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RESUMO  

A liberação dos antígenos secretados pelos ovos de Schistosoma mansoni que ficam 

aprisionados nos tecidos, principalmente no fígado, induzem uma resposta inflamatória 

granulomatosa do tipo 2 (Th2) que é determinante para a evolução da morbidade da 

esquistossomose. IL-33 e seu receptor ST2, são expressos por diversas células imunes inatas, 

como macrófagos, eosinófilos, linfócitos inatos do tipo II que estimulam a produção precoce 

de citocinas, como IL-13 e IL-5, e participam da resposta imune responsável pela formação do 

granuloma e da evolução do processo de fibrose hepático. Sendo assim, idealizamos neste 

trabalho avaliar a participação da via IL-33/ST2 na formação e modulação dos granulomas 

hepáticos, no desenvolvimento da fibrose e na ativação e diferenciação de macrófagos. Desta 

forma, avaliamos comparativamente a resposta imune e a formação 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 parasitária, resposta 

imune hepática, a formação dos granulomas hepáticos, bem como, o processo de fibrose e a 

participação dos diferentes tipos de macrófagos envolvidos neste contexto. Nossos dados 

mostraram que a carga parasitária foi semelhante em camundongos WT e  ST2-/-, mas os 

animais ST2-/- infectados apresentaram um aumento na taxa de mortalidade. A ausência da 

ativação de IL-33 não alterou a indução da resposta Th2 e levou a um predomínio de Th17 no 

tecido hepático. Os granulomas hepáticos de animais deficientes apresentaram conteúdo de 

hidroxiprolina semelhante com os WT, entretanto, estes são maiores e com intenso infiltrado 

celular, ricos em eosinófilos e neutrófilos. O granuloma de animais deficientes apresentou ainda 

matriz extracelular desorganizada, justificada pela redução na ativação de HSC e sua 

transdiferenciação em miofibroblastos, apesar da expressão aumentada de TGF-β. Isto 

impactou na expressão reduzida dos Col III e Col VI nos animais ST2-/-, fato que foi 

acompanhado pela redução na formação de fibras reticulares na matrix extracelular do 

granuloma. A avaliação do perfil de macrófagos in vitro indicou que os monócitos recuperados 

da medula óssea de animais ST2-/- e estimulados para diferenciação em M1 e M2 produzem 

menores níveis de arginase e maiores níveis de nitrito comparado às células diferenciadas de 

WT. Na esquistossomose experimental também foi detectado variação na ativação de 

macrófagos M2 no fígado dos camundongos ST2-/- em comparação aos WT, com aumento da 

expressão de ARG-1 e da atividade de arginase e redução de MgL2 e Chi3l3 na fase aguda da 

infecção, sugerindo maior ativação de M2a. Por outro lado, na esquistossomose crônica estes 

animais tiveram aumento significativo da expressão de NOS-2 no tecido hepático, indicando 

aumento de macrófagos M1. Os dados indicam que a ativação da via IL-33/ST2 não é essencial 

para a indução da resposta Th2, mas é necessária para a modulação da resposta Th17, 

diferenciação adequada de macrófagos, para diferenciação de HSC em miofibroblastos e 

produção de diferentes colágenos, permitindo a formação de fibras reticulares e a formação de 

granulomas hepáticos capazes reduzir o dano tecidual e controlar a mortalidade do hospedeiro 

durante a esquistossomose. 

Palavras chave: S.mansoni, resposta Th2, granuloma hepático, fibrose, macrófagos, 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 II 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 (ST2-/-) 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 IL-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-β. This impacted the reduced expression of Col III and Col VI 

in ST2-/- 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 ST2-/- 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 ST2-/- mice compared to WT, with increased 

expression of ARG-1 and arginase activity and reduction of MgL2 and Chi3l3 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 IL-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, IL-33 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Em 1851, no Egito, Theodor Bilharz descreveu pela primeira vez a esquistossomose que 

permanece sendo uma das doenças parasitárias mais estudadas (Amaral et al. 2006). A 

esquistossomose é uma doença tropical potencialmente letal e crônica, endêmica em 78 países 

localizados em regiões tropicais e sub-tropicais do mundo (figura 1). Segundo dados da 

Organização Mundial de Saúde (WHO 2020) é estimado que 236 milhões de pessoas sejam 

acometidas por esta helmintose em todo mundo, sendo a África Subsaariana a área com maior 

número de pessoas infectadas e com risco de transmissão. A quimioterapia preventiva em larga 

escala tem sido adotada como estratégia de controle para esquistossomose em 51 países 

endêmicos com transmissão de moderada a alta, sendo reportado para o ano 2019 um total de 

105.391.167 milhões de pessoas que receberam tratamento, das quais 86.258.239 milhões eram 

crianças em idade escolar (WHO 2020).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Distribuição geográfica dos países endêmicos para a esquistossomose no ano de 2020. 78 países são 

endêmicos, sendo 51 países que requerem o tratamento preventivo (WHO 2020). 

A morbidade da esquistossomose humana está relacionada à carga parasitária, tempo 

de exposição ao parasito e/ou frequência de reinfecções, estado nutricional e co-morbidades do 

hospedeiro. Outro fator determinante na morbidade da esquistossomose é o tipo e intensidade 

da resposta imunológica do hospedeiro à infecção (Hiatt et al. 1980; De Jesus et al. 2002; Abath 

et al. 2006).  

Devido à adaptação parasito-hospedeiro bem-sucedida, 90% dos indivíduos infectados 

em áreas endêmicas são assintomáticos 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 crônica leve, onde os ovos do parasito ficam retidos em pequena 

quantidade nas ramificações terminais mais finas da veia porta no fígado 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 crônica grave da esquistossomose, denominada de 

hepatoesplenica, que é caracterizada pela intensa deposição de ovos na região periportal, 

provocando expansão fibrótica generalizada no espaço porta acompanhada de lesões destrutivas 

e obstrutivas do sistema da veia porta intra-hepático (Andrade 2008).   

A resposta imune induzida por Schistosoma mansoni no hospedeiro é caracterizada 

por três momentos distintos. Primeiramente, o hospedeiro infectado desenvolve uma resposta 

imunológica direcionada aos antígenos secretados por esquistossômulos e vermes adultos, 

determinando a produção de citocinas pró-inflamatórias predominantemente de perfil Th1. Em 

seguida, com o aparecimento dos ovos, novos antígenos são secretados induzindo a maturação 

de novas células dendríticas e alterando o perfil das citocinas para Th2, determinante na indução 

da reação celular responsável pela formação de granulomas periovulares e pela deposição de 

colágeno 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 ativação de diversos mecanismos imunoreguladores, como aumento da 

produção 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; Falcão et al. 1998; Wynn et al. 1998; Hoffmann et al. 2000; Pearce 

& MacDonald 2002; Lundy & Lukacs 2013; Chuah et al. 2014). Esta alteração da resposta 

imune é de extrema importância para a evolução da morbidade da esquistossomose, garantindo 

quadros menos graves da doença na maioria dos indivíduos infectados. 

A participação de elementos da resposta imune Th2 associados à formação e 

modulação 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 não é completamente esclarecido o papel da resposta 

imune inata hepática ou intestinal neste processo. Atualmente, alguns elementos da resposta 

imune inata vêm sendo estudados no contexto das doenças infecciosas. Dentre estes elementos 

podemos citar as alarminas TSLP, IL-25 e IL-33, devido ao papel pró-inflamatório que 

desempenham (Vannella et al. 2016). IL-33 é uma citocina da família IL-1 considerada crucial 

para a indução da resposta Th2 associada à resposta a infecções por nematódeos e doenças 

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 relação à esquistossomose, a possível participação da via 

de ativação IL-33/ST2 na patologia da doença é pouco estudada e tem sido o principal interesse 

do nosso grupo de pesquisa e o foco desta tese. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Gênero 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, Superfamília Schistosomatoidea Stiles & Hassal 1898, Família 

Schistosomatidae Stiles & Hassal 1898, e ao gênero Schistosoma Weiland 1858. Ao menos seis 

espécies deste gênero são capazes de infectar o homem, cinco delas causam esquistossomose 

intestinal, são elas: Schistosoma mansoni Sambon 1907, S. japonicum Katsurada 1904, S. 

mekongi Voge, 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 transmissão das diferentes espécies do gênero 

Schistosoma, ilustrada na figura 2, depende da ocorrência de espécies de moluscos que são os 

hospedeiros intermediários susceptíveis a estes parasitos. Schistosoma mansoni é a espécie com 

ampla distribuição na África e Arábia, e é a única responsável pelas infecções observadas na 

América (Gryseels 2012; Colley et al. 2014).   

 

Figura 2. Distribuição geográfica das diferentes espécies do gênero Schistosoma. S. mansoni: sub-Saharan, 

África, Oriente Médio, América do Sul; S. intercalatum: Congo, Nigéria, Chad, República Central Africana; 

S.haematobium: sub-Saharan, Norte da África, Oriente Médio, Índia, Ilha de Madagascar e Mauricio; S.japonicum: 

países da Ásia – China, Filipinas, Indonésia; S.mekongi Laos e Camboja; S.guineensis (não 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 única espécie do gênero Schistosoma encontrada é S. mansoni. Há indícios 

de que este parasito foi introduzido no país através do tráfico de escravos, estabelecendo-se por 

ter encontrado condições ambientais favoráveis e um hospedeiro intermediário adequado (Katz 

& Almeida 2003) e assim dissipou-se pelo fluxo migratório humano do litoral para o interior 

das cidades. A esquistossomose foi detectada pela primeira vez por Pirajá da Silva em 1908 no 

estado da Bahia, e ainda hoje é considerada um grande problema de saúde pública, devido a 

grande extensão de áreas de transmissão e a morbidade associada a esta infecção (Amaral et al. 

2006). A transmissão da esquistossomose no Brasil ocorre em uma vasta área endêmica, 

compreendendo as regiões litorâneas dos Estados de Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do 

Norte, Paraíba, Sergipe, além de extensas regiões da Bahia, Espírito Santo e Minas Gerais. No 

Pará, Maranhão, Piauí, Ceará, Rio de Janeiro, São Paulo, Santa Catarina, Paraná, Rio Grande 

do Sul, Goiás e no Distrito Federal, a transmissão é focal, não atingindo grandes áreas, como 

visto na figura 3 (Coura & Amaral 2004; Katz 2018).  

 

Figura 3. Distribuição da esquistossomose no Brasil. Estimativa realizada pelo Programa Nacional de Controle 

da Esquistossomose entre os anos 2009 a 2017. Destacado em vermelho as áreas de maior concentração 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 milhões de pessoas, residindo em 17 estados brasileiros 
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(Katz & Peixoto 2000). O inquérito nacional de prevalência da esquistossomose e geo-

helmintoses, realizado entre 2010 e 2015, reporta 14 estados brasileiros e o Distrito Federal 

considerados endêmicos para esquistossomose (Katz 2018). O Nordeste e o Sudeste são as 

macrorregiões 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 

áreas endêmicas, a proporção de positivos para o país foi de 0,27% e 3,28% nos municípios 

com mais ou menos 500.000 habitantes, respectivamente. Já nas áreas não endêmicas foram 

respectivamente de 0,05% e 0,13%. Os estados que mostravam proporção 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, Espírito Santo (0,71%), Mato Grosso do Sul (0,19%), Paraíba (0,18%), Maranhão 

(0,13%), São Paulo (0,04%), sendo Pará, Rio Grande do Norte e Distrito Federal 0,02% cada 

(Katz 2018).  Dados publicados pela Organização Mundial de Saúde indicam que o número 

anual estimado de indivíduos infectados e que requerem tratamento preventivo no Brasil é 1,6 

milhões de pessoas, sendo que a grande parte destes indivíduos são crianças em idade escolar 

(WHO 2020). Entretanto, vale ressaltar que este inquérito foi realizado com a técnica de Kato-

Katz, que apresenta baixa eficácia para identificação de pessoas com baixa carga parasitária 

(Oliveira et al. 2018). Apesar dos grandes avanços no controle da esquistossomose mansoni e 

na melhoria das condições de moradia e saneamento básico, esta é uma doença com transmissão 

ativa, não só em áreas de alta endemicidade, mas também em áreas anteriormente não 

endêmicas (King & Dangerfield-Cha 2008).  

 

2.2.2 S. mansoni: desenvolvimento e resposta imune 

 

Schistosoma mansoni possui ciclo heteroxênico, cujo desenvolvimento depende de um 

hospedeiro intermediário – moluscos do gênero Biomphalaria – e do hospedeiro definitivo, 

onde ocorre o ciclo de vida sexuada do parasito. No Brasil, três espécies de gastrópodas do 

gênero Biomphalaria, a citar: B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea, são encontradas 

naturalmente infectadas e podem funcionar como hospedeiros intermediários deste trematódeo, 

enquanto o homem tem sido considerado o hospedeiro definitivo que apresenta maior 

relevância epidemiológica no país (Paraense 2001; Gryseels et al. 2006). O desenvolvimento 

de S. mansoni foi inicialmente estudado por Pirajá da Silva (1908) e Lutz (1919). Como mostra 

a figura 4, os ovos do parasito eliminados nas fezes do hospedeiro infectado entram em contato 
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com a água e liberam o miracídio, larva ciliada que penetra no hospedeiro intermediário, 

molusco Biomphalaria sp. Durante a penetração, miracídios perdem as placas ciliadas e se 

transformam em esporocitos, que após gerações de multiplicações assexuadas formam milhares 

de cercárias, que são liberadas no meio aquático, e constitui a forma infectante para o 

hospedeiro definitivo (Souza et al. 2011; Gryseels 2012; Colley et al. 2014).  As cercárias 

penetram ativamente através da pele do hospedeiro e se transformam em esquistossômulos, 

após 5-7 dias eles migram preferencialmente através da circulação sanguínea para os pulmões 

e daí até o sistema porta hepático, onde os vermes se desenvolvem, acasalam e migram para as 

veias mesentéricas para iniciar a postura de ovos e a eliminação nas fezes é visto a partir do 35º 

dia de infecção (Coelho et al. 1995; Siqueira- Batista et al.  1998; Lenzi et al. 2008; Souza et 

al. 2011; Colley et al. 2014; Schwartz & Fallon 2018).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Durante as primeiras cinco semanas, período pré-patente da esquistossomose, há a 

migração dos esquistossômulos e maturação dos vermes adultos. Nesta fase, desenvolve-se uma 

resposta imune de perfil predominantemente Th1, caracterizada pela produção de citocinas pro-

inflamatórias como interferon gama (IFN-γ), interleucinas 2 (IL-2), IL-1, IL-6, IL-12, e o fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α) (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 antígenos de esquistossomulos e vermes (Grzych et 

al. 1991; Pearce et al. 1991). Na infecção humana, o período pré-patente da esquistossomose 

pode resultar em aumento das citocinas TNF-α, IL-1 e IL-6 (Côrrea-Oliveira et al. 2000; De 

Jesus et al. 2002; Pearce & MacDonald 2002). Nesta fase, o paciente é geralmente 

assintomático, especialmente os residentes em áreas endêmicas que são sensibilizados por 

produtos do parasito ainda “in útero”, como consequência da infecção materna. Esta exposição 

precoce possibilita que estes indivíduos, quando infectados, respondam de forma mais 

modulada em relação a indivíduos de áreas não endêmicas (Novato-Silva et al. 1992; Andrade 

2008).  Entretanto, alguns indivíduos, especialmente os não residentes em áreas endêmicas, 

podem apresentar um quadro febril, acompanhado de mal-estar com extrema prostração, 

calafrios, sudorese, fadiga, mialgia, dores de cabeça, náuseas, vômitos, anorexia, tosse não 

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 à penetração da cercaria, conhecida como dermatite 

cercariana, que geralmente acontece em indivíduos previamente expostos a antígenos de 

cercária (Lambertucci et al. 2005; Gryseels et al. 2006; Caldas et al. 2008).   

Sintomas abdominais, como diárreia com numerosas evacuações e eosinofilia, 

aparecem depois devido à migração dos vermes e inicio da postura dos ovos (Gryseels et al. 

2006). Os vermes adultos (macho e fêmea) acasalados habitam as veias mesentéricas inferiores, 

onde iniciam a ovipostura a partir de 30-35 dias após a infecção; estima-se que os 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 ⅓ dos 

ovos são eliminados pelas fezes, mas a grande maioria deles fica retida na mucosa intestinal ou 

permanecem na circulação mesentérica, sendo carreados e acumulam-se em alguns órgãos, 

principalmente no fígado (Boros & Warren 1970; Cheever et al. 1994; Colley et al. 2014). 

Com o início da ovipostura, entre a 4a e a 5a semana da infecção e a contenção de uma 

parte dos ovos, ocorre uma mudança 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 antígenos secretados pelo ovo do parasito, e o seu desenvolvimento é acompanhado pela 

diminuição da resposta Th1, induzida predominantemente por antígenos específicos das larvas 

e vermes (Pearce et al. 1991).  

A resposta Th2 é responsável pela formação de granulomas, processo inflamatório que 

gera estruturas organizadas ao redor dos ovos que permitem a contenção de enzimas, como ω-

1, IPSE/α-1, lacto-N-fucopentaose III secretadas pelos ovos do parasito em desenvolvimento, 
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que são 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). Além disso, a formação do 

granuloma auxilia na preservação da parede intestinal, prevenindo uma subsequente invasão 

bacteriana durante a infeção (Fallon et al. 2000; Schwartz & Fallon 2018). Nesta fase ocorre 

expansão de células Th2, eosinófilos e basófilos, e aumento na produção das interleucinas 4 e 

5 (IL-4, IL-5), que reflete na estimulação da produção de IgE (imunoglobulina E), IgG1, como 

também na polarização de macrófagos M2 (Mosmann 1992; Schwartz et al. 2014). Além destas 

citocinas há também um aumento na produção de IL-10 e IL-13 (Pearce et al. 1991; Pearce & 

Macdonald 2002; Bartley et al. 2006).  A produção de IL-4 é determinante na estimulação da 

produção de outras citocinas da resposta Th2, como IL-5 e IL-13, e na definição da infiltração 

celular, da organização do granuloma e do desenvolvimento de fibrose (Cheever et al. 1998; 

Yamashita & Boros 1992; Kaviratne et al. 2004). IL-4, IL-5 e IL-13 estimulam a multiplicação 

dos fibroblastos e a diferenciação de miofibroblastos, que produzem componentes da matriz 

extracelular (ECM) essenciais para a remodelação tecidual nas áreas lesadas (Tiggelman et al. 

1995; Burke et al. 2009; Hams et al. 2013). Por outro lado, a resposta inflamatória formada ao 

redor dos ovos disseminados do parasito é fator determinante no desenvolvimento da patologia 

durante a fase crônica da esquistossomose, já que uma resposta Th2 intensa e prolongada pode 

contribuir para o desenvolvimento da fibrose hepática e evolução do quadro hepatoesplenico 

(Cheever et al. 2000; Hams et al. 2013; Schwartz & Fallon 2018). Assim, o granuloma mediado 

pela resposta Th2 é um mal necessário para a sobrevivência do hospedeiro, uma vez que se os 

ovos não são confinados de forma eficaz, os antígenos secretados podem provocar danos 

extensos nos tecidos do hospedeiro ainda na fase aguda da esquistossomose; entretanto, 

granulomas não modulados podem agravar o quadro da esquistossomose crônica. Portanto, é 

imprescindível manter o equilíbrio adequado das respostas Th1/Th2 para controlar as lesões 

excessiva da esquistossomose (Zheng et al. 2020). 

