise histologica com coloragdo de Picrosirius em luz polarizada.
A inducdo de expressdo de Col | nos animais ST2" infectados pode estar relacionada a alta
expressdo de mRNA de TGF-f, e aos niveis aumentados de IL-17 no figado j& que estas
citocinas sdo descritas como potentes indutores da producdo de colageno do tipo | (Hellerbrand
et al. 1999; Meng et al. 2012; Tsuchida & Friedmann 2017). Enquanto, a reducdo dos niveis de
colageno I11, estdo de acordo com dados encontrados na literatura para o0 modelo de tendiopatia
humana e murina, no qual foi possivel relacionar 1L-33 com a sintese de colageno IlI,
mostrando que esta citocina desempenha um papel fundamental na transicdo da sintese de
colageno ll1, através da regulacdo de miRNA29a, ou seja, quando ha regulacdo negativa de
miRNA29a em tenocitos humanos € visto a inducdo e aumento na expressao de IL-33 e
colageno 111 e, consequentemente na remodelacdo inicial do tenddo (Millar et al. 2015).

A consequéncia da menor produgéo de colageno tipo Il e VI na auséncia da ativacédo
do receptor ST2, resultou na menor deposicdo e maior desorganizacao das fibras reticulares
nestes animais. As fibras reticulares s&o fibras continuas de coldgeno compostas de colageno
tipo I e 111 em associacdo com outros colagenos, como o V (Ushiki et al. 2002); e esta rede de
fibras auxilia na protecdo do tecido lesionado contribuindo principalmente para a contengéo

dos antigenos dos ovos (Pearce & MacDonald 2002; Costain et al. 2018). Em consequéncia
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desta desorganizagédo na deposi¢do da matriz extracelular e na grande reducéo na formacao de
fibras reticulares no granuloma esquistossomético formado em animais ST27, estas estruturas
podem ndo confinar corretamente os antigenos liberados pelos ovos de S.mansoni,
desenvolvendo maiores lesdes hepaticas como observado nas histopatologias e
consequentemente maior mortalidade (Fig. 9- capitulo 1; Maggi et al. 2021).

Esta diferenca da producéo dos tipos de colagenos, péde ser notada em outro modelo
experimental, como demonstrado por Li e colaboradores (2014) no modelo de indugédo de
fibrose pulmonar em camundongos ST2”" e C57BL/6 WT submetidos & inoculacio com
bleomicina. Nestes animais, a bleomicina estimulou a expressdo de colageno | de forma
semelhante em ambas as linhagens de camundongos, porém foi verificado uma significativa
reducdo da expressdo de Col Il nos animais ST2™, que foi associado a reparacio precoce de
fibrose. Quando camundongos WT receberam mlL-33 juntamente com a bleomicina foi
observado um aumento de células inflamatdrias como macrofagos alternativamente ativados
(M2) e ILC2 que aumentaram a producdo de IL-13 e TGF-B, de colageno soluvel e da expressao
de Col 11, e, consequentemente, aumentou o score da fibrose.

Além das HSCs, os macréfagos alternativamente ativados também tém uma especial
funcdo no processo de fibrose. Macrofagos alternativamente ativados expressam tipicamente
baixos niveis de citocinas inflamatérias e altos niveis de TGF-B, que tendem a promover a
expressdo de coladgeno e a fibrose (Spencer et al. 2010). Na esquistossomose, evidéncias
experimentais indicam que macréfagos M2 tem uma participacdo fundamental no
desenvolvimento da fibrose e na reparacdo tecidual (Gordon 2003; Biswas & Mantovani 2010;
Anthony 2010b). Sendo considerada uma alarmina de perfil Th2, 1L-33 parece ser um potencial
ativador de macréfagos M2 durante a resposta imune inata e adaptativa, pois amplificam
fortemente a expressao de arginase | e citocinas que contribuem para os processos de fibrose
(Kurowska-Stolarska et al. 2009). Alguns autores ja relataram esta ligacdo de 1L-33 com
macrofagos e o desenvolvimento de fibrose pulmonar (Li et al. 2014), renal (Li et al. 2019) e a
fibrose hepatica pela infecgdo por S.japonicum (Peng et al. 2016). Entretanto, ainda é pouco
esclarecido e necessario mais estudos quanto a agdo de 1L-33 na ativagdo e diferenciacdo dos
macrofagos envolvidos na fibrose hepatica durante a infeccdo por S.mansoni, podendo este ser
0 ponto chave para o entendimento do desenvolvimento deste processo.