O desenvolvimento da resposta imune durante a infecção aguda e crônica por 

S.mansoni está associada também a ativação das células Th17. Durante a infecção aguda, é 

visto que a indução das células Th17 é especificamente através dos antígenos liberados pelos 

vermes adultos (Soloviova et al. 2019). Quando há início da deposição dos ovos e formação 

dos granulomas, é sabido que os antígenos liberados pelos ovos induzem principalmente a 

resposta Th2, entretanto, este processo também está associado a resposta Th17 e aos altos níveis 

de uma das principais citocinas produzidas pelas células Th17, a IL-17 que contribue para o 

agravamento da resposta imunopatologica associada à 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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infecção experimental por S.mansoni em camundongos deficientes para IL-17 ou IFN-γ foi 

demonstrado uma estreita associação destas duas citocinas; na ausência de IL-17 a infecção 

pelo parasito resultou em aumento dos níveis de IFN-γ mas com redução na imunopatologia da 

esquistossomose, enquanto que em camundongos deficientes em IFN-γ a infecção experimental 

resultou em uma severa imunopatologia associada aos níveis elevados de IL-17. Estes dados 

indicam que IL-17 desempenha um papel patogênico poderoso na imunopatologia grave na 

esquistossomose murina que normalmente é restringido pela produção de IFN-γ (Rutitzky & 

Stadecker 2011). A citocina IL-17 está relaciona a modelos de fibrose hepática, por aumentar 

a expressão de TGF-β1, citocina pró-fibrótica, que induz diretamente a produção de colágeno 

do tipo I pelas células estreladas hepáticas pela via de ativação de STAT3, o que pode estar 

intimimamente associada à severidade da esquistossomose (Meng et al. 2012). 

Posteriormente, após 10-12 semanas de infecção, ocorre uma gradual regulação da 

função das células T CD4+ resultando na redução do tamanho do granuloma ao redor dos ovos, 

caracterizando o início da fase crônica de esquistossomose (Andrade & Warren 1964; Schwartz 

& Fallon 2018). A modulação da resposta imune em infecções por S. mansoni é consequência 

da ativação de diversos mecanismos reguladores, muitos dos quais mediados pela produção de 

IL-10, que resulta na redução da imunopatologia associada à esquistossomose e pode favorecer 

a sobrevivência do hospedeiro (Chuah et al. 2014). Desta forma, a maioria dos pacientes evolui 

para fase crônica leve ou intestinal; entretanto, alguns pacientes podem apresentar a forma grave 

da doença.   

Os fatores que levam alguns pacientes a desenvolverem a forma grave da doença ainda 

não estão totalmente esclarecidos e o aprimoramento deste conhecimento é primordial para o 

desenvolvimento de métodos eficientes de tratamento da esquistossomose. Segundo Abath et 

al. (2006), múltiplos fatores podem estar envolvidos no desenvolvimento de formas graves. A 

carga parasitária e a exposição às re-infecções estão entre as principais causas da evolução para 

forma grave (Bina & Prata 2003; Carvalho & Andrade 2005; Andrade 2008), porém outros 

fatores genéticos e imunológicos também são determinantes na gravidade da esquistossomose, 

salientando a importância do equilíbrio entre as respostas imunes Th1/Th2/Th17 e regulatória 

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 diferenciação da resposta Th2 e, posteriormente, para sua modulação e 

resolução. 
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2.2.3 Granuloma esquistossomótico  

 

Os ovos de Schistosoma mansoni são estruturas rígidas, envoltas por uma rede de 

proteínas reticuladas, e possuem um espículo lateral protuberante, que ainda não apresenta 

funções esclarecidas durante o processo de migração (Costain et al. 2018). Funcionalmente, os 

ovos são estruturas metabolicamente ativas e altamente antigênicas que constitutivamente 

secretam uma variedade de substâncias tóxicas e glicoproteínas, como ômega-1, IPSE/alpha-1 

e kappa-5, que facilitam a passagem dos ovos pelas vênulas e tecidos para alcançar o lúmen 

intestinal e serem eliminados nas fezes (Ashton et al. 2001). Entretanto, a lesão do endotélio 

dos vasos e do epitélio intestinal permite a liberação de citocinas denominadas alarminas, como 

IL-33, que estimulam células da resposta imune inata à produzirem precocemente citocinas do 

tipo-2, como IL-13 e IL-5. Com isso, aumentam a expressão de moléculas de adesão 

(denominadas de CAM- moléculas de adesão celular) em leucócitos e células endoteliais, além 

de recrutarem uma variedade de outras células imunes, como linfócitos T CD4+, eosinófilos, 

macrófagos, células dendríticas, mastócitos, e também ativarem células dos órgãos 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 acúmulo de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) induzem a produção e 

deposição de uma matriz extracelular heterogênea, formando uma estrutura esférica e compacta 

que conterá a ação tóxica e lesiva dos ovos de S. mansoni, denominado de granulomas (Boros 

& Warren 1970; Lenzi et al. 2008; Costain et al. 2018). 

A formação do granuloma envolve interações dinâmicas e intricadas entre célula-

célula e célula-matriz, que sofrem profundas modificações no decorrer da infecção. Os 

granulomas esquistossomóticos podem ser encontrados em diversos órgaõs do hospedeiro, 

como fígado, intestinos, pulmões, bexiga, cérebro, pele, glândulas adrenais, músculos 

esqueléticos, linfonodos, baço, rins e estômago (Cheng 1993; Ross et al. 2002). Como a grande 

parte dos ovos são embolizados no sistema porta, um dos principais órgãos afetados na 

esquistossomose é o fígado, consequentemente as células residentes deste órgão apresentam 

importantes funções frente à doença (Cheng 1993; Ross et al. 2002). As células estreladas 

hepáticas (HSC) são o principal tipo de célula responsável pela deposição de colágeno e 

formação de fibrose no tecido hepático (Carson et al. 2018). Elas compõem 5-8% das células 

do fígado (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 é o primeiro fator de crescimento envolvido na geração 

de células sanguíneas (Maxwell et al. 1994). Após estimulação, as células qHSC sofrem 

processo de transdiferenciação em miofibroblastos e iniciam a produção de colágeno no fígado. 

HSCs ativadas perdem a capacidade de estocarem vitamina A, desenvolvem um citoplasma 

mais amplo e alongado, aumentam a expressão de αSMA (α-smooth muscle actin) e de outros 

genes profibróticos (Bachem et al. 1992). 

A ativação de HSC é influenciada por uma variedade de sinais derivados das células 

residentes do fígado e de células recrutadas para o tecido, como também sinais autócrinos e 

parácrino de outras HSC. Algumas citocinas profibróticas liberados por vários tipos de células, 

como TGF-β1, CTGF (connective tissue growth fator), IL-33 e IL-13, são ativadores de HSC, 

desencadeando a produção de colágeno e a expressão e liberação de outras citocinas e 

quimiocinas como CCL5, CCL11, CCL2. TGF-β1 ativa HSC pela interação com o receptor de 

superfície celular TβRI e TβRII, após a ativação esses receptores facilitam o recrutamento e 

ativação de Smad2e Smad3 que formam um complexo chamado de Smad4 e migram para o 

núcleo induzindo a expressão de genes fibróticos (Carson et al. 2018). Entretanto, as HSC 

podem expressar esses genes profibróticos por ativação de uma via independente de TGF-β1 

(Kaviratne et al. 2004). Ao serem lesionados os hepatócitos liberam IL-33 que ativa as células 

linfóides inatas (ILC2) a produzirem IL-13, esta citocina por sua vez, interage com seu receptor 

IL-13Rα2 ativando um complexo de receptores ERK1- ERK2 e ALK que então ativará o Smad2 

e Smad3 e sinaliza a expressão de genes prófibroticos como colágeno I e III, metaloproteinases 

de matriz (Liu et al. 2011; Mchedlidze et al. 2013; Carson et al. 2018).  Chang e colaboradores 

(2006) mostraram evidências da influência das HSC na esquistossomose hepática e formação 

do granuloma pela demonstração do aumento das HSCs presentes no fígado murino e humanos 

infectados com S.mansoni comparado aos camundongos e humanos saudáveis. As interações 

entre HSCs e os ovos de S.mansoni são complexas e diversas e a melhor compreensão destas 

interações leva a melhora da resolução desta doença.  

Além das células residentes, os granulomas esquistossómoticos são compostos por 

diversas células imunes inatas e adaptativas que são recrutadas e/ou ativadas no decorrer do 

processo de formação e modulação do granuloma esquistossomótico, como células dentríticas, 

células linfoides inatas do tipo 2 (ILC-2), basófilos, eosinófilos, neutrófilos, linfócitos e 

macrófagos.  

As células dendríticas desempenham um papel fundamental para a associação da 

resposta imune inata com a adaptativa (Yamazaki et al. 2003). Na esquistossomose, estas 

células são de fundamental importância devido a sua eficiência na detecção, captura e 
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processamento dos antígenos de ovos de S.mansoni para apresentação para células T virgens, 

resultando na capacidade de polarização 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 proteína Ômega-1 (ω1), α1/IPSE e Lewis(X)- containinglacto-N-

fucopentaoseIII (LNFPIII), liberada pelos ovos para ativação da resposta Th2, ou seja, quando 

há uma diminuição destas células durante o decorrer da infecção acarreta na deficiência da 

polarização 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 linfóides inatas tem sido separadas funcionalmente em três grupos, as ILC1, 

que participam na indução e amplificação da resposta do tipo 1 via liberação de IFN-γ e TNF-

α (Klose & Artis 2016; Ebbo et al. 2017), as ILC2 que tem papel fundamental na indução da 

resposta Th2 durante a infecção por nematódeos e em quadros alérgicos (Klose & Artis 2016, 

Moro et al. 2010; Kubo  2017; Kato 2019)  e as ILC3 estão relacionadas a resposta Th17 e são 

essenciais  para manutenção da homeostase intestinal (Klose & Artis 2016; Ebbo et al. 2017; 

Kato 2019). Na ausência combinada de IL-25 e IL-33, a ativação das ILC2 não é eficiente e 

camundongos experimentalmente infectados são incapazes de produzir a resposta protetora 

responsável pela expulsão de Nippostrongylus brasiliensis, demonstrando a importância desta 

via no desenovolvimento da resposta do tipo 2 (Neil et al. 2010). As ILC2 quando ativadas 

pelas alarminas IL-25, IL-33 e TSLP produzem IL-5 e IL-13, citocinas determinantes no 

desenvolvimento da infecção por S.mansoni (Schwartz & Fallon 2018).  

Evidencias experimentais indicam que a deleção individual de cada uma dessas 

alarminas não altera significativamente a formação de granuloma hepático na esquistossomose 

crônica, quando se administrou anticorpo neutralizante para bloquear IL-25 em camundongos 

DKO (duplo knockout de TSLP-/- e IL-33-/-), a ausência destas três citocinas combinadas levou 

à redução da fibrose hepática, diminuição do recrutamento de eosinófilos e da produção de IL-

13 pelas ILC2 (Vannella et al. 2016). Dados apresentados por Hams e colaboradores (2014) 

demostram a participação de IL-25 na ativação de ILC2 e produção de IL-13 no pulmão, 

resultando no desenvolvimento de fibrose pulmonar murina (Hams et al. 2014). Estudo 

semelhante em modelo experimental de fibrose hepática induzida pela administração de CCL4 

ou por BDL (ligação do ducto biliar) demonstrou que a ativação de ILC2 pela interação com 

IL-33 resultou em aumento de IL-13 e indução de fibrose hepática murina (Mchedlidze et al. 

2013). Entretanto, ainda são necessários mais estudos para elucidar o papel da produção de IL-
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33 e da ativação de populações de ILC na formação do granuloma hepático e da fibrose induzida 

pela infecção por S. mansoni. 

Entre as células que são recrutadas durante a formação do granuloma, eosinófilos e 

macrófagos são predominantes na reação e que também merecem ser melhor investigadas. Os 

eosinófilos são células do sistema imune inato, produzidas e diferenciadas na medula óssea, e 

que se encontram amplamente distribuídos nos tecidos. O número de eosinófilos no sangue e 

nos tecidos aumenta especialmente em respostas às infecções helmínticas e doenças alérgicas, 

incluindo a asma (Huang et al.2014). O recrutamento destas células para o sítio da infecção é 

mediado principalmente pela quimiocina CCL11 (Chuah et al. 2014).  A eosinofilia está 

associada a respostas imunes mediadas por células Th2, onde citocinas como IL-4 e 

especialmente IL-5, estimulam a proliferação e a ativação de eosinófilos. Com base em sua 

capacidade de degranular e liberar proteínas de grânulos catiônicos verificou-se que os 

eosinófilos podem exercem funções helmintotóxicas e contribuir no controle de algumas 

helmintoses (Weller & Spencer 2017). Quando estimuladas, além de degranulação exocitótica 

de proteases e mediadores imunológicas, os eosinófilos são fontes de uma ampla variedade de 

citocinas que alteram o processo inflamatório local (Weller & Spencer 2017).  

Nas últimas décadas, dados obtidos in vivo e in vitro indicam que eosinófilos também 

podem atuar como células apresentadoras de antígenos em algumas situações particulares 

(Hansel et al. 1992; Mawhorter et al. 1994; Del Pozo et al. 1992, Padigel et al. 2007). As APCs 

são classificadas como APCs professionais e APCs não profissionais, os eosinófilos 

enquadram-se nas APCs não profissionais, que são aquelas que só expressam MHC II e 

moléculas co-estimulatórias após ativação por citocinas, como GM-CSF, IL-4, IFN-γ e IL-5, 

que então permite o processamento e apresentação de antígenos por estas células (Hansel et al. 

1992; Mawhorter et al. 1994; Long et al. 2016). Sabin e colaboradores (1996) demonstraram 

que os eosinófilos ativados por IL-5 migram para o sítio de liberação dos antígenos e ativam a 

produção de IL-4 que participam no desenvolvimento de células Th2 pela interação com 

antígenos específicos dos ovos de S.mansoni. 

No modelo de inoculação intravenosa de ovos de S.mansoni, os eosinófilos contribuem 

com aproximadamente 70% da celularidade presente no granuloma pulmonar após 16 dias da 

inoculação (Moore et al. 1977; Chuah et al. 2014). Na esquistossomose, é visto um pico de 

eosinófilos na 8º semana de infecção e o declínio inicia a partir da 10º semana (Colley et al. 

1975).  Há diversos debates em relação ao papel destas células, pois alguns estudos sugerem 

que os eosinófilos atuam como células efetoras no controle de S.mansoni, outros indicam seu 

papel como imunomoduladores da resposta imune, ou ainda com uma importante função na 
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remodelação tecidual ou remoção de detritos após a lesão devido ao encalhamento dos ovos 

(Meeusen & Balic 2000; Cadman & Lawrence et al. 2010; Huang & Appleton 2016; 

Tweyongyere et al. 2016). Outra possível função dos eosinófilos presentes nos granulomas é a 

destruição dos miracídios presentes dentro dos ovos que ficaram retidos (Hsu et al. 1980), o 

que explicaria a grande abundância destas células nos granulomas hepáticos e intestinais 

(Moore et al. 1977; Weinstock & Boros 1983; Amaral et al. 2017). Swartz e colaboradores 

(2006) utilizando camundongos ΔdblGATA e TgPHIL infectados com S.mansoni, indicaram 

que a ausência de eosinófilos não altera significativamente a recuperação de vermes adultos e 

ovos retidos no fígado, nem o tamanho e o número de granulomas hepáticos e as transaminases 

hepáticas ALT e AST mantiveram-se semelhantes bem comoo marcas medidas de fibrose. Em 

relação à carga parasitária, dados semelhantes foram observados em trabalhos desenvolvidos 

em nosso laboratório utilizando camundongos ΔdblGATA infectados com S.mansoni. Estes 

dados confirmam que os eosinófilos não são essenciais no controle da carga parasitária; 

entretanto, a ausência destas células resultou em alterações na modulação do granuloma e na 

evolução da doença (Oliveira 2016).  

Finalmente, diferentes estudos demonstram que macrófagos são células que podem 

adotar um perfil pró- ou anti-inflamatório, dependendo do microambiente em que se encontram. 

No contexto da esquistossomose, estas células tem papel fundamental na formação e modulação 

dos granulomas. Os macrófagos residentes são estimulados pelos antígenos liberados pelos 

ovos (SEA) a secretarem citocinas inflamatórias e quimiocinas que estimulam o influxo de 

linfócitos, neutrófilos e monócitos, inciando assim, a inflamação granulomatosa circunvalente 

(Burke et al. 2010). Portanto, são células que participam do início ao fim da resposta imune 

desenvolvida durante a esquistossomose, sendo fundamentais para evolução da doença. Vale 

também salientar que alguns subtipos de macrófagos M2, expressam o receptor ST2 e 

respondem a IL-33. Na esquistossomose, os macrófagos são pontos chave para regularem a 

fibrogênese pela secreção de quimiocinas que recrutam fibroblastos estimulando a sua ativação 

e diferenciação, participando no processo de reparação tecidual (Wynn & Barron 2010; Wynn 

& Vanella 2016). Desta forma, a interação dos macrófagos com a esquistossomose é um dos 

focos deste trabalho.  

 

2.2.4 Macrófagos e o granuloma 
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Os macrófagos são as células encontradas nos granulomas intestinais e constituem 

cerca de 30% das células que compõem o granuloma hepático (Weinstock et al. 1983; Ragheb 

& Boros 1989; Hesse et al. 2000). São células hematopoiéticas especializadas que estão 

distribuídas por diferentes tecidos e órgãos, onde desempenham papel importante na 

homeostase, remodelação de tecido e na defesa contra patógenos (Kurowska-Stolarska et al. 

2009; Bonnardel & Guilliams 2018). 

Dependendo do tipo de citocinas produzida no microambiente em que os macrófagos se 

encontram, eles podem ser diferencialmente ativados em M1 ou CAMφs (ou classicamente 

ativado) e M2 ou AAMφs (alternativamente ativados), conforme ilustra a figura 5 (Strauss-

Ayali et al. 2007). A exposição de monócitos naïve ou macrófagos a citocinas do perfil Th1, 

como IFN-γ, TNF, ou a lipopolissacarídeos (LPS) promove o desenvolvimento de M1. Esta 

população de macrófagos ativados secreta citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β, 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 amplificação do recrutamento e 

ativação de linfócitos Th1. Além disso, os M1 produzem óxido nítrico sintase (iNOS) que 

participa do metabolismo de arginina em óxido nítrico e citrulina, e consequentemente, 

liberação de altos níveis de espécies reativas de nitrogênio (RNS) (Duque & Descoteaux 2014). 

Portanto, os macrófagos M1 estão associados a quadros inflamatórios desencadeados pela 

resposta imune tipo 1, criando um ambiente altamente microbicida o que os torna potentes 

células efetoras contra patógenos intracelulares e células tumorais (Kurowska-Stolarska et al. 

2009; Duque & Descoteaux 2014; Shapouri-Moghaddam et al. 2018). Em geral, os M2 

(AAMφs) são ativados pela exposição a citocinas de perfil Th2, IL-4 e IL-13, e podem 

desencadear a liberação de diferentes quimiocinas como CCL17, CCL22, CCL24 e CCL1 que 

por sua vez promovem um processo inflamatório propicio à reparação e remodelação tecidual 

(Mantovani et al. 2004; Duque & Descoteaux 2014; Shapouri-Moghaddam et al. 2018).  

Estes macrófagos são caracterizados pela expressão de receptores de manose (CD206), 

pela produção de citocinas como IL-10 e TGF-β (Duque & Descoteaux 2014) e pela produção 

de arginase 1 (Arg1), enzima que participa do ciclo da uréia, convertendo a L-arginina em L-

ornitina, sendo a L-ornitina descarboxilase (ODC) responsável pela produção de poliaminas 

importantes na divisão celular e a L-ornitina aminotransferase (OAT) para o fornecimento de 

prolina para a síntese de colágeno, que posteriormente pode contribuir para evolução da fibrose 

(Hesse et al. 2001; Kurowska-Stolarska et al. 2009; Munder 2009; Röszer 2015). Estudos mais 

recentes revelam que macrófagos M2 podem ser divididos em três grupos: M2a são macrófagos 

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, 

eosinófilos e basófilos (Duque & Descoteaux 2014); M2b são macrófagos ativados por uma 

combinação de LPS, imuno complexos, células apoptóticas e IL-1Ra (Gordon 2003; Benoit et 

al. 2008; Duque & Descoteaux 2014) e expressam altos níveis de IL-10, bem como citocinas 

pró-inflamatórias, como TNF e IL-6, e iNOS. Os M2c são ativados por IL-10, TGF-β ou 

glucocorticóides (Gordon 2003; Benoit et al. 2008), e secretam IL-10 e TGF-β, citocinas 

imunossupressoras que permitem o desenvolvimento de linfócitos Th2 e Tregs (Duque & 

Descoteaux 2014).  As funções de M2c estão relacionadas ao reparo tecidual e angiogênese, 

devido à expressão de altos níveis de arginase (Arg-1), de mediadores anti-inflamatórios, como 

IL-10 e glucocorticóides, em resposta a liberação 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 proteção 

dos órgãos contra danos causados por infiltrados inflamatórios (Lu et al. 2013). 

 

 

Figura 5. Diferenciação dos subtipos de macrófagos. Conforme o microambiente em que se encontram os 

macrófagos são diferenciados entre M1 ou M2a, b ou c. Os diferentes tipos de macrófagos liberam uma grande 

variedade de citocinas e quimiocinas que promovem a inflamação e muitas vezes a destruição tecidual ou a 

cicatrização de feridas e reparação do tecido lesionado. (FONTE: Biswas & Mantovani 2010). 

M1 M2a 

M2b M2c 
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Macrófagos alternativamente ativados participam em vários processos 

patofisiológicos (Mosser & Edward 2008; Allen & Wynn 2011), mas são 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 

filárias (Nair et al. 2003). 

Na infecção por S.mansoni, os ovos induzem granulomas ricos em macrófagos 

alternativamente ativados (M2) que, juntamente com outros elementos da resposta Th2, 

previnem a mortalidade do hospedeiro durante a fase aguda da esquistossomose; entretanto, a 

ativação excessiva da resposta Th2, com consequente diferenciação de M2, é capaz de levar a 

quadros de fibrose na fase crônica 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, IL-4/10, ou IL-4Rα morrem durante a fase 

aguda da infecção por S.mansoni, pois desenvolvem uma severa patologia intestinal e hepática. 

Os AAMφs são necessários para sobrevivência e proteção do hospedeiro durante a fase aguda 

da infecção, pois a falta da sua ativação pode levar a redução da integridade da barreira intestinal 

causando endotoxemia, além de causar a exacerbação da resposta do tipo Th1, aumentando a 

ativação de CAMϕs. Os AAMφs também participam na redução da morbidade e mortalidade 

durante a fase crônica da infecção, pois apesar de ativarem Arg-1 que pode desencadear quadros 

de fibrose hepática, essa expressão de Arg-1 atua também em um feedback negativo nas células 

Th2 e nos fibroblastos, reduzindo a cicatrização e a patologia tecidual (Barron & Wynn 2011).   

Infecções experimentais com S. mansoni mostraram que ao deleterem Arg-1 dos 

macrófagos, os camundongos apresentaram alta taxa de mortalidade, devido ao aumento da 

proliferação de linfócitos T que levou à exacerbação da resposta Th2, consequentemente um 

aumento da inflamação granulomatosa, da fibrose hepática e da hipertensão portal e baixa 

diferenciação dos AAMφs. Indicando que macrófagos que expressam Arg-1 também 

funcionam como moduladores de inflamação e fibrose em infecções 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 expressão de Relm-α   (Retnla-/-), 

outra marca característica da ativação de AAMφs. A inoculação intravenosa de 5.000 ovos de 

S.mansoni nestes animais resultou na exacerbação da inflamação dos pulmões caracterizada 

pelo aumento da vascularização pulmonar, dos granulomas e da fibrose. Além disso, estes 
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animais apresentaram um aumento de linfócitos T CD4+ que resultou na produção de níveis 

elevados de citocinas Th2. Mais uma vez, os dados sugerem que a ativação de AAMφs tem 

importante papel na regulação da resposta de linfócitos T e limitação da patogenicidade da 

doença.   Estes estudos, portanto, indicam que ativação de AAMφs são importantes para 

formação do granuloma esquistossomótico, mas também essenciais para sua modulação e 

sobrevivência do hospedeiro. 

Desta forma, tem-se demonstrado que macrófagos, fibroblastos, HSCs têm papel 

fundamental na evolução da fibrose esquistossomótica (Ragheb & Boros 1989; Hesse et al. 

2000; Carson et al. 2018). A fibrose é definida pelo crescimento excessivo e rigidez e/ou 

cicatrização de vários tecidos e é atribuída ao excesso de deposição de componentes da matriz 

extracelular, incluindo colágeno (Wynn et al. 2004). No caso da esquistossomose, os quadros 

de fibrose são inicialmente representados por áreas focais pequenas associadas à inflamação 

crônica induzida pelos ovos do parasito, distribuídos em grande quantidade pela periferia do 

sistema da veia portal (Andrade 2009). A formação do granuloma hepático e a intensidade da 

reação, bem como a extensão da fibrose hepática são elementos associados à gravidade da 

esquistossomose crônica (Teixeira-Carvalho et al. 2008). Portanto, as diferentes células que 

compõe o granuloma periovular e as citocinas produzidas neste ambiente são elementos 

determinantes na indução da produção de colágeno e nos quadros de fibrose, sendo IL-4, IL-5, 

IL-13 e TGF-β as citocinas pró-fibróticas mais importantes (Jacobs et al. 1998; De Jesus et al. 

2004; Farah et al. 2000). Alguns elementos da resposta imune inata, como a produção de IL-33 

e ativação da via IL-33/ST2 também participam deste processo, pois ativam a produção de 

citocinas como IL-13 responsáveis pela formação dos quadros de fibrose. Como visto, vários 

estudos têm demonstrado a participação de elementos da resposta imune adquirida na formação 

e modulação do granuloma, contudo, o papel da resposta imune inata, hepática ou intestinal, 

neste processo não foi totalmente esclarecido. 

 

 

2.2.5 IL-33 e a esquistossomose  

 

Uma citocina que vem sendo estudada devido a sua grande importância na resposta 

imune inata é IL-33. Esta citocina é produzida e se deposita no núcleo de células endoteliais 

(intestinais e respiratórias), células epiteliais, fibroblastos e miofibroblastos frente a 

inflamações (Müller 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 proteína 

só é liberada no espaço extracelular durante danos celulares, sendo um sinal de alerta de lesão 

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 

importância, pois a inativação de IL-33 durante o processo de apoptose evita a estimulação do 

sistema imunológico após um processo fisiológico programado (Nunes et al. 2014; Cayrol & 

Girard 2009; Luthi et al. 2009). 

Para exercer suas funções biológicas, IL-33 liga-se ao seu receptor IL1RL1, também 

conhecido como ST2 expresso principalmente em mastócitos, ILC2, eosinófilos, basófilos, 

macrófagos alternativamente ativados, linfócitos Treg, linfócitos Th2, células dendríticas, 

células natural killer, neutrófilos, linfócitos Th1 e linfócitos T CD8, e desencadeia a resposta 

imunológica (Schmitz et al. 2005; Pastorelli et al. 2011; Cayrol & Girard 2018). A via de 

ativação desta citocina é iniciada quando IL-33 liga-se ao ST2 pareando com o co-receptor IL-

1RAcP, permitindo a interação do domínio TIR com MyD88 que pode levar a ativação de duas 

vias de ativação independentes; uma dependente de cálcio e que resulta na ativação do fator de 

transcrição nuclear- κB(NF- κB), e consequentemente, na produção de quimiocinas 

(CXCL2,CCL2,CCL3) e citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-3, IL-6, TNF), degranulação de 

mastócitos, produção de prostaglandina D2 (PGD2) e leucotrienos B4 (LTB4). A outra via é 

dependente da ativação de proteínas MAP-quinases (MAPK) que estimula a síntese das 

quimiocinas 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 participação da ativação da via IL-33/ST2 tem sido avaliada em diversos modelos de 

infecções e doenças inflamatórias. Em infecções provocadas por protozoarios foi verificado que 

crianças infectadas com Plasmodium falciparum apresentam níveis séricos elevados de IL-33 

(Ayimba et al. 2011); entretanto, sua participação no controle da infecção ainda é pouco 

conhecida. Em modelos experimentais, foi verificado que camundongos deficientes no receptor 

de IL-33 (ST2-/-) se mostram resistentes à infecção por Leishmania donovani (Rostan et al. 

2013); entretanto, estes animais mostram aumento de quadros de encefalite durante a infecção 

por Toxoplasma gondii  (Jones et al. 2010).  A importância da produção de  IL-33 também já 

foi estudada em doenças fúngicas (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 doenças inflamatórias 

crônicas, como alergia (Schmitz et al. 2005; Prefontaine et al. 2009; Barlow et al. 2012; Salimi 

et al. 2013), doenças cardiovasculares (Sanada et al. 2007) e doença inflamatória intestinal 

(Oboki et al. 2010b; Sedhom et al. 2013).   
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Em infecções helmintícas, a produção de IL-33 estimula a produção de IL-4, IL-5 e IL-

13, contribuindo com a polarização e a intensificação da resposta Th2 no local da reação 

inflamatória (Akiho et al. 2002; Nunes et al. 2014), facilitando o desenvolvimento da 

imunidade protetora. Assim, a produção de IL-33 durante a infecção de camundongos por 

Trichuris muris foi associada com a expulsão deste parasito (Humphreys et al. 2008), enquanto 

que a ausência 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 interação de IL-33 com mastócitos e ILC2 

na expulsão de Nippostrongylus brasiliensis (Price et al. 2010; Neill et al. 2010).  

Por outro lado, a produção de IL-13, estimulada pela produção de IL-33, desempenha 

um papel relevante para o desenvolvimento de fibrose, pois estimula os fibroblastos e 

macrófagos a produzirem colágeno por meio da indução da produção de TGF-β (Liu et al. 

2012). A participação de IL-13 na fibrose hepática induzida pela infecção por S. mansoni foi 

experimentalmente confirmada em camundongos deficientes na produção de IL-13 ou do seu 

receptor IL-13Rα1, onde a infecção experimental resultou em redução na fibrose e aumento da 

taxa de sobrevivência em comparação a camundongos não deficientes (Fallon et al. 2000; 

Ramalingam et al. 2008). Mchedlidze e colaboradores (2013) ao estudarem o modelo de fibrose 

hepática através da indução por tioacetamida (TAA) e pela infecção com S.mansoni, 

observaram que a citocina IL-33 é um mediador chave neste processoEsta citocina leva ao 

acúmulo e ativação de células ILC2 no fígado que produzem IL-13 e por sua vez, desencadeiam 

a ativação e transdiferenciação das células estreladas hepática que acarretam o desenvolvimento 

dos quadros de fibrose. Na falta da ativação de IL-33, é visto uma redução nos quadros de 

fibrose. Também foi verificado que moléculas derivadas das formas evolutivas de Schistosoma, 

como os antígenos derivados dos ovos (SEA), peroxiredoxina, lisofosfatidilcolina e hemozoína, 

podem contribuir para a ativação dos macrófagos M2 (Oliveira et al. 2000; Donnelly et al. 

2008; Truscott et al. 2013; Zhu et al. 2014; Assunção et al. 2017). Os antígenos dos ovos, por 

exemplo, parecem ser capazes de interagir diretamente com macrófagos induzindo a 

transformação para o perfil M2 ou induzem indiretamente através da via IL-33/ST2 (Zhu et al. 

2014; Peng et al. 2016). Devido ao seu papel de ativação de citocinas do perfil Th2, a citocina 

IL-33 parece ser um potencial ativador de macrófagos M2 durante a resposta imune inata e 

adaptativa. Kurowska-Stolarska e colaboradores (2009) relatam que IL-33 amplifica fortemente 

a expressão de arginase I e Ym1, como também a produção das quimiocinas CCL24 e CCL17 

que recrutaram eosinófilos, mastócitos e células T no modelo murino de inflamação 
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respiratória, resultando em intensificação de quadros de asma devido ao excesso da resposta 

Th2.  

Apesar de estudos recentes terem levado ao melhor entendimento do papel da 

produção de IL-33 na indução e amplificação da resposta Th2 em infecções helmínticas 

(Pastorelli et al. 2013), e da  potencial  participação desta via na ativação de macrófagos 

alternativamente ativados durante a resposta imune inata e adaptativa (Kurowska-Stolarska et 

al. 2009), ainda é pouco esclarecido a ação desta citocina na ativação e diferenciação dos 

macrófagos, linfócitos efetores e reguladores durante a formação e modulação dos granulomas 

induzidos pelos ovos de Schistosoma mansoni. Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa 

demonstraram que a infecção por S. mansoni em camundongos deficientes para o receptor de 

IL-33 (ST2-/-) não altera a carga parasitária; entretanto os animais infectados apresentam 

elevada taxa de mortalidade em comparação aos selvagens (Rocha 2015; Fernandes 2016). 

Estes dados indicam a participação fundamental da via IL-33/ST2 na formação do granuloma 

esquistossomotico; entretanto, os possíveis mecanismos pelos quais a ativação da via IL-

33/ST2 afeta a resposta imune local e a fibrose hepática, 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 imunológica do hospedeiro e sua participação na formação do granuloma e 

desenvolvimento da fibrose hepática (Abath et al. 2006; De Jesus et al. 2002; Hiatt et al. 1980; 

Teixeira-Carvalho et al. 2008).  

As lesões geradas pelos ovos de S. mansoni que ficam retidos nas vênulas da circulação 

mesentérica e hepática, induzem a liberação de citocinas da resposta imune inata, como IL-33, 

e a diferenciação da resposta Th2, essencial para formação do granuloma esquistossomótico.  

Em modelos de infecção por nematódeos, foi verificado que a produção de IL-33 e sua ligação 

ao receptor ST2 induzem a produção precoce de IL-5 e IL-13 por células inatas como ILC2, 

mastócitos, basófilos e eosinófilos, que auxilia a diferenciação da resposta Th2. Além disto, IL-

33 também participa do recrutamento e ativação de eosinófilo, macrófagos e células hepáticas 

estreladas, que são componentes essenciais na organização do granuloma esquistossomótico 

(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 produção 

do receptor ST2 (ST2-/-) experimentalmente infectados com S. mansoni apresentaram aumento 

significativo da taxa de mortalidade e alterações no aspecto do granuloma esquistossomótico. 

Desta forma, nossa hipótese de estudo é que a via IL-33/ST2 pode afetar a resposta imune e a 

formação do granuloma induzido pela infecção por S.mansoni, contribuindo na modulação da 

gravidade das lesões detectadas na esquistossomose. Assim, torna-se de fundamental 

importância avaliar os possíveis mecanismos envolvidos neste processo.   
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Analisar a participação da ativação da via IL-33/ST2 no estabelecimento da resposta 

imune e das alterações patológicas induzidas pela infecção experimental de S. mansoni em 

camundongos, caracterizando possíveis mecanismos celulares envolvidos no processo.  

4.2  Objetivos específicos  

a) Avaliar a morbidade da infecção por S.mansoni em camundongos selvagens e 

deficientes no receptor de IL-33, o ST2; 

 

b) Verificar a participação da via IL-33/ST2 na indução da resposta Th2 durante infecção 

por S.mansoni em camundongos BALB/c WT e ST2-/-; 

 

c) Avaliar alterações no perfil da resposta Th1, Th17 e regulatória durante a infecção 

experimental em camundongos deficientes ou não no receptor ST2; 
 

d) Avaliar o desenvolvimento da fibrose hepática através da quantificação da deposição de 

colágeno e os tipos de fibras de colágeno induzidas pela esquistossomose aguda e 

crônica em camundongos WT e ST2-/-; 

 

e) Avaliar a participação da ativação da via IL-33/ST2 no perfil de ativação de macrófagos 

e células hepáticas esteladas (HSC) durante a infecção experimental por S. mansoni. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

5.1 Animais experimentais 

 

Neste projeto utilizaram-se camundongos com 6 a 8 semanas de vida, fêmeas das 

linhagens BALB/c não deficientes fornecidos pelo Biotério Central da UFMG e camundongos 

BALB/c geneticamente deficientes na produção de ST2 (ST2-/-), receptor da citocina IL-33, 

gentilmente cedidos pelo Dr. João Santana da Silva da USP de Ribeirão Preto e criados no 

biotério de Imunohelmintologia do Departamento de Parasitologia.  Todos os animais utilizados 

para realização desse trabalho foram mantidos em racks ventiladas apropriadas e alimentados 

com ração granulada para camundongos (Presence, Paulinia, SP, Brasil) e água potável ad 

libitum. Os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética Animal – UFMG protocolo 

Nº159/2012 e Nº368/2018. 

 

5.2  S.mansoni: obtenção de antígenos e infecção experimental 

 

A cepa LE de S. mansoni foi isolada de um paciente (Luís Evangelista de Belo 

Horizonte – MG) (Valadares et al. 1981) e vem sendo mantida através de sucessivas infecções 

em hamsters (Mesocricetus auratus) e caramujos Biomphalaria glabrata, de acordo com a 

técnica descrita por Pellegrino & Katz (1968). Cercárias de S. mansoni recuperadas de B. 

glabrata infectados (45-60 dias após infecção) foram lavadas, concentradas e quantificadas 

como descrito por Pellegrino & Macedo (1955) e utilizadas para as infecções experimentais. 

Para obtenção de antígenos solúveis dos ovos de S.mansoni (SEA), foram obtidos ovos a partir 

do fígado dos camundongos após 45-60 dias da infeção por S. mansoni, baseado no 

procedimento descrito por Dunne e colaboradores (1981). Sucintamente, fígados de animais 

infectados foram coletados e homogeneizados em salina gelada e concentrada (2 % de NaCl). 

Após sucessivas decantações e lavagens, os ovos foram separados do sedimento por filtração 

sequencial em peneiras. Os ovos retidos na peneira (Tyler 400 de abertura 38 mm/µm) foram 

recuperados lavados e processados em homogeneizador tipo Virtiz®s por cerca de 40 minutos 

em banho de gelo. A destruição completa dos ovos foi confirmada após um exame ao 

microscópio óptico. 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 μm. As 

proteínas solúveis da solução de SEA foram quantificadas através da técnica de Lowry et al. 

(1951), alíquotadas e armazenadas a –20 ºC para posterior estimulação celular. 
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5.3 Delineamento experimental  

 

Para avaliar a participação da ativação da via IL-33/ST2 no desenvolvimento da 

infecção e fibrose hepática induzida durante a S. mansoni, os camundongos BALB/c WT e ST2-

/- foram infectados com 25 ou 50 cercárias (conforme especificado em cada experimento) e 

acompanhados por até 14 semanas. Durante esse período, eventuais óbtos e eutanasia realizada 

em animais que apresentavam sinais clínicos 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 pós-infecção (fases aguda e crônica, respectivamente), 6-10 camundongos foram 

eutanasiados por exsanguinação via plexo braquial sob anestesia por injeção intraperitoneal de 

cetamina (80 mg / kg - Dopalen - Sespo Industry and Commerce Ltda , Jacareí, Brasil) e xilazina 

(10 mg / kg - Kensol - Köing 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, não infectados. Após este procedimento, os animais de cada grupo 

experimental (WT e ST2-/-) foram submetidos a análises parasitológicas e imunopatológicas, 

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

 

5.3.1 Delineamento experimental - Capítulo 1 – Morbidade, Carga 

parasitária e Resposta imune 

 

Após serem anestesiados, o sangue dos animais BALB/c WT e ST2-/- foi coletado do 

plexo braquial e o soro utilizado para dosagem de IL-5, concentração total de IgE e níveis de 

IgG1 reativa ao parasita, além da quantificação da atividade da enzima hepática alanina 

aminotransferase (ALT). A carga parasitária foi avaliada através da contagem de vermes 

adultos recuperados do sistema portal hepático, ovos presentes nas fezes e retidos no fígado. 