Concluimos com nossos achados que a via IL-33/ST2 é essencial para ativacao de
HSCs e sua transdiferenciacdo em miofibroblastos, consequentemente afetando a produgéo de
diferentes tipos de colageno e a formacgéo de fibras reticulares que auxiliam na organizacgdo da

matriz extracelular observada nos granulomas esquistossomaticos, possibilitando assim, o
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desenvolvimento adequado do granuloma hepatica durante a esquistossomose e a sobrevivéncia

do hospedeiro.
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8. CAPITULO3

PARTICIPACAO DA VIA IL-33/ST2 NO PERFIL DE ATIVACAO DE
MACROFAGOS DURANTE A INFECCAO EXPERIMENTAL POR SCHISTOSOMA
MANSONI EM CAMUNDONGOS BALB/c

Dados ainda n&o publicados
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Os macrdfagos constituem cerca de 30% das celulas que compdem os granulomas hepéticos
induzidos pela deposicdo de ovos de Schistosoma mansoni. Neste ambiente,
predominantemente Th2, estas celulas sdo preferencialmente diferenciadas em macrofagos
alternativamente ativados ou M2, que contribui na remodelacao tecidual e no confinamento dos
produtos toxicos secretados pelos ovos, bem como participam da evolucéo da fibrose hepatica,
associada a casos graves da esquistossomose. A citocina IL-33 € uma alarmina caracteristica da
resposta imune inata, considerada um potencial ativador de macrdfagos alternativamente
ativados (M2) durante a resposta imune inata e adaptativa, porém pouco se sabe sobre a acao
desta citocina no processo de ativacdo e diferenciacdo dos macrofagos, durante a formacéo e
modulagdo dos granulomas induzidos pela infeccdo por S. mansoni e, consequentemente, na
gravidade da esquistossomose, tornando-se o objetivo deste capitulo. Para tanto, camundongos
BALB/c WT e BALB/c geneticamente deficientes na produgéo do receptor de IL-33 (ST27)
foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni e avaliados comparativamente quanto a
ativacdo e diferenciacdo dos macréfagos isolados na medula 6ssea através da dosagem de 6xido
nitrico (nitrito) e arginase. Também foi avaliada o perfil de ativacdo de macrofagos presentes
nos granulomas hepaticos dos animais infectados de ambas as linhagens através da expressao
dos genes NOS-2, Arg-1, IL-10, Relm-a, MgL2, Chi3I3, quantificacio da atividade de NAG (N-
acetilglicosamidase), da producgdo de 6xido nitrico e arginase. Nossos dados in vitro indicam
que os mondcitos recuperados da medula Ossea de animais ST27 e estimulados para
diferenciacdo em M1 e M2 produzem menores niveis de arginase e maiores niveis de nitrito
comparado as células diferenciadas a partir da medula 6ssea de animais selvagens. Nas
infeccBes experimentais foi detectado aumento da atividade de NAG no tecido hepético de
animais WT e ST27-, sem diferenca entre as linhagens; entretanto, camundongos ST2”* n&o
infectados e cronicamente infectados apresentaram expressdo significativamente maior de
NOS-2 no tecido hepéatico, marca caracteristica de M1. Em contrapartida, ao quantificar a
expressdo de genes que caracterizam a ativacdo de macréfagos M2, verificou-se que na fase
aguda os niveis de mMRNA de Arg-1 aumentam e de MgL2 e Chi3I3 diminuiram em ST27,
enquanto os niveis de mMRNA de IL-10 e Relm-a mantiveram-se semelhantes entre as duas
linhagens no decorrer da infeccdo. Esta variacdo na ativacdo de macréfago M2 também foi
observada na atividade de arginase no homogenato hepatico, onde a atividade enzimatica foi
significativamente maior em camundongos ST2” ap6s 8 semanas de infeccdo, mas sem
diferenca nos animais cronicamente infectados. Desta forma, concluimos que a via IL-33/ST2
é necessaria para a diferenciacdo adequada dos diferentes tipos de macréfagos o que afeta
diretamente na modulagdo do granuloma e equilibrio da resposta imune durante a
esquistossomose.

Palavras chaves: IL-33/ST2, Schistosoma mansoni, granuloma, modulagdo, macrofagos
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8.1 RESULTADOS - Capitulo 3

8.1.1Caracterizacgdo do perfil de diferenciacdo de macréfagos derivados da
medula ossea de camundongos WT e ST27 infectados com S.mansoni

Com o objetivo de avaliar a participacdo da ativacdo da via IL-33/ST2 na diferenciacao
e ativacdo de macrdfagos, inicialmente foi mensurado a atividade de arginase e a producao de
nitrito, como medida indireta de 6xido nitrico (NO), no sobrenadante de cultura de macréfagos
derivados da medula 6ssea (BMDM) de animais BALB/c WT e  ST27 infectados ou néo com
S.mansoni e cultivados sob diferentes estimulos.