Devido à técnica de perfusão para avaliação parasitológica, o fígado e o baço desses 

camundongos tornam-se inviáveis para medir a resposta imune. Portanto, um segundo grupo 

experimental foi realizado em paralelo para análise imunopatológica. Deste segundo grupo, os 

camundongos tiveram seus baços colhidos para cultura celular, enquanto os fígados foram 

separados em lobos: o lobo direito foi prontamente fixado e processado para análise 

histopatológica; os lobos esquerdo e caudado foram congelados e utilizados para medir os 

níveis de citocinas e quimiocinas (IFN-γ, IL-4, IL-5, IL-13, IL-33, IL-17, IL-10, TGF-β, CCL24 

e CXCL2) e as atividades de eosinófilos peroxidase (EPO) e mieloperoxidase (MPO) (figura 
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6). Os experimentos foram repetidos pelo menos duas vezes para cada análise para confirmação 

de dados.  

 

 

Figura 6. Delineamento experimental capítulo 1. Técnicas realizadas com os camundongos BALB/c WT e  ST2-

/- para avaliação do papel da ativação da via IL-33/ST2 na indução resposta Th2 e formação do granuloma hepático 

durante a evolução da infecção por S.mansoni. 

 

5.3.2 Delineamento experimental – Capítulo 2 – Evolução da Fibrose 

Hepática 

 

Posteriormente, foi avaliado, com maior detalhamento, o papel da ativação da via IL-

33/ST2 no desenvolvimento da fibrose hepática induzida pela infecção experimental por S. 

mansoni.  Devido à maior mortalidade dos animais com um inóculo de 50 cercárias, as 

avaliações patológicas apresentadas nesta parte foram realizadas em experimentos com 25 

cercárias. Desta forma, animais BALB/c WT e ST2-/- com 8 e 14 semanas após a infecção, 

foram eutanasiados e o lobo quadrado do fígado foi processado para estimativa do conteúdo de 

hidroxiprolina e o lobo direito prontamente fixado e processado para análise histopatológica, 

com as colorações de tricrômico de Masson, Picrosirius Red, Prata Amoniacal de Gomori ou 

destinados à imunohistoquímica para quantificação de α-smooth muscle actin (α-SMA). Em 

paralelo, um segundo grupo de BALB/c WT e ST2-/- foram infectados com 50 cercárias, e 

eutanasiados durante a fase aguda (8 semanas) e crônica (12 semanas), e o lobo direito do fígado 
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foi coletado e processado para verificação da expressão da quantificação dos genes de 

colágenos do tipo I, III e VI e TGF-β usando a técnica de RT-qPCR (figura 7).  

 

 

Figura 7. Delineamento experimental capítulo 2. Técnicas realizadas para avaliação da fibrose hepática induzida 

pela infecção por S. mansoni em camundongos BALB/c WT e ST2-/-. 

 

5.3.3 Delineamento experimental - Capítulo 3 – Perfil de ativação de 

Macrófagos 

 

Finalmente, foi avaliado a participação da ativiação da via IL-33/ST2 na infitração e 

ativação de macrófagos no granuloma hepático. Animais BALB/c WT e ST2-/- foram infectados 

com 50 cercárias e eutanasiados na 8ª e 12ª semana de infecção. Posteriormente, o lobo direito 

do fígado destes animais foi coletado e processado para quantificação da expressão dos genes 

característicos da ativação de macrófagos M1 (NOS-2) e M2 (Arg-1, IL-10, Relm-α, MgL2, 

Chi3l3) através da técnica de RT-qPCR. Os lobos esquerdo e caudado foram coletados e 

utilizados para a dosagem de N-acetilglicosamidase (NAG), uma quantificação indireta do 

recrutamento de macrófagos. Além disso, extraimos o fêmur destes animais infectados ou não, 

para recuperação de células da medula óssea para cultivo e  diferenciação dos macrófagos. O 

sobrenandante de cultura de macrófagos já diferenciados foi utilizado para quantificação dos 

níveis de arginase e óxido nítrico (figura 8).  
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Figura 8. Delineamento experimental capítulo 3. Técnicas realizadas para avaliação da presença e ativação de 

macrófagos M1 e M2 em camundongos BALB/c WT e ST2-/- durante a infecção experimental por S. mansoni. 

 

5.4 Avaliação da infecção 

 

5.4.1 Quantificação dos ovos de S.mansoni nas fezes 

 

Os animais foram colocados em caixas individuais na noite anterior a eutanásia (8 e 

12 semanas após a infecção por S. mansoni). No dia seguinte pela manhã, as fezes foram 

recolhidas, pesadas, homogeneizadas com solução salina e mantidas em 2mL de solução salina 

contendo 10% de formol. Para estimar a quantidade de ovos, fez-se a contagem com duas 

alíquotas de 100 µl da suspensão de fezes colocadas em lâminas de vidro e todos os campos 

foram analisados ao microscópio óptico. Todos os ovos presentes nas alíquotas foram contados 

e extrapolados para o número total de ovos na amostra. O número de ovos foi expresso por 

grama de fezes. 

 

5.4.2 Recuperação dos vermes adultos do sistema porta hepático 

 

Os vermes adultos presentes no sistema porta hepático dos camundongos infectados 

dos diferentes grupos experimentais foram recuperados e contados após perfusão do sistema 

circulatório, 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 cirúrgica para evitar contaminação do material perfundido do sistema circulatório com o 
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conteúdo do sistema digestório. Em seguida, a veia porta foi seccionada na região em que se 

seguem seus aferentes mesentéricos. Uma agulha acoplada a uma bomba de perfusão 

(Automatic Pippeting Brewer Machine, modelo 60453, B.D) foi introduzida na aorta torácica 

para a inoculação de solução salina a 0,85% contendo 80 unidades/L de heparina. O líquido 

contendo os vermes adultos extravasa pela veia porta rompida de cada animal, e o conteúdo foi 

recolhido em béquer individual. Esperou-se 30 minutos até os vermes decantarem. O 

sobrenadante foi descartado e sedimento foi submetido a sucessivas lavagens (três vezes ou até 

que o sobrenadante se apresentasse completamente límpido) em solução salina. O material 

recuperado de cada animal foi analisado em uma lupa para a contagem dos vermes adultos, 

sendo estes diferenciados entre machos e fêmeas. 

 

5.4.3 Quantificação de ovos no tecido 

 

Após realizar a perfusão, o lobo direito do fígado de cada camundongo foi recolhido e 

digerido conforme descrito por Cheveer (1968). Inicialmente o órgão foi armazenado em tubo 

de poliestireno de 15 mL e picotados, em seguida os tubos foram incubados em solução de 

KOH a 5% por 3-4 horas em banho-maria a 37ºC, ou até que não mais se observassem a 

presença 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 solução 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 alíquotas de 100 μl da suspensão total 

de tecido digerido foram colocadas em uma lâmina de vidro e observadas em todos os campos 

ao microscópio óptico. Todos os ovos na alíquota foram contados e o valor foi calculado para 

o lobo direito do órgão.  

 

5.5  Curva de sobrevivência 

 

Para a realização da curva de sobrevivência os grupos de camundongos BALB/c WT e 

ST2-/- infectados com 25 e 50 cercárias de S.mansoni foram observados semanalmente durante 

14 semanas, e animais com sinais graves da infecção (apatia e perda acentuada de peso) foram 

eutanaziados. Estas eutanasias bem como eventuais casos de óbitos foram contabilizados na 

taxa de mortalidade. A análise estatística realizada para comparação da curva de sobrevivência 

dos grupos experimentais foi Kaplan-Meier, post-test Longrank. 
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5.6  Avaliação da resposta imunológica 

 

 

5.6.1 Obtenção do soro 

 

O sangue recolhido de cada animal experimental permaneceu em temperatura ambiente 

até coagular e posteriormente foi mantido a 4 ºC, por cerca de 12 h, para retração do coágulo. 

Após a formação e retração do coágulo, a amostra foi centrifugada (1500 xg a 4 ºC por 10 

minutos) e o soro retirado, aliquotado e mantido a – 20ºC. Com o soro coletado foram realizados 

ensaios imunoenzimáticos (ELISA) para estimar a concentração de citocinas e de IgE, bem 

como avaliar a reatividade de IgG do subtipo IgG1 e estimar função hepática, através da 

quantificação da atividade de alanina aminotransferase (ALT). 

 

5.6.2 Imunoglobulinas IgE e IgG1 

 

Para medir a concentração de IgE total no soro dos animais infectados por S. mansoni e 

dos animais não infectados, foi utilizado um kit comercialmente disponível (Bethyl 

Laboratories Inc, Montgomery, TX). De acordo com as instruções do fabricante, placas de 96 

poços (Nunc Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas 

com anticorpo purificado anti-IgE de camundongo. Entre cada etapa de incubação as placas 

foram lavadas 5 vezes com tampão Tris-NaCl (Tris 50 mM, NaCl 0,14M). Após bloqueio da 

placa com tampão Tris-NaCl acrescido de 1% de albumina bovina (BSA- Sigma), amostras de 

soro obtidas dos animais experimentais diluídas 1:200 em tampão Tris-NaCl contendo 0,1% 

BSA foram aplicadas à placa e incubadas por 1 h a temperatura ambiente. Em paralelo, amostras 

deste tampão com concentrações conhecidas de IgE purificada também foram adicionadas às 

placas para a construção da curva padrão. Após incubação com as amostras de soro e da 

lavagem da placa, foi adicionado tampão Tris contendo o anticorpo de detecção (anti-IgE de 

camundongos, obtida de cabra, conjugada a HRP) na diluição definida pelo fabricante, e em 

seguida, foi feita a aplicação do substrato (tampão citrato a 0,05mM, pH 5, contendo 4mM de 

o-fenilenodiamina (OPD) e 0,05mM de peróxido de hidrogênio). A reação 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 concentração de IgE nas amostras foi 

calculada pela interpolação do resultado da leitura de absorbância das amostras na curva padrão, 

e a sensibilidade do teste é de aproximadamente 4 ng/mL.  

A reatividade de IgG1 aos antígenos solúveis do ovo (SEA) foi estimada utilizando 

placas de 96 poços (Nunc Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester, NY, USA) 
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sensibilizadas com 100 µL antígeno solúvel de SEA (10 µg/mL) diluídos em tampão de 

Carbonato-Bicarbonato (Na2CO3 0,5 M, NaHCO3 0,5M, pH 9,6). Após a sensibilização da 

placa e entre cada etapa de incubação as placas foram lavadas 5 vezes com tampão fosfato (PBS 

– 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4.7H20, 1.4 mM KH2PO4) 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 infecção foram diluídas 1:100 em PBS 0,1% de BSA e adicionadas 

às placas para incubação por 1h em temperatura ambiente. A presença de anticorpo parasito-

específico foi detectada pela adição de anticorpo anti-IgG1 (Goat anti-mouse IgG1 affinity 

purified, Bethyl) na diluição de 1:1000 em PBS, seguido pela adição de anticorpo anti-IgG de 

cabra conjugado a peroxidase diluído 1:5000 em PBS (Goat antimouse IgG affinity purified, 

Bethyl) e incubado por 1h à temperatura ambiente. A revelação da cor foi feita pela adição de 

substrato (Tampão Citrato pH5 contendo 4 mM de o-fenilenodiamina (OPD) e 0,05 M peróxido 

de oxigênio), sendo que a reação foi interrompida após 30 min com adição de solução 4N de 

H2SO4 e a leitura realizada em leitor de microplacas (VersaMax, Molecular Devices, San José, 

CA, EUA) a 492nm. 

 

 

5.6.3 Obtenção e ativação de células do baço 

 

Para obter as células do baço, o órgão foi coletado inteiro e cortado ao meio com 

auxílio de uma lâmina de bisturi, em seguida, macerados com duas lâminas de vidro com 

extremidade fosca. O macerado foi filtrado em peneira de 40µm 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 100μ/ml estreptomicina. Após a centrifugação 

(300 g por 5min a 4ºC), o pellet contendo as células foi ressuspendido em água destilada para 

lise de hemácias e a osmolaridade foi rapidamente restabelecida com solução concentrada de 

PBS. A solução 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 NaHCO3, suplementado 

com 10% de soro fetal bovino e 60 mg/L de gentamicina, 100 U/ml penincilina e 100μ/ml 

estreptomicina. Uma alíquota da suspensão celular foi recolhida para contagem de células em 

câmera de Neubauer e o volume foi ajustado para densidade final de 5x106 células/mL de meio 

RPMI completo (Reyes et al. 2016; González et al. 2018). Em seguida, 100µL/poço da solução 

das células isoladas do baço foram plaqueadas em placas de 96 poços de cultura celular Costar 
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(Corning, NY) e cultivadas por 72h a 37ºC e 5% de CO2 juntamente com meio RPMI completo 

ou meio RPMI completo contendo 10µg/mL de SEA. O sobrenadante foi coletado após as 72h 

para posterior quantificação de citocinas e quimiocinas por ensaios imunoenzimaticos (ELISA), 

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

 

5.6.4 Quantificação de citocinas e quimiocinas no fígado e sobrenadante da 

cultura de baço 

 

Para estimar a produção de citocinas no fígado, 100 mg do tecido hepático de cada 

camundongo BALB/c WT e ST2 -/-, infectados e não infectados, foram processados em um 

homogeneizador de tecidos (Power General 125; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) na presença 

de 1mL de tampão de extração (PBS contendo 0,5 % Tween 20; 0,5% de albumina bovina 

(BSA); 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsufonila; 0,1mM de cloreto benzetônico; 10 mM de 

EDTA e 20Ul de aprotinina). O homogenato resultante foi centrifugado por 10 min a 4000 g a 

4ºC e o sobrenadante foi recolhido, aliquotado e imediatamente congelado a -20ºC para 

dosagem de citocinas. O precipitado foi processado para a determinação da atividade de EPO e 

MPO, conforme descrição posterior.  

A quantificação de citocinas no homogenato de fígado e no sobrenadante de cultura 

de células do baço foi realizada através da técnica de ELISA Sanduíche, utilizando kits 

comercialmente disponíveis para quantificar CXCL2, CCL24, TNF-α, IFN-γ, IL-33, IL-5, IL-

4, IL-13, IL-17, TGF-β e IL-10 de camundongos (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN), 

seguindo as instruções do fabricante.  

Incialmente sensibilizou-se uma placa de 96 poços “Half Area” (Costar Corning, York 

County, Maine, EUA) com 25 μl/poço de PBS contendo concentração adequada do anticorpo 

de captura, anti-citocina de interesse. Esta solução permaneceu em contato com a placa por 24h 

e, após este período, esta foi lavada 3 vezes com tampão de lavagem (PBS contendo 0,05% 

Tween 20). Logo em seguida, adicionou-se 25 μl/poço de tampão de bloqueio (PBS com 1% 

de albumina de soro bovino – BSA) e incubou-se por 40 minutos em temperatura ambiente. 

Após o bloqueio, as placas foram novamente lavadas com tampão de lavagem e as amostras de 

homogenato de fígado ou sobrenadante de baço de cada animal foram adicionadas às placas 

após diluíção em tampão diluente (PBS/Tween contendo 0,1% de BSA) na concentração de 1:5 

e 1:2, respectivamente. Amostras de concentrações conhecidas da citocina/quimiocina a ser 

determinada também foram adicionadas à placa e incubadas por 2h em temperatura ambiente 

para construção da curva padrão. Após novo ciclo de lavagem, as microplacas foram incubadas 
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por mais 2h com tampão diluente contendo o anticorpo de detecção conjugado à biotina na 

diluição determinada pelo fabricante. Novamente, as microplacas foram lavadas e incubadas 

por 30 minutos com PBS/BSA 0,1% contendo Streptoavidina conjugada à peroxidase, na 

diluição de 1:200. Após novo ciclo de lavagem, a reação foi revelada pela adição do substrato 

de tetrametilbenzidina (TMB - R&D Systems). Após 20 min de incubação a reação foi 

interrompida pela adição de solução 4N de H2SO4 e a absorbância 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 

absorbância foram plotados como ng/mL.  

 

5.7 Alterações hepáticas induzidas pela infecção por S.mansoni 

 

As amostras de fígado, coletadas de camundongos BALB/c WT e ST2-/- com 8 e 12 

semanas de infecção por S. mansoni e seus controles foram processadas e utilizadas para 

avaliação das alterações hepáticas decorrentes da esquistossomose. Para isso, realizou-se 

avaliação histopatológica através das colorações de hematoxilina-eosina (HE), Tricrômio de 

Masson, Picrosirius Red e Prata Amoniacal de Gomori para análise dos granulomas e deposição 

de colágenos. A deposição de colágenos foi indiretamente estimada pela quantificação de 

hidroxiprolina no tecido. A infiltração/ativação celular no fígado foi avaliada através da 

dosagem de EPO, MPO e NAG, e a ativação de HSC foi realizada pela demonstração da 

presença de α-SMA em células presentes nos granulomas, através da técnica de 

imunohistoquímica.  Os níveis de atividade de alanina aminotransferase (ALT) no soro dos 

animais dos diferentes grupos experimentais também foram mensuradas como medida indireta 

de lesão hepática. 

 

 

5.7.1 Análises histopatológicas e morfométricas  

 

As análises histopatológicas foram realizadas com o lobo direito do fígado de cada 

camundongo. Após a coletada, o órgão foi fixado em formalina tamponada a 10%, embebido 

em parafina e seccionados com 5 μm de espessura. Os cortes de fígado foram corados por 

diferentes métodos histológicos para avaliar o processo inflamatório e a deposição de colágeno 

e a composição das fibras. Especificamente, usamos a coloração com Hematoxilina-Eosina para 

averiguar a inflamação e o volume da área do granuloma; a coloração de tricrômico de Masson 

e Picrosirius Red para ilustrar a deposição de colágeno extracelular ao redor dos ovos do 
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parasita e a coloração com prata amoniacal de Gomori para caracterizar a organização das fibras 

de colágeno (Junqueira & Junqueira 1983; Junqueira et al. 1979; Melo et al. 2008; Alves et al. 

2019). Além disso, o tecido com coloração de Picrosirius também foi examinado em 

microscopia de luz polarizada para caracterizar a composição do colágeno; o colágeno tipo I 

aparece como fibras vermelhas, e o colágeno tipo III aparece como fibras verdes sob luz 

polarizada (Junqueira et al. 1979). As lâminas de fígado coradas com prata amoniacal de 

Gomori foram usados para análise morfométrica das fibras reticulares. De cada camundongo, 

20 campos microscópicos foram selecionados aleatoriamente e as imagens foram obtidas com 

microscópio Olympus Bx40 com uma câmera Qcolor 3 acoplada (Olympus, Japão). A 

quantidade de fibras reticulares foi quantificada por meio do software Ks400 (Caliari, 1997). 

 

5.7.2 Imunohistoquímica  

 

A imunohistoquímica foi realizada em lâminas com cortes de 5μm do fígado de 

camundongos de diferentes grupos experimentais para avaliar a expressão de α-actina de 

músculo liso (α-SMA). Para tanto, cada lâmina contendo amostra de fígado foi desparafinada, 

reidratada e submetida à recuperação do antígeno utilizando uma solução de citrato de sódio 

0,01M, pH 6,0 e aquecimento em micro-ondas na potência de 80% durante 10 min. Em seguida, 

as lâminas foram incubadas com o anticorpo anti- α-SMA (Abcam 32575- Cambrigde, MA) na 

diluição de 1:800 por 24 horas a 4° C. Após a incubação com o anticorpo primário, as lâminas 

foram lavadas e a expressão de α-SMA nas células dos granulomas hepáticos foi revelada com 

a utilização do kit  EnVision+ Dual Link System-HRP (Agilent Dako, Santa Clara, CA), onde 

o anticorpo secundário é associado à polimeros  marcado com HRP e a atividade de peroxidase 

é revelada pelo cromógeno 3,3'-Diaminobenzidina (DAB - Agilent Dako, Santa Clara, CA). 