Os dados mostram que macréfagos diferenciados in vitro a partir de células da medula
osséa de camundongos ndo infectados ou com 8 semanas de infeccdo por S. mansoni e
cultivadas na auséncia de estimulos (fig. 21A) ou estimulados com citocinas do perfil Th2 (fig.
21B) ou com SEA (fig. 21C) produziram baixa concentracdo éxido nitrico. Além disto, a
auséncia do receptor ST2 nestas células ndo altera significantemente a producdo de NO2’, ndo
sendo observado diferenca entre as linhagens avaliadas (fig. 21A-20C). Entretanto, macr6fagos
derivados de medula ¢ssea de camundongos ST27- cronicamente infectados sem estimulo
(fig.21A) ou estimulados com citocinas Thl (fig. 21D) produziram niveis estatisticamente
superiores de nitrito em relacdo aos demais grupos experimentais e este perfil de ativacdo foi
revertido quando as células foram diferenciadas na presenca de citocinas Th2 (fig. 21B) ou SEA
(fig. 21C).
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Figura 21. Quantificacdo da atividade de 6xido nitrico em sobrenadante de BMDM de camundongos WT e
ST27 infectados por S.mansoni. Os camundongos foram infectados por via subcutanea com 50 cercérias de S.
mansoni e eutanasiados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12 ap6s a infeccdo (fase crénica). Ap6s 7 dias de cultura e
diferenciacdo dos macréfagos da medula dssea, estas células foram estimuladas durante 72h ou ndo com SEA
(5pg/mL), ou com um mix de citocinas para diferenciacdo de M1 (TNF-o e INF-y) ou M2 (IL-4, IL-13 e IL-33),
todas as citocinas na concentracdo de 1ng/mL. Os dados séo apresentados como um grafico de pontos e média,
cada ponto representando um animal. Comparacdes entre mesma fase utilizou-se anélise Test T Student ou Mann-
Whitney. Comparacdes entre fases diferentes (aguda e cronica) Two-Way ANOVA test Bonferroni Multiple
Comparison., e o valor de p foi atribuido. * representa diferencas significativas entre camundongos infectados de
diferentes linhagens; & representa diferencas significativas entre camundongos infectados cronicamente em
comparacdo com camundongos da mesma linhagem infectados na fase aguda; # representa diferencas
significativas em comparacdo com o grupo ndo infectado da mesma linhagem de camundongos (* ou # ou &
p<0,05; ** ou ## ou && p <0,01; ### p <0,001; **** ou &&&& p <0,0001).

Os mondcitos derivados da medula dssea de animais WT e ST27 com 8 semanas de
infeccdo por S. mansoni e diferenciados em macrofagos in vitro mostraram um aumento
significativo da producéo de uréia, que &€ uma maneira de estimar atividade de arginase, em
relacdo aos macrofagos obtidos de animais ndo infectados ou na fase cronica da
esquistossomose, independente do estimulo que receberam (fig. 22A-22D). Nas culturas de
macrofagos mantidas sem estimulo, ou estimuladas com as citocinas IFN-y e TNF-a, o nivel de
atividade de arginase foi estatisticamente semelhante nas diferentes linhagens de camundongos,
nos diferentes tempos examinados (fig. 22A e fig. 22D). Entrentato, quando as culturas

celulares foram estimuladas com citocinas de perfil Th2 (IL-4, IL-13 e 1L-33) foi verificado
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que os niveis de arginase produzidos por macréfagos obtidos de camundongos ST27- foram
estatisticamente menores comparado aos animais BALB/c WT na fase aguda da
esquistossomose (fig. 22B), enquanto que em culturas estimuladas com o antigeno de ovos de
S.mansoni (SEA) a atividade de arginase foi significativamente maior em células de

camundongos ST27- que de WT, em ambas as fases da infeccéo (fig. 22C).
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Figura 22. Quantificacdo da atividade de arginase em sobrenadante de BMDM de camundongos WT e ST2"
" infectados por S.mansoni. Os camundongos n&o infectados ou infectados por via subcutanea com 50 cercarias
de S. mansoni foram eutanasiados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12 ap6s a infec¢do (fase cronica) para recuperacao
e diferenciacdo de celulas da medula ossea. Apos 7 dias de cultura e diferenciacdo dos macréfagos da medula
0ssea, estas células foram estimuladas durante 72h ou ndo com SEA (5pg/mL) e um mix para diferenciagéo de M1
(TNF-0 e INF-y), e para M2 (IL-4, IL-13 e IL-33) todas as citocinas na concentra¢do de 1ng/mL. Os dados séo
apresentados como um gréfico de pontos e média, cada ponto representando um animal. Comparagdes entre mesma
fase utilizou-se analise Test T Student ou Mann-Whitney. Comparacdes entre fases diferentes (aguda e cronica)
Two-Way ANOVA test Bonferroni Multiple Comparison., e o valor de p foi atribuido. * representa diferencas
significativas entre camundongos infectados de diferentes linhagens; & representa diferencas significativas entre
camundongos infectados cronicamente em comparacdo com camundongos da mesma linhagem infectados na fase
aguda; # representa diferencas significativas em comparacdo com o grupo ndo infectado da mesma linhagem de
camundongos (* ou # ou & p<0,05; ** ou ## ou && p <0,01; ### p <0,001; **** ou &&&& p <0,0001).
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8.1.2 Perfil de ativacdo de macrdfagos hepéticos

Como a auséncia do receptor de ST2 resultou em alteracéo no perfil de diferenciacao de
macrofagos derivados da medula 6ssea in vitro e tendo conhecimento da importancia dos
macrofagos na formacao, manutencdo e modulacdo da reposta imune induzida pela infeccéo
por S.mansoni, o efeito da ativacdo da via IL-33/ST2 na diferenciacdo e ativacao de macrédfagos
também foi avaliado in vivo. Na figura 23 pode-se verificar que a atividade de N-
acetilglicosamidade  (NAG), atividade enzimatica indiretamente associada ao
recrutamento/ativacdo de macrofagos, aumenta significativamente no homogenato hepatico de
camundongos no decorrer da infecgdo, mas sem diferencas entre as linhagens avaliadas. Com
relacdo aos niveis de nitrito, medida indireta da producdo de NO, foi verificado aumento
significativo no homogenato hepéatico de camundongos cronicamente infectados de ambas as
linhagens em relac&o aos seus controles, sendo 0 aumento maior nos camundongos ST27, estes
também apresentaram um aumento progressivo dos niveis de nitrito no decorrer da infecgdo
(fig. 23B). Com relacéo a atividade de arginase, a infec¢éo levou a um aumento significativo
da producdo de arginase no homogenato hepatico dos animais ST2”" na fase aguda em relacéo
aos seus controles e aos WT, entretanto na fase cronica este perfil foi revertido, havendo uma

reducdo também significativa em relacdo aos animais BALB/c WT (fig. 23C).
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Figura 23. Quantificacdo da atividade de N-acetilglicosamidase (NAG), éxido nitrico e arginase no
homogenato hepatico de camundongos WT e ST2”- durante a infecgdo por S.mansoni. Os camundongos
BALB/c WT e ST2- foram infectados por via subcutanea com 50 cercérias de S. mansoni e sacrificados nas
semanas 8 (fase aguda) ou 12 ap6s a infeccao (fase crénica). Os dados sdo apresentados como um grafico de pontos
e média, cada ponto representando um animal. As comparacdes entre os grupos foram realizadas por Two-way
ANOVA seguida pelo pds-teste de Bonferroni, e o valor de p foi atribuido. * representa diferencas significativas
entre camundongos infectados de diferentes linhagens; & representa diferencas significativas entre camundongos
infectados cronicamente em comparacdo com camundongos da mesma linhagem infectados na fase aguda; #
representa diferencas significativas em comparagdo com o grupo ndo infectado da mesma linhagem de
camundongos (# p<0,05; ** ou && p <0,01; ### p <0,001; **** ou ###Hp <0,0001).
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Para melhor caracterizar o perfil de ativacdo de macréfagos presentes no figado no
decorrer da infeccdo por S. mansoni, o nivel de expressao de genes caracteristicos da ativacdo
M1 (NOS-2) e M2 (Arg-1, IL-10, Relm-a, Chi3I3 e MgL2) foram mensurados por RT-PCR e 0s
dados estdo representados na figura 24.

Foi verificado que o nivel de expressdo do gene NOS-2 no figado de camundongos
WT € baixo e ndo altera na fase aguda da infec¢do por S. mansoni; entretanto, na fase cronica
da esquistossomose houve uma reducao significativa em relagcdo a fase aguda. Em contraste,
camundongos ST27 ndo infectados e cronicamente infectados apresentaram niveis de
expressdo de NOS-2 significativamente superiores comparado aos animais BALB/c WT (fig.
24A). Este nivel mais elevado de expressdo de NOS-2 ndo foi detectado durante a
esgsuistossomose aguda em animais ST27" (fig. 24A).

A infeccdo por S. mansoni induziu aumento da expressao de mMRNA de genes associados
a ativacdo de macrdéfagos M2 no figado de camundongos de ambos 0s grupos experimentais,
BALB/c WT e ST27; entretanto, houve diferencas no perfil de ativacdo dos diferentes genes.
No caso de Arg-1, camundongos ST27" com esquistossomose aguda apresentaram niveis de
expressdo hepatica deste gene significativamente mais elevados que camundongos WT na
mesma fase da infeccdo, mas na fase crbnica o nivel de expressdo de Arg-1 nos animais
deficientes diminuiu significativamente em relacdo a fase aguda, entretanto, sem diferencas
entre as linhagens (fig. 24B). A infeccdo por S.mansoni também induziu aumento significativo
dos niveis de mMRNA de IL-10 (fig. 24C) e de Relm-« (fig. 24D) tanto na fase aguda como na
fase cronica da esquistossomose, mas sem diferenca significativa entre WT e ST27".

Também houve um aumento significativo da expressdo de MgL2 no figado de
camundongos WT e ST2” infectados comparado aos seus controles, tanto na fase aguda como
na fase crbnica, sendo que, na fase aguda este aumento foi significativamente maior nos
camundongos WT comparados aos animais deficientes (fig. 24E).