Todas as lâminas 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 

microscópio óptico. Para a análise morfométrica da expressão de α-SMA em células de 

granuloma, imagens foram obtidas de granulomas exsudativos contendo miracídios viáveis de 

camundongos infectados crônicos de ambas as linhagens (3 camundongos/grupo), usando o 

microscópio Olympus Bx41TF acoplado a uma câmera DP12-2 (Olympus Optical, Japão ). A 

expressão de α-SMA foi estimada comparativamente usando o software ImageJ. 
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5.7.3 Hidroxiprolina 

 

Para a determinação indireta da deposição de colágeno, dosou-se hidroxiprolina, como 

descrito por Reddy & Enwemeka (1996). Amostra de 200 mg do lobo bilobado do fígado de 

cada animal experimental foi homogeneizada em solução 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 hidrólise alcalina (1ml de NaOH à 2N) e 

autoclavada a 120ºC por 20 minutos. Logo em seguida, uma alíquota de 50 µl do hidrolisado 

foi adicionado a 450µl do reagente oxidante de cloramina T (cloramina T 0,056 M, N-propanol 

10% em tampão acetato/citrato pH 6,5) e incubado por 20 minutos para que a oxidação se 

totalizasse. Uma curva padrão com concentração inicial de 400µg de hidroxiprolina foi 

preparada em diluição seriada. A reação colorimétrica foi iniciada pela adição do reagente de 

Ehrlich (1M de pdimetilaminobenzaldeído diluído em N-propanol/ácido perclórico 2:1 v/v). As 

amostras foram então centrifugadas por 10 min a 1500 g a 4ºC. O ensaio foi feito com 200 µl 

do sobrenadante de cada amostra em uma placa de 96 poços (Plate Flat Bottom – Sarstedt, Inc. 

USA) e lida a absorbância no comprimento de onda de 550 nm em leitor para microplacas 

(VersaMax, Molecular Devices). 

 

5.7.4 Determinação da atividade de peroxidase de eosinófilos (EPO) 

 

O ensaio da atividade de peroxidase de eosinófilos (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 enzimática foi estimada no precipitado da amostra de 

homogenato hepático obtido após homogeneização de 100 mg de fígado em tampão de 

extração, conforme descrito anteriormente. Eventuais eritrócitos presentes no precipitado foram 

lisados pela adição de 1,5 ml de NaCl a 0,2% e a osmolaridade foi restabelecida pela adição de 

1,5ml de NaCl a 1,6% contendo 5% de glicose. As amostras foram homogeneizadas e o 

homogenato dividido em 2 partes iguais, sendo uma processada para quantificar a atividade de 

EPO e outra para MPO. 

As amostras destinadas a quantificação de EPO foram centrifugadas a 4000 g a 4ºC, o 

sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi re-suspenso e homogeneizado em 950 μl de 

PBS 1x pH 7,4 contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamônio (HTAB - Sigma). As 

amostras foram congeladas e descongeladas três vezes em nitrogênio líquido, centrifugadas a 

4000 g a 4ºC por 10 min. e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimático.  Para tanto, 

75 μl de cada amostra ou somente diluente (branco) foram adicionados a placas de 96 poços 
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(Plate Flat Bottom – Sarstedt, Inc. USA) juntamente com 75 μl da solução do substrato (tampão 

tris-HCL pH 8,0 contendo 1,5 mM o-fenilenodiamina- OPD e 6,6 mM de H2O2). Após o 

desenvolvimento de cor a reação foi interrompida pela adição de 50 μl de H2SO4 4N. A 

absorbância será lida a 492 nm em leitor para microplacas (VersaMax, Molecular Devices). 

 

5.7.5 Determinação da atividade de mieloperoxidase (MPO) 

 

O ensaio de quantificação de mieloperoxidase (MPO) tem o objetivo de medir de forma 

indireta a infiltração e/ou ativação de neutrófilos 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 4ºC por 10 min. e o sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi ressuspendido em 

200 μl de tampão contendo 0,1 M NaCl, 0,02 M NaPO4, 0,015 M NaEDTA, pH 4,7. A solução 

foi homogeneizada e centrifugada a 4000 g por 10 minutos a 4ºC. O precipitado foi 

homogeneizado novamente em tampão (0,05 M NaPO4 acrescido de 0,5 % HTAB, pH 5,4), 

seguido de três ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogênio líquido, assim como 

para o ensaio de EPO. Em seguida, a solução foi centrifugada a 4ºC por 15 min. a 4000 g e o 

sobrenadante utilizado para realização do método colorimétrico. Para o método colorimétrico 

25 μL da amostra foram acrescentados a placas de 96 poços (Plate Flat Bottom – Sarstedt, Inc. 

USA) contendo 25 μL de substrato (3,3’- 5,5’ – tetramethylbenzine – TMB diluído em 

dimetilsulfóxido – DMSO na concentração final de 1,6 mM). Posteriormente, foi feita a 

incubação a 37 ºC por cinco min. em estufa seca. Em seguida, 100μl da solução contendo 0,5 

mM de H2O2 diluído em tampão contendo 0,05 M de Na3PO4, 0,5% de HTAB, pH 5,4) foram 

adicionados e incubados a 37ºC por mais cinco minutos. A reação foi interrompida pela adição 

de 50 μl de solução 1M de H2SO4 e quantificada através da absorbância em leitor para 

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

 

5.7.6 Determinação da atividade de N-acetilglicosamidase (NAG) 

 

A atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG) é uma estimativa indireta do 

recrutamento de macrófagos para um dado órgão que apresenta baixa contaminação cruzada 

com enzimas de neutrófilos, conforme descrição de Barcelos et al. (2005). Para isto, 50 mg de 

fígado foram pesados e processados em um homogeneizador de tecidos em 950µl de tampão 

contendo 0,1 M NaCl, 0,02 M Na3PO4 e 0,015M Na2EDTA, pH 4,7. O homogenato foi 
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centrifugado a 4000 g a 4ºC por 10 min., o sobrenadante foi descartado e eventuais eritrócitos 

presentes no precipitado foram lisados pela adição de 750 µl solução hipotônica (0,2%) de NaCl 

e após 30 s, a osmolaridade foi restabelecida pela adição de mais 750 µl de solução hipertônica 

(1,6%) de NaCl contendo 5% glicose. As amostras foram mais uma vez centrifugadas (4000 g 

a 4ºC por 10 min) e o sobrenadante descartado. Para liberação do conteúdo das vesículas, o 

precipitado foi ressuspenso em 1,0 ml de solução salina 0,9% contendo Triton x-100, a 

suspensão resultante foi centrifugada a 4º C por 10 min 4000 g e o sobrenadante utilizado para 

o ensaio enzimático.  

Em uma placa de 96 poços (Plate Flat Bottom Sarstedt, Inc. USA), adicionou-se um 

volume de 100 μl de amostra obtida e diluída (1:5) em tampão citrato/fosfato (ácido cítrico 0,1 

M, Na2HPO4 0,1 M, pH 4,5) contendo 0,767 g/ml de p-nitrofenil-N-acetil-β-glicosamina 

(Sigma, EUA), posteriormente a placa foi incubada a 37º C por 10 minutos. O produto final foi 

gerado pela adição de 100 μl de tampão glicina (Glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH 0,8 M pH 

10,6) e a absorbância foi quantificada em leitor de ELISA (VersaMax, Molecular Devices), em 

comprimento de onda igual a 400 nm.  

 

5.7.7 Determinação sérica da atividade de alanina aminotransferase ALT 

 

Para caracterização das lesões hepáticas ocasionadas pela esquistossomose, amostras de 

soro dos animais WT e ST2-/- durante a fase aguda e crônica foram utilizadas para detecção de 

alanina aminotransferase (ALT), conforme as instruções do fabricante (LABTEST®). Em uma 

placa de 96 poços foram plaqueados 25μl de substrato de ALT (tampão 67 mmol/L, pH 7,4; 

ácido α-cetoglutarato 2,0 mmol/L; ácido L-alanina, 100 mmol/L, e azida sódica 15,4 mmol/L) 

e incubados a 37ºC por 3 minutos. Posteriormente, 5 μl de soro foi então adicionado a placa, 

homogeneizado e incubado a 37ºC por 30 minutos. Em seguida, acrescentou-se 25μl do 

reagente de cor de ALT (2,4 dinitrofenilhidrazina 1,0 mmol/L e ácido clorídrico 1,0 mol/L) à 

mistura, homogeneizou-se e permaneceu em temperatura ambiente por 20 minutos. Por útlimo, 

acrescentou-se 250μl de hidróxido de sódio e a solução foi incubada por 5 minutos em 

temperatura ambiente. A curva padrão foi preparada utilizando piruvato de sódio (2 mmol/L) 

como padrão enzimático, resultando em uma curva variando de 0-150 U/mL. A leitura de 

absorbância 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 interpolação dos dados da curva padrão e plotado como U/mL. 
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5.8 Expressão dos genes associados à fibroses e ativação de macrófagos no tecido 

hepatico - RT-qPCR 

 

Com intuito de caracterizar o perfil de ativação de macrófagos e o nível de expressão de 

genes associados a fibrose, o nível de expressão dos genes NOS-2, Arg-1, TGF-β, IL-10, Relm-

α, Chi3l3, MgL2, Colágeno I, Colágeno III e Colágeno VI foi quantificado no tecido hepático 

de animais BALB/c WT e ST2-/- infectados ou não com S.mansoni, usando RT-qPCR 

(quantitative reverse transcription polymerase chain reaction). 

Para isso, a extração de RNA e síntese de cDNA foi feita a partir de fragmentos de 

fígado coletados e armazenados em RNAlater™ Stabilization Solution (Invitrogen™), e 

processados usando homogeneizador Omni TH e o kit TRIzol (Invitrogen™), conforme as 

recomendações do fabricante. Após a quantificação do RNA realizada em espectrofotômetro 

Epoch™ Microplate Spectrophotometer (Biotek), as amostras foram tratadas com DNAse 

(Enzima Turbo DNA-free kit- Ambion – Life Technologies), seguida da síntese de cDNA 

realizada utilizando o kit High-Capacity cDNA reverse Transciption (Life Technologies), 

comercialmente disponível. As reações de PCR foram realizadas em triplicatas em um volume 

de reação de 10 µL: 5µL SYBER Green Master Mix (Ambion- Life Technologies), 0,3µL de 

cada primer alvo (forward e reverse), 2,4µL de água Milli-Q e 2,0µL cDNA (valores dados para 

uma reação). Para estimar a ativação de macrófagos M1 foi utilizado o primer para gene NOS-

2, para ativação de M2 primers de genes Arg-1, TGF-β, IL-10, Relm-α, Chi3l3 e MgL2 e para a 

quantificação dos colágenos relacionados a fibrose os primers para genes Colágeno I, Colágeno 

III e Colágeno VI, previamente descritos na literatura conforme detalhado na tabela 1. Para os 

genes de IL-10 e Relm-α, 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 condições da reação foram as seguintes: 95°C durante 10 minutos, 

seguido por 40 ciclos (95°C durante 15 segundos para desnaturação e 60º C durante 60 segundos 

para anelamento dos iniciadores e extensão). A quantificação relativa do mRNA dos genes 

estudados foi determinada através do método de 2-ΔΔCT, usando como controle endógeno o gene 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Schwartz et al. 2014a). Os dados foram 

analisados pelo StepOne Software 2.3 (Life Technologies) e os gráficos plotados no GraphPad 

Prism Software 4.0. 
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Tabela 1. Relação de primers utilizados 

NOS-2 

(Schwartz et al. 2014) 

F:5’-CAG AAG AAT GGA AGA GTC AG-3’ 

R:5’-CAG ATA TGC AGG GAG TCA CC-3’ 

Arg-1 

(Liu et al. 2015) 

F:5’-CTC CAA GCC AAA GTC CTT AGA G-3’ 

R:5’-AGG AGC TGT CAT TAG GGA CA-3’ 

TGF-β 

(Singh et al. 2004) 

F:5’-CTC CAC CTG CAA GAC CAT-3’ 

R:5’-CTT AGT TTG GAC AGG ATC TGG-3’ 

IL-10 

(Sequência desenhada) 

F:5’- CCAGGGAGATCCTTTGATGA-3’ 

R:5’-AACTGGCCACAGTTTTCAGG-3’ 

Relm-α 

(Sequência desenhada) 

F:5’-CCA TAG AGA GAT TAT CGT GGA-3’ 

R:5’-TGG TCG AGT CAA CGA GTA AG-3’ 

Chi3l3 

(Liu et al. 2015) 

F: 5’-CCA GCA GAA GCT CTC CAG AAG CA-3’ 

R:5’-TGG TAG GAA GAT CCC AGC TGT ACG-3’ 

MgL2 

(Liu et al. 2015) 

F:5’-TGG AGC GGG AAG AGA AAA ACC AGG-3’ 

R:5’-TCG AAG TTG TCA GCC CTG GAG TC-3’ 

Colágeno I 

(Schwartz et al. 2014) 

F:5’-ACT GGA CTG TCC CAA CCC C-3’ 

R:5’-TCC CTC GAC TCC TAC ATC TTC TG-3’ 

Colágeno III 

(Schwartz et al. 2014) 

F:5’-AAC CTG GTT TCT TCT CAC CCT TC-3’ 

R:5’-ACT CAT AGG ACT GAC CAA GGT GG-3’ 

Colágeno VI 

(Wilson et al. 2007b) 

F:5’-CGC CCT TCC CAC TGA CAA-3’ 

R:5’-GCG TTC CCT TTA AGA CAG TTG AG-3’ 

GAPDH 

(Liu et al. 2015) 
F: 5’-AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG-3’ 

R:5’-TGT AGA CCA TGT AGT TGA GGT CA-3’ 

 

 

5.9 Perfil de ativação de macrófagos derivados da medula ossea de camundongos 

 BALB/c WT e ST2-/-  infectados por S. mansoni 

 

 

5.9.1 Obtenção e diferenciação de macrófagos derivados da medula óssea 

 

Os fêmures dos camundongos BALB/c WT e ST2-/- infectados ou não foram coletados 

na fase aguda e crônica da infecção e rapidamente lavados em placas de petri contendo álcool 

70% em PBS. Em seguida, com auxílio de uma seringa de 1 mL acoplada a uma agulha de 

insulina de 13x0,45mm- 26 G½ (Descarpack Descartáveis 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 óssea (osso 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 4ºC) 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% β-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 colônia de granulócitos e macrófagos 

(GM-CSF), que estimula a diferenciação de monócitos em macrófagos (Joshi et al., 2008; Lutz 

et al., 2017).  

Posteriormente, as células recuperadas da medula óssea foram contadas em câmara de 

Neubauer após adição de azul de tripan (Gibco) para determinar o número de células obtido e 

sua viabilidade. Após contagem, as amostras foram plaqueadas em placa de Petri (J. Prolab, 

São José dos Pinhais, PR, Brasil), na concentração de 7x105 células/ml em volume final de 10 

ml, e mantidas a 37 oC e 5% de CO2 em 10 ml de meio R20/30. O meio foi renovado ao quarto 

dia para retirada de células não aderentes. As células aderentes foram consideradas monócitos 

em processo de diferenciação.  Após 7 dias de incubação a 37ºC, 5% CO2 , as células presentes 

no sobrenadante da cultura foram descartadas e as células aderidas foram destacadas das placas 

de petri utilizando solução PBS contendo 0,5% Tripsina e 5,3mM EDTA (Atlanta biologicals, 

Norcross GA). As células recuperadas foram lavadas e plaqueadas em placas de 24 poços 

Costar (Corning, NY) na concentração de 5x105/poço em 500µL de meio R20/30 e incubadas 

a 37ºC, 5% CO2 por 48h para garantir a aderência das células. Ao final das 48horas, as células 

aderidas foram estimuladas com SEA (5µg/mL), e/ou IFN-γ e TNF- α recombinante (1ng/mL; 

R&D System) para diferenciação dos macrófagos M1 ou com IL-4 (1ng/mL), IL-13 (1ng/mL), 

IL-33 (1ng/mL) (R&D Systems) para diferenciação dos macrofágos M2. As culturas foram 

mantidas por mais 48h a 37ºC, 5% CO2. Ao fim desse período, os monócitos já diferenciados 

em macrófagos foram utilizados para quantificação de arginase e óxido nítrico.  

 

5.9.2 Quantificação da atividade de arginase 

 

Macrófagos alternativamente ativados expressam arginase-1(ARG1) e a atividade 

desta enzima está relacionada à proliferação de células e a síntese de colágeno (Baron & Wynn 

2011). Desta forma, para avaliar a ativação de M2 no sobrenadante de células da medula óssea 

e no homogenato hepático, mensuramos o nível atividade de arginase por teste colorimétrico a 

partir da produção de ureia pela degradação enzimática de L-arginina (Hesse et al., 2001; 

Rodrigues et al., 2017). Para tanto, 50 µl da amostra de cada animal infectado ou não infectado 

foram adicionados em uma microplaca de 96 poços (Sarstedt) e ativados pela adição de 50 µl 
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de 10 mM MnCL2 e 50 µl de 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 e incubação por 10 minutos a 55º C. Em 

seguida, foram adicionados 25 µl de L-arginina 0,5 M (Sigma-Aldrich) a 25 µl das amostras 

ativadas, incubando a 37º C por 1 hora. A reação foi interrompida com 200 µl de mistura ácida, 

contendo H2SO4 a 96%, H3PO4 a 85% e H2O (1:3:7, v/v/v). Em seguida, foi adicionado etanol 

contendo 9% de α-isonitrosopropiophenone (Sigma-Aldrich), passando por aquecimento a 95 

oC por 45 minutos, seguido de incubação à temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura das 

placas foi realizada em leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices) a 540 nm. As 

concentrações das amostras foram obtidas pela interpolação das absorbâncias em gráfico obtido 

a partir da curva padrão de concentrações conhecidas de ureia (1000 mM – 1 mM) no software 

SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices). 

 

5.9.3 Quantificação de óxido nítrico 

 

O sobrenadante da cultura dos macrófagos isolados da medula óssea e o homogenato 

hepático também foram utilizados para mensurar a concentração de nitrito através da reação de 

Griess (Tsikas 2007) como medida indiretamente da produção de óxido nítrico. Sendo assim, 

100 µl 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 H3PO4) em uma placa de 

microtitulação de 96 poços (Sartedt®) e incubados durante 10 min à temperatura ambiente. A 

leitura da absorbância foi realizada em um leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices) 

no comprimento de onda 540nm. A concentração de nitrito foi obtida comparando a 

absorbância de cada amostra com a curva padrão estabelecida por uma diluição seriada das 

concentrações conhecidas de nitrito (1000µM- 1µM). 

 

5.10 Análises estatísticas 

 

A análise estatística foi realizada usando GraphPad Prism 8.0.2. Os dados foram 

submetidos a testes de ROUT para identificação e remoção de outliers, e sua distribuição 

normal foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para análise da curva de 

sobrevivência, foi utilizada a estimativa de Kaplan-Meier, seguida do pós-teste de Longrank. 