A ultima marca de M2 avaliada foi o nivel de expressdao de MRNA de Chi3l3, sendo
verificado que em animais nédo infectados de ambas as linhagens nao foi possivel quantificar a
expressdo deste gene. Na fase aguda da infecgéo por S. mansoni foi verificado um aumento
significativo de expressdo Chi3I3 nos animais WT comparado aos ST27", enquanto que na fase
crbnica da esquistossomose a expressdo deste gene diminuiu consideravelmente nos animais
WT comparado com a fase aguda, e foi semelhante entre ambas as linhagens (fig. 24F). Estes
dados indicam que a infec¢do por S.mansoni em animais deficientes é capaz de ativar os M2,

entretanto, ndo todos 0s subtipos.
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Figura 24. Caracterizacdo do perfil de macréfagos ativados no figado durante a infeccdo por S.mansoni.
Quantificacdo relativa de mRNA de NOS-2(A), Arg-1(B), IL-10 (C), Relm-a (D), MgL2 (E) e Chi3I3(F) no
homogenato de figado em animais BALB/c WT e ST2" durante a infeccdo por S.mansoni pela técnica de RT-
gPCR. Os camundongos foram infectados por via subcutanea com 50 cercarias de S. mansoni e sacrificados nas
semanas 8 (fase aguda) ou 12 apos a infecgdo (fase cronica). Os dados sdo apresentados como um grafico de pontos
e média, cada ponto representando um animal.As comparagdes entre os grupos foram realizadas por Two-way
ANOVA seguida pelo pds-teste de Bonferroni, e o valor de p foi atribuido. * representa diferencas significativas
entre camundongos infectados de diferentes linhagens; & representa diferencas significativas entre camundongos
infectados cronicamente em comparacdo com camundongos da mesma linhagem infectados na fase aguda; #
representa diferencas significativas em comparagdo com o grupo ndo infectado da mesma linhagem de
camundongos (* ou # ou & p<0,05; ** ou ## ou && p <0,01; ### p <0,001; **** ou &&&& p <0,0001).
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8.2 DISCUSSAO - Capitulo 3

A formacéo do granuloma hepatico em resposta aos antigenos secretados pelo ovos de
S.mansoni depositados no tecido, depende do recrutamento e ativagdo de uma variedade de
tipos celulares, incluindo as células hepaticas estreladas, células dendriticas, células linfoides
do tipo 11, linfécitos, neutrofilos, eosindfilos e principalmente macrofagos (Chang et al. 2006;
Swartz et al. 2006; Mchedlidze et al. 2013; Hams et al. 2013; Lopes et al. 2019). Neste capitulo,
enfatizamos a importancia da ativagdo da via 1L-33/ST2 no recrutamento e ativacdo de
diferentes subpopulacdes de macrofagos durante a infeccdo por S. mansoni. Os dados
preliminares obitidos neste estudo indicam que a auséncia da ativacdo da via IL-33/ST2 afeta a
diferenciacéo in vitro de macrdfagos derivados de medula 6ssea, favorencendo a diferenciacéo
de macrdéfagos M1 em culturas estimuladas com citocinas Thl e em culturas recolhidas de
camundongos cronicamente infectados pelo parasito e cultivados sem restimulagdo. O tecido
hepéatico de camundongos ST2” infectados com S. mansoni também apresentou alteracéo na
ativacdo de subpopulacdes de macrofagos, com expressdo aumentada de NOS-2 e ARG-1 e
reducdo na expressao de MgL2 e Chi3I3, enquanto os niveis de mRNA IL-10 e Relm-a
mantiveram-se semelhantes.

Os macrdfagos sdo células de grande plasticidade e que se diferenciam e adaptam ao
perfil de resposta imune do ambiente em que se encontram (Mantovani et al. 2004). Um
ambiente de perfil Th1, polariza a diferenciacdo de mondcitos em macrdfagos classicamente
ativados, enquanto em uma resposta predominantemente Th2 os mondcitos podem se
diferenciar em macrofagos alternativamente ativados (Barron & Wynn 2011b; Duque &
Descoteaux 2014; Martinez & Gordon 2014; Moghaddam et al. 2018). Esta alteracdo do perfil
e fungdo dos macrdfagos € criticamente determinante para o hospedeiro, principalmente frente
a infeccdes cronicas por helmintos, como a esquistossomose (Allen & Wynn 2011; Barron &
Wynn 2011b).

Nossos dados mostraram que a atividade de NAG no homogenato hepatico dos animais
infectados, medida indireta da presenca de macrofagos no tecido, foi semelhante em ambas as
linhagens de camundongos avaliadas, indicando que o recrutamento de macrofagos para figado
nos animais infectados por S.mansoni ndo depende da ativagdo do receptor ST2. Entretanto, a
auséncia da sinalizacdo da via IL-33/ST2 resultou em aumento significativo da expressdo de
NOS-2 e da producédo de 6xido nitrico, especialmente na esquistossomose cronica, sugerindo
que a auséncia do receptor ST2 pode facilitar a diferenciacdo de macréfagos M1. A presenca

de IFN-y, LPS ou TNF-a sdo cruciais para a ativagdo dos macrofagos M1, uma vez ativados,
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estes expressam IL-12 e iINOS (NOS-2) (Martinez & Gordon 2014). Entretanto, os dados
apresentados nas figuras 12E e 13A desta tese, ndo indicam aumento da resposta Thl nos
camundongos ST27 infectados, sugerindo que a estimulacio de M1 aumentada na auséncia
deste receptor ndo possa ser explicada pela producéo de IFN-y. Em macréfagos humanos o
receptor CCR7 (ligantes as quimiocinas CCL19 e CCL21), assim como a quimiocina CCL3 sdo
importantes para regulacdo e ativacdo de M1, tendo sido relato o aumento destas moléculas
quando estas celulas foram estimuladas com IL-33 recombinante (Martinez et al. 2006; Joshi
et al. 2010), entretanto, seria necessario mais estudos para entender o papel destas quimiocinas
no processo de regulagéo da diferenciagdo de M1 via ativagdo de IL-33/ST2 no contexto da
esquistossomose. Outra hipétese seria que 0s niveis de LPS poderiam estar aumentados nestes
animais deficientes infectados com S.mansoni, desta forma, favorecendo a maior ativacéo de
M1. No modelo murino de infec¢do por S.mansoni, Pereira e colaboradores (2017), observaram
que o LPS prejudicou o microambiente pulmonar ao interromper agudamente 0os mecanismos
homeostaticos inflamatorios, através do aumento de citocinas inflamatdrias e dxido nitrico
intensificando desta forma a esquistossomose pulmonar, processo que pode estar relacionado
com a atividade dos macréfagos classicamente ativados.

A atividade de M1 nos granulomas esquistossomaticos sdo determinantes na evolugéo
da esquistossomose. Hesse et al. (2001) mostraram que camundongos geneticamente
deficientes no gene NOS-2, quando infectados por S.mansoni, desenvolvem granulomas oito
vezes maiores que os ndo deficientes, com aumento da deposicdo da coldgeno e formacao de
um padrdo denso de fibrose ao redor dos ovos do parasito retidos no figado. Por outro lado, o
excesso de ativacdo de M1 também pode acarretar maiores danos teciduais ao redor dos ovo de
S.mansoni, aumentando a area de inflamacdo. Esta resposta exacerbada de M1 pode ser menos
efetiva em auxiliar o transito de ovos através da parede do intestino, mas também danificar a
integridade do epitélio intestinal devido ao aumento da inflamacdo local, que favorece a
penetracao de bactérias do limen, podendo levar a septicemia do hospedeiro (Barron & Wynn
2011b). Herbert e colaboradores (2004), demonstraram que a morte de camundongos que
apresentavam deficiéncia na expressdao do receptor IL-4Ra somente em neutrofilos e
macrdfagos (LysMCeIL-4Ra /M%) submetidos a infecgdo experimental por S.mansoni estava
associada, dentre outros fatores, a0 aumento da resposta Thl e da atividade de NOS-2, que
levou a dificuldade da expulsdo dos ovos e sepsi do hospedeiro. Portanto, nossos dados de
aumento da atividade dos M1 visto nos camundongos ST2” pode ser o motivo do
desenvolvimento de granulomas mais inflamatdrios e consequentemente da maior mortalidade

observada nestes animais.
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Antigenos excreto/secretado pelos ovos de S.mansoni retidos nos tecidos do
hospedeiro sdo os principais indutores da resposta Th2 detectada em camundongos a partir da
quarta a sexta semana pos infeccdo (Barron & Wynn 2011b). Estudos in vitro mostraram que
presenca de citocinas de perfil Th2, como IL-4 e IL-13, leva ao aumento da sintese de arginase-
1, enzima do ciclo da uréia que converte L-arginina em L-ornitina, fornecendo prolina para
sintese de colagenos. Com esta via ativada, ha uma diminuicdo da sintese de iNOS, pois eles
competem por um substrato da via em comum, dependente de STAT®6, desta forma, quando ha
aumento de arginase leva a polarizacdo e ativacdo de M2 e diminuicdo dos M1, pela reducgéo
de INOS (Rutschaman et al. 2001; Munder 2009; Martinez & Gordon 2014). Portanto, 0
balango entre NOS-2 e arginase correlaciona-se com o balanco entre as respostas Thl e Th2,
assim também ocorre durante a infecgdo por S.mansoni, 0 que garante a sobrevivéncia do
hospedeiro (Munder et al. 1998; Munder et al. 1999; Barron & Wynn 2011b).