As comparações entre os grupos experimentais normalmente distribuídos em diferentes 

momentos de infecção foram realizadas por Two-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 

Bonferroni, enquanto Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparação múltipla de Dunn ou 

Mann-Whitney foram realizados para os dados que não segue uma distribuição normal. Os 
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conjuntos de dados foram apresentados como a média ± erro padrão da média em gráficos de 

plotagem e valores de p ≤ 0,05 foram considerados significativos.  
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6. CAPÍTULO 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A VIA IL-33/ST2 NÃO É ESSENCIAL PARA A ESTIMULAÇÃO TH2, MAS É A 

CHAVE PARA A MODULAÇÃO DO GRANULOMA E SOBREVIVÊNCIA DO 

HOSPEDEIRO DURANTE A INFECÇÃO CRÔNICA 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.cyto.2020.155390  
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A morbidade durante a esquistossomose crônica tem sido associada à indução e modulação da 

resposta inflamatória granulomatosa do tipo 2 (Th2) induzida por antígenos secretados pelos 

ovos, que ficam aprisionados nas vênulas dos tecidos do hospedeiro, especialmente no fígado 

e intestinos. IL-33, uma alarmina liberada após dano celular, liga-se ao seu receptor ST2 

(supressor de tumorigenicidade 2), expresso em células imunes inatas, como ILC2, eosinófilos  

e macrófagos, e estimula a produção precoce de IL-5 e IL-13. Em infecções por Nematodeos 

intestinais, a ativação de IL-33/ST2 leva à infiltração de eosinófilos e ativação de uma resposta 

Th2; entretanto, a participação desta via de ativação na indução da resposta Th2 e na formação 

e modulação do granuloma durante a esquistossomose ainda é pouco conhecida. Na primeira 

parte deste trabalho, avaliamos comparativamente a resposta imune e a formação de granuloma 

em camundongos selvagens BALB/c (WT) e BALB/c geneticamente deficientes no receptor de 

IL-33 (ST2-/-) experimentalmente infectados com Schistosoma mansoni. Os camundongos 

foram infectados com 25 ou 50 cercárias de S. mansoni e acompanhados por até 14 semanas 

para avaliar a mortalidade. Os camundongos de cada grupo experimental foram avaliados 

comparativamente quanto à carga parasitária, resposta imune do fígado e evolução do 

granuloma durante a esquistossomose aguda e crônica. Nossos dados mostraram que o número 

de vermes circulantes e ovos retidos no fígado e eliminados nas fezes foi semelhante em 

camundongos WT e  ST2-/- infectados, mas camundongos ST2-/- infectados apresentaram um 

aumento na taxa de mortalidade. Curiosamente, a produção de citocinas do tipo 2 por células 

do baço estimuladas por antígenos de ovo solúveis (SEA), as concentrações séricas de IL-5 e 

imunoglobulina (Ig)-E, e o nível de IgG1 reativa ao parasita foram semelhantes em 

camundongos infectados de ambos os grupos experimentais. Além disso, as concentrações de 

IL-5 e IL-13 no homogenato de fígado de camundongos na fase aguda da esquistossomose não 

diferiram entre os grupos. Entretanto, os camundongos ST2-/- infectados mostraram um 

aumento significativo nos níveis de IL-17 durante a fase aguda, enquanto as concentrações de 

IL-4, IL-13, IL-10, IL-17 e IFN-γ foram reduzidas no homogenato de fígado de camundongos 

cronicamente infectados. Entretanto, camundongos ST2-/- infectados apresentaram as razões IL-

4/IFN-γ e IL-17/IFN-γ maiores que em WT, sugerindo um predomínio de respostas Th2 e Th17. 

Os granulomas hepáticos de ST2-/- foram maiores e desorganizados, apresentando intenso 

infiltrado celular, rico em eosinófilos e neutrófilos. Nossos resultados sugerem que a ausência 

da via IL-33/ST2 não é essencial para a indução da resposta Th2 presente em camundongos 

infectados por Schistosoma mansoni, mas é necessária para modular a lesão hepática e reduzir 

a mortalidade do hospedeiro. 

Palavras chave: esquistossomose, fígado, modulação, granuloma, resposta Th2 
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6.1 RESULTADOS - Capítulo 1 

 

6.1.1 Avaliações parasitológicas e mortalidade de camundongos WT e ST2-/- 

 

Confirmando dados anteriores do nosso grupo, a carga parasitária, avaliada pela 

contagem de vermes adultos recuperados da veia porta e ovos retidos no fígado ou eliminados 

nas fezes, mostrou que o número de vermes (fig. 9A e fig. 9B) e o número de ovos excretados 

nas fezes (fig. 9C e fig. 9D) recuperados de camundongos BALB/c WT e ST2-/- foram 

estatisticamente semelhantes, independentemente do inóculo do parasita (25 ou 50 

cercárias/camundongo) ou da fase de infecção. Em relação aos ovos retidos no fígado, a 

evolução da infecção leva a um aumento progressivo dos ovos no tecido, sendo que 

camundongos infectados cronicamente apresentaram retenção significativamente maior de 

ovos em comparação com a infecção aguda. Entretanto, não foi observada diferença no número 

de ovos recuperados no fígado entre os camundongos BALB/c WT e ST2-/-, também 

independentemente do inóculo do parasita e da fase de infecção (fig. 9E e fig. 9F).  

Camundongos infectados e não infectados de ambos os grupos foram acompanhados 

por 14 semanas para avaliar a mortalidade. Entre os camundongos infectados com 25 cercárias, 

a taxa de sobrevivência foi de 89,3% em camundongos BALB/c WT, enquanto apenas 34,3% 

dos camundongos ST2-/- sobreviveram, com mortes começando nas semanas 11 e 12 pós-

infecção, respectivamente (fig. 9G). No grupo infectado com 50 cercárias, a taxa de 

sobrevivência foi de 25,9% entre os camundongos ST2-/-, com mortes iniciando na semana 8 

pós-infecção, que foi significativamente menor em comparação com a taxa de sobrevivência de 

52,7% entre os camundongos WT, com mortes começando a ser observado na semana 9 (fig. 

9H). Assim, apesar dos parâmetros parasitológicos semelhantes entre os grupos, a falta do 

receptor ST2 levou a maior mortalidade em camundongos infectados. As análises a seguir 

foram conduzidas com camundongos infectados com 50 cercárias para que uma resposta imune 

mais intensa pudesse ser averiguada. Além disso, devido à alta taxa de mortalidade detectada 

em camundongos infectados com ST2-/-, a análise imunopatológica de animais infectados 

cronicamente foi realizada 12 semanas após a infecção.  
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Figura 9. Avaliação da carga parasitária e taxa de sobrevivência de camundongos BALB/c WT e ST2-/-. O 

número de vermes recuperados (A, B), ovos por grama de fezes (C, D), ovos retidos no fígado (E, F) e as curvas 

de sobrevivência (G, H) foram avaliados após 8 (fase aguda) ou 14 (fase crônica) semanas de infecção com 25 (A, 

C, E, G) ou 50 cercárias (B, D, F, H) em camundongos WT e ST2-/- .Os dados compilam os resultados de dois 

experimentos independentes. Os dados são apresentados como um gráfico de pontos e média, cada ponto 

representando um animal. As comparações entre os grupos foram realizadas por Two-way ANOVA seguida pelo 

pós-teste de Bonferroni, e o valor de p foi atribuído. As curvas de sobrevivência foram analisadas em camundongos 

WT e ST2-/-  infectados com 25 (G) ou 50 cercárias (H) por 14 semanas usando estimativa de Kaplan-Meier, 

seguido por pós-teste de Longrank. * representa diferenças significativas entre camundongos infectados de grupos 

diferentes; & representa diferenças significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparação 

com camundongos na fase aguda infectados com o mesmo inóculo de ambos os grupos (& p <0,05; && p <0,01; 

&&& ou *** p <0,001).  
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6.1.2 Resposta Th2 sistêmica 

 

Para confirmar a indução sistêmica da resposta imune em camundongos ST2-/- 

infectados com S. mansoni, a concentração de citocinas (IFN-γ, IL-5, IL-4, TNF-α e IL-33) e a 

produção de anticorpos (IgE total e IgG1 reativa ao parasita) foram medidas no soro dos animais 

dos diferentes grupos experimentais. Em relação a citocina caracteristica da resposta Th1, foi 

verificado que a concentração sérica de IFN-γ foi baixa e permaneceu semelhante, 

independentemente da fase de infecção ou linhagem de camundongo (fig. 10A). As 

concentrações séricas de ambos os mediadores imunológicos dependentes de Th2, IL-5 (fig. 

10B) e IgE (fig. 10C), aumentaram durante a infecção, e nenhuma diferença significativa foi 

detectada na resposta de camundongos BALB/c WT e ST2-/-. Em concordância com esses 

dados, a reatividade de IgG1 anti-SEA apresentou níveis mais elevados nos grupos infectados 

em comparação com os grupos controle não infectados (fig. 10D), embora sem diferença entre 

as linhagens. Resultados semelhantes também foram obtidos para reatividade de IgG1 anti-

SWAP (dados não mostrados). Durante a fase aguda, os níveis séricos detectáveis de IL-4 

estavam presentes apenas em camundongos ST2-/- , enquanto nenhuma diferença entre os 

camundongos WT e ST2-/- foi encontrada na fase crônica (dados não mostrados). Os níveis 

séricos de TNF-α e IL-33 estavam abaixo da faixa de detecção (dados não mostrados).  
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Figura 10. Níveis séricos de citocinas e imunoglobulinas. Avaliação das concentrações de citocinas em níveis 

séricos de IFN- γ, IL-5 e anticorpos estimados por ELISA em amostras de camundongos BALB/c WT e ST2-/-. Os 

camundongos foram infectados por via subcutânea com 50 cercárias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8 

(fase aguda) ou 12 após a infecção (fase crônica). Os dados são representativos de duas experiências independentes 

e apresentados como um gráfico de pontos e média, cada ponto representando um animal, de IFN-γ (A), IL-5 (B), 

IgE (C) e IgG1 (D). As comparações entre os grupos foram realizadas por Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste 

de comparações múltiplas de Dunn, e o valor de p foi atribuído. & representa diferenças significativas entre 

camundongos infectados cronicamente em comparação com camundongos da mesma linhagem infectados na fase 

aguda; # representa diferenças significativas entre um grupo e seu grupo controle não infectado correspondente (# 

ou & p <0,05; ## p <0,01; ### p <0,001). ND: não detectável. 

Para melhor avaliar como a ausência da via de ativação de IL-33/ST2 afeta as resposta 

imune durante a infecção por S. mansoni, as concentrações de IL-4, IL-5, IL-13, IL-33, IL-10 

e IL- 17 foram quantificados no sobrenadante de culturas de células do baço estimuladas por 

SEA. Em camundongos BALB/c WT e ST2-/-, IL-4 não foi detectada em culturas de células do 

baço de camundongos não infectados, mas apresentou-se aumentada em grupos infectados com 

S. mansoni, especialmente durante a fase aguda, sem diferença significativa entre BALB/c WT 

e ST2-/- (fig. 11A). A produção ligeiramente maior de IL-5 também estava presente durante a 

infecção e, novamente, sem diferenças entre os camundongos BALB/c WT e ST2-/- (fig. 11B). 

A produção de IL-13 (fig. 11C) apresentou aumento da fase aguda para a fase crônica em ST2-

/-, mas também sem diferenças entre as diferentes linhagens. A produção de IL-33 (fig. 11D) e 

de IL-10 (fig. 11E) em células do baço estimuladas por SEA foram semelhantes entre os grupos 



66 

 

 

durante a esquistossomose aguda e crônica. IL-17 só pôde ser detectada na fase crônica, porém 

sem diferenças entre os camundongos BALB/c WT e ST2-/- (fig. 11F). 
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Figura 11.Resposta Th2 e regulatórias do baço. Avaliação das concentrações de citocinas em sobrenadantes de 

cultura de células do baço estimadas por ELISA em amostras de camundongos BALB/c WT e ST2-/-. Os 

camundongos foram infectados por via subcutânea com 50 cercárias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8 

(fase aguda) ou 12 após a infecção (fase crônica). As células do baço foram cultivadas a 1x106 células/ml em 

RPMI-1640 na presença de 5 µg/ml de SEA por 72h durante infecções agudas e crônicas. Os dados são 

representativos de dois experimentos independentes e apresentados como um gráfico de pontos e média, cada 

ponto representando as concentrações, de IL-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 baço de um animal. As comparações entre os grupos foram realizadas por 

Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de comparação múltipla de Dunn. Em F, as comparações entre os grupos 

em uma única fase da infecção foram feitas pelo teste de Mann-Whitney, e o valor de p foi atribuído. & representa 

diferenças significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparação com camundongos da 

mesma linhagem infectados na fase aguda; # representa diferenças significativas entre um grupo e seu grupo de 

controle não infectado correspondente (# ou & p <0,05). ND: não detectável. 

 

6.1.3 Resposta imune do fígado 

 

O fígado é o principal órgão de retenção de ovos na esquistossomose (Gryseels 2012; 

McManus 2018), portanto, os níveis de citocinas de perfis Th1, Th17, Th2 e regulatorias foram 

avaliados no homogenato hepático de BALB/c WT e ST2-/- após 8 e 12 semanas de infecção. 

Em relação ao perfil Th2, altas concentrações de IL-4 (fig. 12A), IL-5 (fig. 12B) e IL-13 (fig. 

12C) foram detectadas em homogenatos de fígado de camundongos BALB/c WT e ST2-/-  

infectados, mas sem diferenças significativas entre os grupos durante a esquistossomose aguda. 

No entanto, as concentrações de IL-4 e IL-13 reduziram significativamente no homogenatos de 

fígado de camundongos ST2-/- infectados cronicamente, resultando em níveis mais baixos 
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dessas citocinas em comparação com BALB/c WT. Camundongos ST2-/-  também mostraram 

uma redução significativa dos níveis hepáticos de IL-5 durante a esquistossomose crônica, mas 

sem diferenças entre as linhagens (fig. 12B). Da mesma forma, camundongos ST2-/- também 

apresentaram uma redução significativa nas concentrações hepáticas de IL-17 (fig. 12D) e IFN-

γ (fig. 12E) da fase aguda para a fase crônica, sendo menor do que em camundongos BALB/c 

WT durante infecção crônica. Por outro lado, os níveis de IL-17 foram aumentados em 

camundongos ST2-/- durante a fase aguda em comparação com camundongos BALB/c WT 

(fig.12D). 

Os níveis de TNF-α (fig. 12F) permaneceram os mesmos, independentemente da fase 

de infecção ou linhagem de camundongo. Entre as citocinas com perfil regulatório, os níveis de 

TGF-β nos homogenatos hepáticos foram semelhantes entre as duas fases da infecção, sem 

diferenças significativas entre os grupos (fig. 12G). Os camundongos BALB/c WT mostraram 

níveis semelhantes de IL-10 durante a infecção. No entanto, as concentrações de IL-10 no 

homogenato hepático reduziram significativamente da fase aguda para a crônica da 

esquistossomose em camundongos ST2-/- (fig. 12H). 
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Figura 12. Resposta imune no fígado. Quantificação de citocinas pró-inflamatórias e reguladoras no homogenato 

hepático de camundongos BALB/c WT e ST2-/- durante infecção aguda e crônica. Os camundongos foram 

infectados por via subcutânea com 50 cercárias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12 

após a infecção (fase crônica). Os dados são representativos de dois experimentos independentes e apresentados 

como um gráfico de pontos e média, cada ponto representando um animal, de IL-4 (A), IL-5 (B), IL-13 (C), IL-17 

(D ), Concentrações de IFN-γ (E), TNF-α (F), TGF-β (G) e IL-10 (H) estimadas por ELISA sanduíche. As 

comparações entre os grupos com distribuição normal foram realizadas por Two-way ANOVA seguida pelo pós-

teste de Bonferroni, enquanto o teste de Mann-Whitney foi realizado para distribuições não paramétricas. e o valor 

p foi atribuído. * representa diferenças significativas entre camundongos infectados de grupos diferentes; & 

representa diferenças significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparação 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 parâmetro para analisar o equilíbrio entre as respostas Th2, Th1, Th17 e 

regulatórias, as razões entre IL-4 e IFN-γ, IL-4 e IL-10, IL-4 e IL-17 e IL-17 e IFN-γ foram 

calculadas. Nenhuma das proporções mudou significativamente nos camundongos BALB/c 

WT durante a infecção, e nenhuma diferença foi encontrada entre as linhagens durante a 

infecção aguda. Embora camundongos deficientes para ST2 tenham apresentado diminuição 

dos níveis de IL-4 no homogenato hepático durante a esquistossomose crônica, um aumento 

significativo na razão IL-4/IFN-γ foi observado em camundongos ST2-/- em comparação com 

camundongos WT (fig. 13A), indicando a predominância da resposta Th2. Da mesma forma, a 

redução significativa da concentração de IL-10 em homogenatos hepáticos de camundongos 

ST2-/- infectados cronicamente também resultou em um aumento da razão IL-4/IL-10 nesses 

animais em comparação com a fase aguda da esquistossomose, mas sem diferenças estatisticas 

entre as linhagens estudadas (fig. 13B). Ambos os camundongos WT e ST2-/- apresentaram 

relações IL-4/IL-17 semelhantes, que persistiram durante a fase crônica (fig. 13C). Por outro 

lado, camundongos knockout apresentaram um aumento de duas vezes na razão IL-17/IFN-γ 

média entre as fases e uma razão 1,49 vezes maior quando comparados aos camundongos 

BALB/c WT durante a esquistossomose crônica, sugerindo uma resposta Th17 mais forte 

durante esta fase. (fig. 13D). 
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Figura 13. Equilíbrio entre as respostas imune Th2, Th1, Th17 e regulatória no fígado de camundongos 

BALB/c WT e ST2-/- durante a infecção por S.mansoni. Os camundongos foram infectados por via subcutânea 

com 50 cercárias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12 após a infecção (fase crônica). Os 

dados compilam os resultados de dois experimentos independentes. Os dados são apresentados como um gráfico 

de pontos e média, cada ponto representando as razões de concentração de IL-4/IFN-γ (A), IL-4/IL-10 (B), IL-

4/IL-17 (C) e de IL-17/IFN-γ (D) de um animal. As comparações entre os grupos foram realizadas pelo teste de 

Mann-Whitney, e o valor de p foi atribuído. * representa diferenças significativas entre camundongos infectados 

de diferentes cepas; & representa diferenças significativas entre camundongos infectados cronicamente em 

comparação com camundongos da mesma cepa infectados na fase aguda. (** p <0,01; &&& p <0,001; &&&& p 

<0,0001). 

 

6.1.4 Granulomas e lesões hepáticas 

 

 

Durante a infecção por S. mansoni, foi possível observar diferenças cruciais na 

organização e tamanho do granuloma dos camundongos WT em comparação com ST2-/- (fig. 

13). Os granulomas hepáticos de fase aguda de camundongos BALB/c WT apresentam uma 

grande resposta inflamatória ao redor dos ovos, a intensa infiltração celular é 

predominantemente observada na periferia do granuloma (fig. 14A). Por outro lado, os 

granulomas hepáticos de camundongos ST2-/- infectados afetaram áreas maiores de tecido e 

mostraram infiltração dispersa de células inflamatórias (fig. 14C). Durante a infecção crônica, 

camundongos WT conseguem modular a formação 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). São caracterizados por serem granulomas mais exsudativos, comparado com os 

granulomas de BALB/c WT (fig. 14B), embora menores em ambos os grupos quando 

comparados à fase aguda. Como consequência, os granulomas hepáticos em camundongos ST2-

/- apresentaram volumes maiores quando comparados aos granulomas de camundongos 

BALB/c WT, tanto na esquistossomose aguda quanto na crônica (fig. 14E). Nossa análise 

também revelou que o tecido hepático dos camundongos ST2-/- durante a esquistossomose 

crônica apresentaram extensas áreas de necrose e infiltrado celular fora da região dos 

granulomas (indicado pela seta da fig. 14D), que não foram comumente observadas nos 

camundongos WT infectados neste mesmo período. Além disso, a elevação da atividade de 

ALT no soro de camundongos infectados foi significativamente maior em camundongos ST2-/- 

do que em WT durante a fase aguda da infecção por S. mansoni (fig. 14F). 
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Figura 14. Avaliação do granuloma e lesões hepáticas. (A - D) Fotomicrografias de cortes de fígado corados 

com hematoxilina-eosina (HE) de camundongos WT (A, B) e ST2-/- (C, D) em esquistossomose aguda (A, C) e 

crônica (B, D). Escala de barra = 50µm. (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 fígado de WT e ST2-/-(E). Níveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) (F). Os camundongos foram 

infectados por via subcutânea com 50 cercárias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12 

após a infecção (fase crônica). O volume do granuloma foi estimado a partir de imagens de granulomas isolados 

contendo um único ovo viável, e pelo menos 20 granulomas foram capturados de cada camundongo. Um total de 

6-8 camundongos foram usados para os experimentos. Os dados são apresentados como um gráfico de pontos e 

média, cada ponto representando um granuloma (E) ou um animal (F). As comparações entre os grupos foram 

realizadas por Two-way ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni, e o valor de p foi atribuído. * representa 

diferenças significativas entre camundongos infectados de diferentes linhagens; & representa diferenças 

significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparação com camundongos da mesma linhagem 

infectados na fase aguda; # representa diferenças significativas em comparação com o grupo não infectado da 

mesma linhagem de camundongos (** ou ## p <0,01; *** ou ### p <0,001; &&&& p <0,0001).  