Hesse e colaboradores (2000) explicaram melhor este conceito frente a
esquistossomose, concluindo que a resposta anti-inflamatéria e anti-fibrética sdo dependentes
de NOS-2. Estes autores mostraram que camundongos deficientes em IFN-y falharam em
produzir uma resposta inflamatdria exagerada que estava associada a deficiéncia na producéo
de oxido nitrico. Ao avaliarem a infeccdo por S.mansoni em camundongos que tiveram a
ornitina-aminodecarboxilase bloqueada (enzima que usa o produto do metabolismo da arginina,
L-ornitina, para gerar poliaminas), estes desenvolveram maiores granulomas
esquistossomoticos e aumentada fibrose hepatica, mostrando que a regulacdo ARG-1/NOS-2 é
de fundamental importancia para a patogénese da formacéo do granuloma (Hesse et al. 2001).
A producdo de IL-4 e IL-13, bem como a ativacdo de M2 e a expressdo de arginase-1 estdo
relacionados com o processo de fibrose em decorréncia da formagdo dos granulomas, estes
macrofagos alternativamente ativados podem atuar direta ou indiretamente nos fibroblastos
contribuindo com a remodelacédo tecidual, desta forma reduzindo a morbidade e mortalidade
durante a esquistossomose (Pearce & MacDonald 2002; Wynn et al. 2004; Pesce et al. 2009;
Barron & Wynn 2011b).

A ativacdo dos subtipos de M2 estdo relacionados com alguns outros fatores da
resposta imune, como presenca de mediadores anti-inflamatorios (IL-10 e glucocorticéides),
producéo de fatores de crescimento celular (GM-CSF) e liberacdo de alarminas apds o dano
celular, como 1L-33, IL-25 e adenosinas (Mosser & Edwards 2008; Kurowska-Stolarska et al.
2009; Biswas & Mantovani 2010).

A funcdo de potente ativador de M2 da citocina IL-33, foi descrita em alguns trabalhos

por estimular a producdo de IL-13, dependente dos receptores IL-13/IL-4Ra, € induzirem a
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producéo de TGF-f e das ILC2 que produzem ainda mais IL-13 fazendo um ciclo continuo de
ativacdo deste tipo de macrdfagos (Li et al. 2014). Além disso, é visto que 1L-33 contribui para
0 aumento da producdo de CCL24 e CCL17 levando ao predominio de uma resposta Th2 no
ambiente contribuindo para a polarizacdo dos macrdfagos alternativamente ativados e
amplificagéo da expresséo de ARG-1 e Chi3I3 (YM1) (Kurowska-Stolarska et al. 2009; Li et al.
2014). A relacdo de 1L-33 com a ativacao dos M2 ja foi demonstrada em alguns modelos, como
de infeccdo por S.japonicum (Peng et al. 2016), de inflamacdo pulmonar como asma
(Kurowska-Stolarska et al. 2009), inflamacdo pulmonar ocasionada pela infecgdo experimental
do fungo Alternaria alternata (Jackson-Jones et al. 2016), e também em modelos de fibrose
pulmonar induzida por bleomicina (Li et al. 2014), fibrose renal pela obstrugdo uretreal
unilateral (Li et al. 2019), e no modelo de encefalomielite autoimune experimental (Jiang et al.
2012).

Em nosso modelo, a infeccéo por S.mansoni desencadeou a expressédo dos marcadores
referentes a ativacdo de M2, tanto na fase aguda como na fase cronica, em animais BALB/c
WT e ST2”. Surpreendentemente, contradizendo os dados encontrados na literatura, nossos
resultados indicam que a auséncia da sinalizacdo da via IL-33/ST2 durante a infeccdo por
S.mansoni levou a intensificada ativacdo da expressdao de ARG-1 e aumento da atividade de
arginase durante a fase aguda da infec¢do. Os niveis de expressdo de Relm-a (F1ZZ1) no figado
de camundongos ST27- aumentou com a infecgdo de forma semelhante ao detectado nos
camundongos WT, isto sugere que a falta de sinalizacdo de IL-33 ndo impossibilitou dos
macrofagos de subtipo M2a fossem ativados, ja que estas sdo duas marcas predominantes neste
subtipo de célula (Cortes-Selva & Fairfax 2021). Segundo Barron & Wynn (2011b), a expressao
de Relm-a ndo é limitada apenas aos macréfagos, mas pode ser derivada de células epiteliais e
também dos eosindfilos, portanto, a alta e continua expressao deste gene nos animais deficientes
condiz com os altos niveis de EPO (fig.15B) encontrados nestes animais quando infectados.

Assim como para Relm-a 0s niveis de expressdo de IL-10 mantiveram-se semelhantes
mesmo com auséncia da via IL-33/ST2, o que condiz com a producéo de IL-10 (fig. 12H)
encontrada no figado dos animais ST2”. Por outro lado, a expressdo dos genes Chi3I3 (YM1) e
MgL2 reduziram consideravelmente durante a fase aguda da esquistossomose em camundongos
deficientes para o receptor ST2.