 

Conforme indicado na histopatologia, procuramos avaliar diferenças na infiltração de 

células polimorfonucleares nos granulomas. A migração de leucócitos para o local de retenção 

dos ovos para a formação de granuloma é dirigida por quimiocinas (Burke et al. 2009) como 

CCL24 e CXCL2. Embora as concentrações de CCL24 tenham sido semelhantes entre os 

grupos na fase aguda, a concentração dessa quimiocina foi significativamente maior no 

homogenato hepático de camundongos ST2-/- em comparação com o BALB/c WT durante a 

fase crônica (fig. 15A). Os níveis de CXCL2 no homogenato hepáticos foram semelhantes nos 

camundongos ST2-/- e WT independente da fase da infecção (fig. 15C). A infiltração de 

eosinófilos e neutrófilos também foi indiretamente avaliada através da quantificação das 

atividades de EPO e MPO, respectivamente. Confirmando os dados histológicos, maiores 

atividades de EPO (fig. 15B) e MPO (fig. 15D) foram encontradas em homogenatos de fígado 
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de camundongos ST2-/-  quando comparados com BALB/c WT durante esquistossomose 

crônica. 
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Figura 15. Infiltração celular no fígado. (A, C) Concentrações de CCL24 e CXCL2 no homogenato de tecido 

hepático estimadas por ELISA em sanduíche. (B, D) Atividade da peroxidase de eosinófilos (EPO), 

mieloperoxidase (MPO) em homogenato de tecido hepático. Os camundongos foram infectados por via subcutânea 

com 50 cercárias de S. mansoni e sacrificados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12 após a infecção (fase crônica). Os 

dados compilam os resultados de dois experimentos independentes. Os dados são apresentados como um gráfico 

de pontos e média, cada ponto representando um animal. As comparações entre os grupos normalmente 

distribuídos foram realizadas por Two-way ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni, enquanto o teste de 

Mann-Whitney foi realizado para distribuições não paramétricas, e o valor de p foi atribuído. * representa 

diferenças significativas entre camundongos infectados de diferentes linhagens; & representa diferenças 

significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparação com camundongos da mesma linhagem 

infectados na fase aguda (* ou & p <0,05; ** ou ºº p <0,01; *** p <0,001).  

 

6.2 DISCUSSÃO - Capítulo 1 

A esquistossomose é uma doença infecciosa que ainda afeta milhões de pessoas em todo 

o mundo, causando morbidade crônica que está principalmente associada à retenção de ovos do 

parasita e à 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, estão envolvida na resposta 

imune induzida por Schistosoma, embora nem todas tenham tido suas funções 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 vários 

modelos de doenças infecciosas e inflamatórias (Schmitz et al. 2005; Alves-Filho et al. 2010; 
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Rostan et al. 2013; Nunes et al. 2014). Neste capítulo, reunimos evidências de que a ausência 

da via IL-33/ST2 não afeta o estabelecimento da infecção por S. mansoni, nem compromete a 

indução da resposta Th2 na esquistossomose aguda. No entanto, a falta dessa via leva à 

polarização da resposta Th2/Th17 durante a fase crônica devido à redução da resposta Th1 e 

modulatória. Isso resulta na formação de granulomas hepáticos maiores, com intensa infiltração 

celular, causando lesão hepática mais extensa e maior taxa de mortalidade em camundongos 

infectados com ST2-/-. 

Os dados apresentados neste capítulo, mostram que independente da quantidade de 

cercárias utilizadas na infecção, o número de vermes adultos e ovos recuperados foi similar 

entre de camundongos ST2-/- e WT. Em contraste, Yu e colaboradores (2015) ao bloquear a IL-

33 usando anticorpos anti-IL-33, mostraram que o comprometimento da via da IL-33/ST2 foi 

associado a uma redução do número de vermes adultos de S. japonicum recuperados da veia 

mesentérica. Os dados controversos podem ser influenciados por diferenças importantes nas 

espécies de Schistosoma e nos mecanismos utilizados para bloquear a via de ativação da IL-

33/ST2 empregada nos dois experimentos. Em relação ao número de ovos, outros modelos de 

supressão de IL-33/ ST2 em infecções por S. japonicum (Yu et al. 2015; Li et al. 2019) também 

não mostraram alterações na contagem de ovos (no fígado ou nas fezes) ou na fertilidade 

quando a via de IL-33/ST2 foi de alguma forma prejudicada. Os dados indicam fortemente que 

os mecanismos imunes relacionados à eliminação dos ovos não são comprometidos pela falta 

da via IL-33/ ST2, sugerindo assim que essa via não desempenha um papel significativo nesse 

processo. Apesar da ausência de variação no número de ovos, especialmente aqueles retidos no 

fígado, os camundongos ST2-/- 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 o número de ovos retidos no fígado de camundongos deficientes não foi 

diferente dos camundongos WT, a maior taxa de mortalidade detectada em camundongos ST2-

/- infectados provavelmente ocorreu devido as alterações na formação de seus granulomas.  

A secreção de antigenos citotóxicos do ovo induz a ativação da resposta Th2, com 

produção local das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e formação do granuloma, resposta importante 

para conteção do dado tecidual e para formação 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 estimulação com IL-33 exógena em células do baço 

de camundongos C57BL/6 leva a um aumento nos níveis de citocinas tipo 2, como IL-5 e IL-

13. Para investigar melhor a importância da via IL-33/ST2 na indução da resposta Th2 durante 
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a infecção por S. mansoni e como ela afeta a formação de granuloma e os danos no fígado, 

quantificamos citocinas tipo 2 e marcadores de sua atividade biológica no baço, fígado e soro 

de animais infectados. Nossos resultados mostraram que os níveis sistêmicos de IFN-γ, IL-4 e 

IL-5 durante a esquistossomose não são influenciados pela ausência da ativação da via IL-

3/ST2, o que é reforçado pelos níveis semelhantes de IgE total e IgG1 específica para SEA entre 

camundongos ST2-/- e WT, indicando uma atividade biológica sustentada destes marcadores. 

No homogenato hepático dos camundongos infectados, os níveis de IL-4, IL-5 e IL-13 

foram semelhantes entre as duas linhagens durante a fase aguda. As razões IL-4/IFN-γ e IL-

4/IL-10 durante a fase aguda também revelam que o equilíbrio entre a resposta Th2 e a resposta 

Th1 e regulatória não é afetada em camundongos ST2-/-. A ausência de alterações nas citocinas 

e imunoglobulinas de perfil tipo 2 indica que a via IL-33/ST2 não foi essencial para o início e 

manutenção de uma resposta Th2 na esquistossomose aguda, diferindo dos dados que 

demontram a importância desta via para ativação da resposta Th2 em outros modelos 

inflamatórios (Schmitz et al. 2005; Price et al. 2010; Neill et al. 2010; Nunes et al. 2014). Estes 

dados sugerem que vias independentes da ativação IL-33/ST2 devem estar envolvidas na 

indução da resposta Th2 durante a infecção por S. mansoni. Já foi demonstrado que antígenos 

dos ovos de S.mansoni, como ômega-1 e LNFPIII, induzem a resposta Th2 por modulação 

funcional de células dendríticas 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 antígenos de Nippostrongylus brasiliensis e 

Heligmosomoides polygyrus podem modular diretamente a produção de IL-12p40 de células 

dendríticas e a diferenciação de células Th2 ainda pode ocorrer em camundongos knockout para 

linfomaietina estromal tímica (TSLP). Além disso, Vannella et al. (2016) mostraram que a 

inibição individual da via IL-33/ST2, IL-25 ou TSLP por si só não pode interromper o início 

da resposta Th2 em infecções por S. mansoni, pois é necessária a ablação concomitante das três 

vias para que isso ocorra. Assim, nossos dados suportam que os antígenos de S. mansoni podem 

desencadear uma resposta Th2 durante a infecção aguda de um modo independente de IL-

33/ST2. Embora não tenhamos detectado diferenças significativas na resposta imune hepática 

de camundongos ST2-/- durante a esquistossomose aguda, um aumento significativo no nível de 

atividade de ALT sérica foi observado nesses camundongos em comparação com WT, 

indicando assim que estes animais foram menos eficientes na contenção de substâncias 

citotóxicas dos ovos, resultando em maior dano ao fígado. A importância do granuloma para 

contenção 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 infecção, a resposta hepática de camundongos ST2-/- 

infectados cronicamente mostrou diferenças importantes, principalmente com menor produção 

de IL-4, IL-13, IL-10, IL-17 e IFN-γ, acompanhada pelo aumento da infiltração de neutrófilos 

e eosinófilos. Em camundongos WT, os granulomas hepáticos formados na fase crônica da 

esquistossomose experimental são geralmente menores, com menor infiltração de células 

inflamatórias e maior deposição de colágeno que os formados durante a infecção aguda, 

causando uma patologia reduzida (McManus et al. 2018; Wynn et al. 2004). Essa redução de 

tamanho dos granulomas hepáticos durante a esquistossomose experimental crônica foi 

observada em ambos os 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 

fígado não mostraram diferença 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 

redução na concentração de IL-4 no fígado de camundongos    ST2-/- cronicamente infectados, 

a redução de IFN-γ e IL-10 foi maior; portanto, as razões IL-4/IFN-γ e IL-4/IL-10 indicam 

claramente uma maior polarização da resposta Th2 no fígado nestes camundongos em 

comparação as respostas Th1 e regulatórias. Essas citocinas têm um papel sinérgico na 

neutralização da patologia mediada por Th2 causada nas infecções por S. mansoni (Hoffmann 

et al. 2000; Hesse et al. 2004; Taylor et al. 2006; Haeberlein et al. 2017). A predominância de 

uma resposta Th2 também é apoiada pelo aumento da infiltração de eosinófilos e dos níveis de 

CCL24 (Hogan 2009; Ariyaratne & Finney 2019; Wen & Rothenberg 2016). Além disso, uma 

resposta Th17, principalmente via IL-17, também foi associada à 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-γ podem regular um ao outro (Rutitzky et al. 2011), a razão IL-17/IFN-

γ na fase crônica também indica claramente uma predominância de IL-17 sobre IFN-γ, diferindo 

da fase aguda e da infecção crônica em camundongos WT. A maior infiltração de neutrófilos 

também é apoiada pelo aumento da razão IL-17/IFN-γ, visto que a resposta Th17 está 

relacionada à inflamação do granuloma nas infecções por S. japonicum, parcialmente devido 

ao recrutamento de neutrófilos (Zhang et al. 2012). Portanto, o aumento da mortalidade 

observada na ausência da via IL-33/ST2 é provavelmente devido a uma alteração nos 

mecanismos de modulação das respostas Th2 e Th17 durante a esquistossomose crônica, o que 

leva a um aumento da infiltração de granulócitos e desorganização da reação do granuloma. 

A via IL-33/ST2 tem sido associada à gravidade em vários modelos de doenças cuja 

patologia envolve fibrose, como fibrose hepática 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), infecção por Helicobacter hepaticus (Cao et al. 2020) e a própria 

esquistossomose (Yu et al. 2015; Vanella et al. 2016; He et al. 2018; Li et al. 2019). No entanto, 

em alguns modelos experimentais de infecções, a exemplo da malária cerebral ocasionada pela 

infecção por Plasmodium berghei, IL-33 tem se mostrado uma citocina importante quando se 

trata de controle patológico, apesar de não estar envolvida no controle da parasitemia (Besnard 

et al. 2015). Em estudos com populações humanas, também há evidências de que os níveis 

plasmáticos de IL-33 não estão relacionados à gravidade da fibrose hepática na esquistossomose 

(Kamdem et al. 2019).  

Neste capítulo, o uso de camundongos ST2-/- mostrou que a ativação da via IL-33/ST2 

durante a esquistossomose experimental tem fundamental importância para a modulação do 

granuloma e sobrevivência adequada durante a infecção crônica por S. mansoni, que vai além 

da fibrose hepática; no entanto, a participação da via IL-33/ST2 no mecanismo de fibrose 

associada à esquistossomose precisa ser melhor estudado.  
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7. CAPÍTULO 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

PAPEL DA ATIVAÇÃO DA VIA IL-33/ST2 NO DESENVOLVIMENTO DA 

FIBROSE HEPÁTICA INDUZIDA POR GRANULOMAS DE SCHISTOSOMA MANSONI 

EM CAMUNDONGOS 
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Os ovos de Schistosoma mansoni são frequentemente retidos em diferentes órgãos do 

hospedeiro, sendo o fígado o principal afetado, e este processo lesiona células endoteliais e 

hepáticas que resulta na liberação da alarmina IL-33. A participação da ativação da via IL-

33/ST2 foi demonstrada em modelos de doenças inflamatórias que resultam em fibrose, como 

a fibrose pulmonar e hepática induzidas quimicamente; entretanto, na fibrose hepática em 

consequência da esquistossomose permanece pouco explorado, tornando-se o objetivo deste 

capítulo. Para isto, marcadores de fibrose foram avaliados no fígado de camundongos BALB/c 

WT e deficientes no receptor de IL-33 (ST2-/-) infectados com S. mansoni. A carga parasitária 

foi inicialmente mensurada pela contagem de ovos no lobo esquerdo do fígado. Foram 

realizadas análises histopatológicas e morfométricas da inflamação hepática e fibrose induzida 

pelo trematódeo, utilizando as colorações de Tricrômio de Masson, Picrosirius e Prata 

Amoniacal de Gomori. Também foi quantificado a concentração tecidual hidroxiprolina e a 

expressão de α-actina de músculo liso (α-SMA) em células que compõem o granuloma 

hepático, através de análise imunohistoquímica. Nossos dados mostraram que a contagem de 

ovos e o conteúdo de hidroxiprolina no fígado dos animais infectados foram semelhantes nas 

duas linhagens. No entanto, a análise histopatológica revelou que a matriz extracelular nos 

granulomas de camundongos ST2-/- apresenta-se desorganizada. Durante a esquistossomose 

aguda, o tecido hepático de camundongos ST2-/-, apesar da expressão aumentada de mRNA 

para TGF-β, apresentou diminuição de α-SMA em células do granuloma hepático, indicando 

menor ativação de HSC e redução na diferenciação de miofibroblastos. A infecção por S. 

mansoni induziu aumento da expressão de Col I em ambas linhagens de camundongos, mas 

somente camundongos WT infectados mostraram aumento significativo da expressão de  Col 

III e Col VI, resultando em diferença significativa entre camundongos WT e ST2-/-. 

Acompanhando a expressão reduzida de Col III e Col VI, a presença de fibra reticular nos 

granulomas também foi diminuída nos camundongos deficientes, sugerindo que as diferenças 

na formação e deposição da matriz extracelular do granuloma hepático destes animais seria 

consequência das diferentes proporções nos tipos de colágeno encontrados. Os dados indicam 

que a ativação da via IL-33/ST2 é essencial para transdiferenciação de miofibroblastos e para 

produção de colágenos do tipo III e VI, resultando na redução de formação de fibras reticulares 

e desorganização do granuloma hepático de camundongos infectados por S. mansoni. 

 

Palavras-chave: S.mansoni, colágeno, matriz extracelular, miofibroblastos, granuloma, fibras 

reticulares 
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7.1 RESULTADOS – Capítulo 2 

  7.1.1 Diferenciação de células estreladas hepáticas (HSC) 

 

A transdiferenciação de HSC em miofibroblastos é parte importante na produção de 

matriz extracelular observada na fibrose hepática; e este processo é caracterizado pela expressão 

de α-actina de músculo liso (α-SMA) (Bachem et al. 1992; Carson et al. 2018). A análise 

imunohistoquímica do fígado de camundongos WT e ST2-/- infectados revelou que muitas 

células de granulomas formados durante a esquistossomose aguda (fig. 16A) e crônica (fig. 

16C) em camundongos WT expressaram α-SMA; entretanto, nos camundongos ST2-/- 

infectados observamos poucas células na reação granulomatosa expressando α-SMA (fig. 16B 

e 16D). A análise morfométrica da área corada em marrom em camundongos infectados 

cronicamente confirmou a presença de menor quantidade de células α-SMA+ nos granulomas 

hepáticos na ausência da ativação da via IL-33/ST2 (fig. 16E). 
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Figura 16. Análise imunohistoquímica da expressão de α-SMA em granulomas hepáticos induzidos por 

S.mansoni. (A-D) Fotomicrografias representativas do tecido hepático de camundongos WT e ST2-/- após 

incubação com anticorpo anti-α-SMA infectados com S. mansoni. Escala de barra = 50µm. A presença de células 

α-SMA+ foi revelada com substrado para peroxidase e está representada em marrom. (A) Granuloma hepático de 

camundongo WT após 8 semanas da infecção por S. mansoni (fase aguda) (B) Granuloma hepático de camundongo 

ST2-/-  após 8 semanas da infecção por S.mansoni (fase aguda). (C) Granuloma hepático de camundongo WT após 

14 semanas de infecção por S.mansoni (fase crônica). (D) Granuloma hepático de camundongo ST2-/- após 14 

semanas de infecção por S.mansoni (fase crônica). (E) Análise morfométrica mostrando a porcentagem de área 

marcada com α-SMA por campo nos granulomas hepáticos durante a fase crônica da infecção. Foram analisados 

3 camundongos por grupo. As barras mostram a média ± erro padrão. As comparações entre os grupos foram 

realizadas pelo teste de Mann-Whitney e o valor de p foi atribuído. * representa diferenças significativas entre 

camundongos infectados de diferentes linhagens (**** p <0,0001). 
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  7.1.2 Deposição de colágeno 

 

Para avaliação da produção e deposição de colágeno em granulomas hepáticos de 

camundongos WT e ST2-/-
 os níveis de hidroxiprolina foram mensurados. Confirmando nossos 

dados anteriores (Maggi et al. 2021), o número de ovos de S. mansoni retidos no tecido hepático 

de ambas as linhagens foi estatisticamente semelhante no decorrer da infecção (fig. 17A). A 

concentração de hidroxiprolina no fígado aumentou significativamente durante a fase crônica 

da infecção, tanto em WT como em ST2-/-, mas não houve diferenças entre as linhagens de 

camundongos (fig. 17B). A análise histopatológica do tecido hepático corado com Tricromio 

de Masson, coloração específica para deposição de colágeno, revelou que, embora o conteúdo 

hepático de hidroxiprolina em camundongos infectados de ambas as linhagens fosse 

semelhante, o padrão de deposição de colágeno nos granulomas mostrou diferenças marcantes 

entre os grupos, especialmente na fase crônica da infecção por S. mansoni (fig. 17C-D). Na fase 

crônica da esquistossomose, observou-se que em camundongos WT a deposição de colágeno 

no granuloma foi compacta e organizada em fibras bem delimitadas ao redor dos ovos (fig. 

17C), porém em camundongos ST2-/-, o colágeno apresenta-se desorganizado e distribuído 

livremente e amplamente ao redor dos ovos, além de mostrarem um infiltrado celular acentuado 

(fig 17D). 
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Figura 17. Avaliação da deposição de colágeno no fígado de camundongos WT e ST2-/- infectados com 

S.mansoni. (A) Quantificação de ovos no fígado de camundongos WT e ST2-/- na fase aguda e crônica. (B) 

Quantificação das concentrações de hidroxiprolina nos fígados de camundongos WT e ST2-/- infectados e não 

infectados. Foram analisados 12 camundongos por grupo. As barras mostram a média ± erro padrão. As 

comparações entre os grupos foram realizadas por Two-Way ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni, e o 

valor de p foi atribuído. # representa diferenças significativas entre camundongos infectados e o respectivo controle 

não infectado; & representa diferenças significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparação 

com camundongos da mesma linhagem da fase aguda. (&& ou ## p <0,01; #### p <0,0001).       (C) 

Fotomicrograficas coradas com Tricrômio de Masson de granuloma hepático de camundongo WT durante a fase 

crônica (14 semanas) de infecção por S.mansoni. (D) Fotomicrograficas coradas com Tricrômio de Masson de 

granuloma hepático de camundongo ST2-/- durante a fase crônica (14 semanas) de infecção por S.mansoni. Escala 

de barra = 50µm. 