Apesar da atividade dos M2a estar mais ligada a um perfil inflamatdrio, a expresséo
de ARG-1 também ¢é caracteristica do subtipo M2c, assim como, a expressdo IL-10 e estas
células apresentam um perfil mais protetivo ao hospedeiro, pois direciona a reparagdo tecidual
(Mooser 2003; Mantovani et al. 2004; Biswas & Mantovani 2010; Lu et al. 2013; Duque &
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Descoteaux 2014). Além disso, os M2b quando ativados secretam a citocina IL-10 e s&o células
relacionadas também com a reparacdo tecidual via remodelagdo da matrix extracelular e ja
foram relatadas como importantes para a regulacdo da formacdo do granuloma durante a
infeccdo por S.mansoni (Fairfax et al. 2012; Cortes-Selva & Fairfax 2021). Portanto,
camundongos ndo deficientes podem também estimular a diferenciacdo de macrofagos dos
subtipos M2b e M2c e orquestrar uma resposta com perfil modulatério frente a
esquistossomose, enquanto que a reducdo de algumas marcas de ativacdo de macrofagos
observada nos animais ST2" sugere ativacio preferencial de macréfagos M2a, resultando em
resposta altamente inflamatdria. Isto sugere que, possivelmente ha outras células com perfil
reparador e regulatério como por exemplo as Treg, envolvidas no processo de fibrose hepatica,
que possam estar desreguladas favorecendo este perfil mais inflamatério nestes animais
infectados por S.mansoni. Entretanto, ainda é necessario maior estudo e investigacdo para o
entendimento da relacdo da via IL-33/ST2 com os subtipos de macréfagos e outros tipos
celulares que estdo envolvidos na resposta imune protetora contra S.mansoni.

Nossos dados demonstraram que a auséncia da ativagdo da via IL-33/ST2 proporcinou
a intensa diferenciacdo de macrofagos M2a durante a fase aguda e de macrofagos M1 durante
a fase cronica, fazendo com que os animais ST2”" infectados mantivesse constantemente um
perfil mais inflamatorio durante o decorrer da infec¢do por S.mansoni, 0 que acarretou na maior

patologia observada nestes animais.
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9. CONCLUSAO GERAL

Concluimos que a auséncia da sinalizacdo da via IL-33/ST2 na esquistossomose

experimental tem fundamental importancia no desenvolvimento da doenca (fig. 25). Neste

modelo experimental, nossos dados mostram que a ativacdo da via I1L-33/ST2:

N&o altera a inducdo da resposta Th2, mas afeta o equilirio entre as respostas
Th1/Th2, e intensifica a reposta Th17 alterando significativamente a formagao
do granuloma;

Participa da ativacdo de HSC e sua diferenciacdo em miofibroblastos,
consequentemente afetando a producdo de diferentes tipos de colageno que
contribuem para formagdo de granulomas organizados, e evolugdo mais
modulada da fibrose hepaética;

Interfere na ativacao de macrofagos, resultando em diferente perfil de expressdo
de genes associados a diferencia¢do de macréfagos M2, como aumento de ARG-
1 e reducéo de Chi3I3 (YM1) e MgL2, na fase aguda da infeccdo por S. mansoni,
seguido por aumento na expressao do gene NOS-2, Esta alteragdo no perfil da
ativacdo dos macrofagos pode contribuir para maior celularidade dos
granulomas hepaticos e para ineficiéncia na contencdo dos antigenos de
S.mansoni, que pode ter favorecido a maior mortalidade da esquistossomose nos

animais ST27;

Nossos dados também sugerem que a auséncia de ativacao da via IL-33/ST2 pode afetar

a inducao de mecanismos imunoregulatérios responsaveis pela modulagdo do granuloma, um

dos principais elementos relacionados a gravidade da esquistossomose cronica. Neste sentido,

estudos complementares relacionados ao papel de IL-33 na ativacdo e polarizacdo dos

diferentes subtipos de M2 e de linfécitos T com papel modulador, como células Treg, ainda se

fazem necessarios para que possamos ter um melhor entendimento deste processo.
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Figura 25. Esquema dos efeitos da auséncia da sinalizacdo da via IL-33/ST2 na esquistossomose
experimental. A auséncia da sinalizagdo de IL-33 acarreta uma série de consequéncias no desenvolvimento da
resposta imune durante a esquistossomose experimental, trazendo o desequilibrio entre as respostas Th1/Th2 e
intensificando a resposta Th17, além de afetar a ativagdo de miofibroblastos contribuindo para ma producéo dos
diferentes tipos de colageno contribuindo para formacdo de granulomas hepaticos ineficientes. Esta citocina
também mostrou ser fundamental para ativacdo de macréfagos com perfil regulatério mantendo constantemente
um perfil inflamatdrio durante todo decorrer da infecgdo por S.mansoni.
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