 

7.1.3 Expressão de genes pró-fibróticos e diversidade de tipos de fibras de 

colágeno no granuloma periovular hepático 

 

Para avaliar como a ausência de ativação da via IL-33/ST2 afeta a expressão de genes 

associados à fibrose hepática em camundongos infectados, foi realizado uma RT-PCR (fig. 18). 

A infecção por S. mansoni aumentou significativamente os níveis de mRNA de TGF-β em 

camundongos ST2-/- em comparação ao seu controle não infectado e aos camundongos 

infectados com WT na fase aguda. Durante a esquistossomose crônica, a expressão diminuiu 
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para níveis semelhantes aos dos camundongos WT, mas ainda significativamente maior do que 

o nível detectado em camundongos do grupo controle (fig. 18A). Em relação aos níveis de 

mRNA do Col I (fig. 18B), todos os camundongos infectados, na fase aguda e crônica, 

apresentaram aumento em relação aos seus respectivos controles não infectado. No entanto, não 

foram encontradas diferenças entre as linhagens avaliadas. Quanto a expressão de Col III (fig. 

18C) e de Col VI, sua expressão foi significativamente alta nos camundongos WT comparado 

aos seus respectivos controles, tanto na fase aguda como crônica da esquistossomose 

experimental. Em contraste, nos camundongos ST2-/- infectados a expressão de Col III (fig. 

18C) e de Col VI (fig. 18D) foram estatisticamente semelhantes ao detectado nos animais não 

infectados (controle), tanto na fase aguda como na crônica da esquistossomose, resultando em 

diferença estatística em relação à expressão genica observada em camundongos WT em ambas 

as fases da infecção por S. mansoni.  
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Figura 18. Expressão de genes pró-fibróticos no fígado de camundongos WT e ST2-/- infectados. A RT-PCR 

foi realizada com a extração de mRNA do homogenato do fígado de camundongos WT e ST2-/- infectados e não 

infectados com 8 e 12 semanas de infecção. Foram utilizados 5 camundongos por grupo. Quantificação relativa de 

mRNA de (A) TGF-β, (B) Col I (C) Col III e (D) Col VI. As barras mostram a média ± erro padrão. As comparações 

entre os grupos foram realizadas por Two-Way ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni, e o valor de p foi 

atribuído. * representa diferenças significativas entre camundongos infectados de diferentes linhagens; # 

representa diferenças significativas entre camundongos infectados e o respectivo controle não infectado; & 

representa diferenças significativas entre camundongos infectados cronicamente em comparação com 

camundongos da mesma linhagem infectados na fase aguda. (*, # ou & p <0,05; **, ## ou && p <0,01; #### p 

<0,0001). 
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Para uma melhor caracterização dos diferentes tipos de fibras de colágeno e como estão 

dispostos nos granulomas, utilizamos os cortes hepáticos corados com Picrosirius Red e 

analisamos sob luz normal e polarizada. Embora a coloração de Picrusirius tenha demonstrado 

a deposição de colágeno na reação granulomatosa em ambas as linhagens de camundongos (fig. 

19A-D), a análise dos cortes hepáticos sob luz polarizada confirmou que granulomas de 

camundongos WT (fig. 19C) apresentaram fibras de colágeno vermelho e verde, que 

representam colágenos tipo I e III, respectivamente. Em contraste, as fibras presentes em 

camundongos ST2-/- eram quase todas vermelhas sob luz polarizada, indicando uma clara 

predominância de colágeno tipo I (fig. 19D), confirmando os dados de expressão de colágeno 

(fig. 18B e 18C). Padrão semelhante foi observado nas fases aguda e crônica da 

esquistossomose experimental. 

ST2-/- - Fase crônica
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Figura 19. Deposição de fibras de colágeno na coloração de Picrosirius Red em granulomas hepáticos de 

camundongos WT e ST2-/- infectados com S.mansoni. Fotomicrografias demonstrativas de cortes de fígado de 

camundongos WT e ST2-/- infectados e coradas com Picrosirius Red. Escala de barra = 50µm. (A) Granuloma hepático 

de camundongo WT em fase crônica sob microscopia óptica (B) Granuloma hepático de camundongo ST2-/- em fase 

crônica sob microscopia óptica (C) Granuloma hepático de camundongo WT em fase crônica sob luz polarizada (D) 

Granuloma hepático de camundongo ST2-/- em fase crônica sob microscopia óptica. (→) setas vermelhas indicam a 

presença de colágeno I e III (coloração verde); (→) setas brancas indicam a presença de colágeno I (coloração 

avermelhada). 
 

7.1.4 Presença de fibras reticulares 

 

O efeito da redução da deposição de colágeno III e VI em granulomas hepáticos 

formados na ausência de ativação da via IL-33/ST2, e a presença e disposição de fibras 

reticulares na matriz extracelular de granulomas também foi avaliada para melhor compreensão 

em lâminas coradas com Prata Amoniacal de Gomori (fig. 20). As diferenças nas fibras de 

colágeno nos granulomas WT e ST2 foram mais evidentes na fase crônica. Conforme ilustrado 

na fig. 20B e confirmado com análise morfométrica, os granulomas formados na ausência de 

sinalização de IL-33/ST2 apresentam uma redução significativamente na formação e deposição 

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 área preta na periferia do ovo (fig. 20A).  
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Figura 20. Deposição de colágeno intersticial em granulomas hepáticos. Fotomicrografias representativas de 

cortes de fígado coradas com Prata Amoniacal de Gomori de camundongos WT e ST2-/- infectados com S. mansoni 

na fase aguda ou crônica. Escala de barra = 50µm.  (A) Granuloma de camundongo WT após 14 semanas de 

infecção com S. mansoni (fase crônica) (B) Granuloma de camundongo ST2-/- após 14 semanas de infecção com 

S. mansoni (fase crônica). (C) Análise morfométrica de fibras reticulares em cortes de fígado de camundongos 

infectados durante as fases aguda e crônica da infecção. Os dados são representados em média ± erro padrão. As 

comparações entre os grupos foram realizadas por Two-Way ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni, e o 

valor p foi atribuído. * representa diferenças significativas entre camundongos infectados de diferentes linhagens 

(* p <0,05). 

 

7.2 DISCUSSÃO - Capítulo 2 

A fibrose hepática é consequência de uma inflamação persistente e progressiva 

ocasionada pelo excesso de danos gerados ao fígado, que resulta em uma resposta anormal e 
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exacerbada de cicatrização deste tecido lesionado (Seki & Brenner 2015; Aydin & Akçalr 

2018). Evidências experimentais sugerem que, quando ocorre dano hepático agudo, a liberação 

da alarmina IL-33 por células endoteliais e hepatócitos lesados pode contribuir para indução da 

resposta imune que leva a remodelação e proteção tecidual; entretanto, em lesões crônicas a 

liberação continuada desta alarmina torna-se um fator crucial de indução da fibrose hepática e 

precisa ser melhor investigada (Weiskirchen & Tacke 2017). Múltiplos fatores podem resultar 

em fibrose hepática, entre eles hepatites virais, consumo excessivo de álcool, e infecções 

parasitárias como a esquistossomose. A patologia crônica causada pela infecção por S. mansoni 

é iniciada pela retenção dos ovos nos capilares hepáticos, que ativam elementos das respostas 

imune inata, Th1, Th2, Th17 e regulatória, levando à formação de granulomas, processo que 

muitas vezes resulta em um quadro de fibrose hepática, que é uma das principais alterações 

associadas aos casos crônicos graves desta parasitose (Pearce & MacDonald 2002; Taylor et al. 

2006; Smith et al. 2009; Carson et al. 2018; Yu et al. 2021). Neste capítulo, nós avaliamos a 

participação da ativação da via IL-33/ST2 no desenvolvimento da fibrose hepática ocasionada 

pela infecção experimental de S.mansoni. Nossos dados indicam que a ausência de ativação da 

via IL-33/ST2 durante a infecção experimental por S. mansoni não alterou significativamente 

o conteúdo hepático de hidroxiprolina, uma medida indireta de deposição de colágeno no 

tecido. Entretanto, os animais ST2-/- apresentaram menor ativação de células estreladas 

hepáticas (HSC) e, consequentemente, menor diferenciação destas células em miofibroblastos. 

A menor diferenciação de miofibroblastos foi acompanhada por redução da expressão de 

colágeno do tipo III e do tipo VI e da formação de fibras reticulares de colágeno no granuloma 

esquistossomótico.  

As HSC são células residentes no parênquima hepático, localizadas no espaço de Disse 

entre as células endoteliais sinosóidais e os hepatócitos, sendo demonstrado que a 

transdiferenciação destas células, do seu estado quiescente para estágio de miofibroblasto, com 

atividade pró-fibrótica e proliferativa, têm um papel central na patogênese da fibrose hepática 

induzida por diferentes agentes lesivos ou inflamatórios (Benyon & Arthur 2001; Seki & 

Brenner 2015; Tsuchida & Friedmann 2017). Dados da literatura indicam que a ativação de 

HSC e sua diferenciação em miofibroblasto é um processo complexo com a participação de 

múltiplos fatores produzidos por células residentes ou recrutadas, que atuam em diferentes 

momentos do processo de ativação, proliferação, fibrogenese e regulação dos miofibroblastos 

(Tsuchida & Friedmann 2017). Dentre as principais vias de ativação das HSC, podemos citar 

primeiramente, o dano epitelial hepático, como por exemplo, a morte de hepatócitos e de células 

biliares epiteliais, que induzem a ativação das HSCs diretamente ou através de citocinas 
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liberadas pelas células de Kupffer, monócitos derivados de medula óssea, células Th17 e/ou 

linfócitos inatos (ILC) (Seki & Brenner 2015). Citocinas e fatores de crescimento, como TGF-

β, IL-13, IL-1β, IL-17, PDGF (platelet-derived growth factor), CTGF (connective tissue growth 

factor) e VEGF (vascular endothelial growth fator), bem como presença de LPS, elementos da 

via Hedgehog (Hh) e interação da matrix extracelular com ligantes na superfície de HSC já 

foram descritas como determinantes na regulação do processo de ativação de HSC em resposta 

a diferentes mecanismos de indução de fibrose hepática (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 liberação de IL-33 foi correlacionada com a expressão de ST2 e de 

colágenos no modelo de fibrose induzida por CCl4 e na fibrose hepática humana. Nestes 

modelos, IL-33 ativa a produção precoce de IL-13 em linfócitos imune inatos do tipo 2 (ILC2) 

e macrófagos residentes do fígado, que por sua vez desencadeiam a ativação e 

transdiferenciação de HSCs de uma forma dependente do fator de transcrição STAT6 e da 

expressão do receptor de IL-4 tipo 2, ao qual IL-13 se liga, contribuindo para ativação celular 

e desencadeando assim o processo de fibrose (McHedlidze et al., 2013). 

Na esquistossomose, evidências experimentais indicam que HSCs ativadas também 

sejam uma das principais fontes de deposição de colágeno, sendo essencial na fibrose hepática 

e na remodelação da matriz extracelular (Benyon & Arthur 2001; Carson et al. 2018).  O 

processo de fibrose hepática induzida na esquistossomose experimental pode ser dividido em 

quatro estágios: recrutamento de fibroblastos e/ou a diferenciação das HSC; a proliferação das 

HSC; produção de colágenos e formação da matriz extracelular seguida da sua remodelação 

(Grimaud 1987; Benyon & Arthur 2001; Booth et al. 2004; Anthony et al. 2010b). Entretanto, 

a participação de IL-33 no processo de ativação das HSCs e fibrose hepática induzida pela 

deposição de ovos de Schistosoma sp ainda é menos conhecida (Osman et al. 2006; McHedlidze 

et al. 2013; Carson et al. 2018). Nossos dados revelam que a infecção por S. mansoni em 

camundongos ST2-/- resultou em redução significativa da expressão de α-SMA em células 

recrutadas para o granuloma esquistossomótico hepático, sugerindo que a ativação da via IL-

33/ST2 é essencial para ativação, migração e/ou proliferação de HSCs em miofibroblastos neste 

modelo de fibrose hepática. Surpreendemente, os níveis de expressão gênica de TGF-β, um dos 

principais ativadores de HSCs já 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 expressão da forma ativa desta citocina e/ou 

outras vias de ativação/prolifereação de miofibroblastos na esquistossomose. Neste sentido, é 

importante salientar que a concentração de TGF-β no homogenato hepático de camundongos 
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ST2-/- infectados foram semelhantes ao detectado em WT, enquanto que a concetração de IL-

17 foi maior e de IL-13 foi menor nestes animais (Fig. 12 – capítulo 1: Maggi et al. 2021). 

Kaviratne e colaboradores (2004), demonstraram que animais IL-13-/- infectados com 

S.mansoni apresentaram a quase completa anulação do processo de fibrose apesar da produção 

contínua e inalterada de TGF-β. Estes autores demonstraram que ao inibir parte da cascata de 

sinalização de TGF-β durante a esquistossomose experimental não houve alteração no 

desenvolvimento da fibrose ou na produção de IL-13, comprovando que o processo de fibrose 

hepática induzida pela infecção por S. mansoni é dependente de IL-13, mas independe de TGF-

β. Conforme demonstrado em outros modelos de fibrose hepática, IL-13 pode ser ativada pela 

via de IL-33, o que implica que o mecanismo de fibrose hepática durante a esquistossomose é 

impulsionado principalmente por um equilíbrio de IL-33 e IL-13, em vez de TGF-β (Carson et 

al. 2018). Outra possibilidade para explicar nossos dados em relação a menor ativação das HSC 

em animais ST2-/- infectados apesar dos altos níveis de expressão de TGF-β pode estar 

relacionado a necessidade da ativação de IL-33/ST2 para a expressão dos receptores de TGF-β 

nas HSC, e assim possibilitar sua diferenciação em miofibroblastos.  

Esta fraca ativação das HSCs em animais ST2-/- também foi comprovada por Tan e 

colaboradores (2017) no modelo experimental de fibrose por ligação do ducto biliar (BDL). As 

HSC isoladas de animais ST2-/- mesmo estimuladas com altas concentrações (100ng/mL) de 

IL-33 recombinante não conseguiram ser ativadas, como também não conseguiram ativar os 

fatores de transcrição JNK/ERK/p38 da via MAPK que são associadas a funcionalidade da via 

IL-33/ST2, mostrando que o efeito biológico de IL-33 é dependente da ativação da via MAPK 

e da sinalização de ST2 nas HSC. Ao inibirem a via JNK/ERK/p38-MAPK em HSCs isoladas 

de animais C57BL/6, uma diminuição drástica na produção de colágeno foi observada, 

indicando que a sinalização de IL-33/ST2 por esta via é essencial para ativação e funcionalidade 

das HSCs.   

Diferentes populações de miofibroblastos são observados durante o desenvolvimento 

da fibrose ao redor dos granulomas. A deposição de colágeno na área mais interna do granuloma 

parece estar associada a miofibroblastos derivados de um capilar do sistema porta hepático 

localizado ao redor dos ovos apresionados, enquanto a deposição mais externa, geralmente em 

uma área de 100 µm de distância dos ovos, surgem de células hepáticas estreladas ativadas 

(Lenzi et al. 2006). Como a diminuição da área de α-SMA foi generalizada em nossas lâminas 

analisadas, pode-se sugerir que animais ST2-/- apresentem uma deficiência também em ativar 

ambos tipos de miofiobrablastos o que pode refletir a deficiência na deposição de diferentes 

tipos de colágeno e na menor produção das fibras reticulares.  
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Apesar de ausência da ativação de IL-33 impossibilitar a correta diferenciação de 

miofibroblastos durante a infecção por S.mansoni, a deposição de ovos e o conteúdo de 

hidroxiprolina encontrado no fígado destes animais foram semelhantes. Corroborando com 

nossos dados, Vanella e colaboradores (2016) também observaram níveis altos e semelhantes 

do conteúdo de hidroxiprolina no fígado de camundongos IL-33-/- infectados com S.mansoni. 

Apesar de nossos dados mostrarem que o conteúdo tecidual de hidroxiprolina ter sido 

semelhante entre as duas linhagens de camundongo analisadas, foram marcantes as diferenças 

na deposição de colágeno no granuloma entre animais WT e ST2-/-, retratadas pela coloração 

Tricrômio de Masson. Animais deficientes depositam colágeno de forma totalmente 

desorganizada e exsudativa. Condizente com o aumento de hidroxiprolina, houve um aumento 

da transcrição de mRNA de Col I no fígado de BALB/c WT e ST2-/- infectados, enquanto os 

colágenos III e VI aumentaram apenas para os animais WT. A produção e deposição de 

colágeno do tipo I e do tipo III são comumente encontrados no granuloma esquistossomótico, 

sendo que o colágeno I é o que prevalece durante a fase crônica da esquistossomose (Olds et 

al. 1985; Adnani 1985; King 2001; Anthony et al. 2010b). Nossos dados, mostraram que a 

expressão de Col I foi mantida na ausência da via IL-33/ST2, mas a ausência do receptor ST2 

reduziu significativamente a expressão de Col III e Col VI na fase aguda da esquistossomose, 

resultado confirmado pela análise histológica com coloração de Picrosirius em luz polarizada. 

A indução de expressão de Col I nos animais ST2-/- infectados pode estar relacionada à alta 

expressão de mRNA de TGF-β, e aos níveis aumentados de IL-17 no fígado já que estas 

citocinas são descritas como potentes indutores da produção de colágeno do tipo I (Hellerbrand 

et al. 1999; Meng et al. 2012; Tsuchida & Friedmann 2017). Enquanto, a redução dos níveis de 

colágeno III, estão de acordo com dados encontrados na literatura para o modelo de tendiopatia 

humana e murina, no qual foi possível relacionar IL-33 com a síntese de colágeno III, 

mostrando que esta citocina desempenha um papel fundamental na transição da síntese de 

colágeno III, através da regulação de miRNA29a, ou seja, quando há regulação negativa de 

miRNA29a em tenócitos humanos é visto a indução e aumento na expressão de IL-33 e 

colágeno III e, consequentemente na remodelação inicial do tendão (Millar et al. 2015).  

A consequência da menor produção de colágeno tipo III e VI na ausência da ativação 

do receptor ST2, resultou na menor deposição e maior desorganização das fibras reticulares 

nestes animais. As fibras reticulares são fibras contínuas de colágeno compostas de colágeno 

tipo I e III em associação com outros colágenos, como o V (Ushiki et al. 2002); e esta rede de 

fibras auxilia na proteção do tecido lesionado contribuindo principalmente para a contenção 

dos antígenos dos ovos (Pearce & MacDonald 2002; Costain et al. 2018). Em consequência 
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desta desorganização na deposição da matriz extracelular e na grande redução na formação de 

fibras reticulares no granuloma esquistossomótico formado em animais   ST2-/-, estas estruturas 

podem não confinar corretamente os antígenos liberados pelos ovos de S.mansoni, 

desenvolvendo maiores lesões hepáticas como observado nas histopatologias e 

consequentemente maior mortalidade (Fig. 9- capítulo 1; Maggi et al. 2021).   

Esta diferença da produção dos tipos de colágenos, pôde ser notada em outro modelo 

experimental, como demonstrado por Li e colaboradores (2014) no modelo de indução de 

fibrose pulmonar em camundongos ST2-/- e C57BL/6 WT submetidos à inoculação com 

bleomicina. Nestes animais, a bleomicina estimulou a expressão de colágeno I de forma 

semelhante em ambas as linhagens de camundongos, porém foi verificado uma significativa 

redução da expressão de Col III nos animais ST2-/-, que foi associado a reparação precoce de 

fibrose. Quando camundongos WT receberam mIL-33 juntamente com a bleomicina foi 

observado um aumento de células inflamatórias como macrófagos alternativamente ativados 

(M2) e ILC2 que aumentaram a produção de IL-13 e TGF-β, de colágeno solúvel e da expressão 

de Col III, e, consequentemente, aumentou o score da fibrose.  

Além das HSCs, os macrófagos alternativamente ativados também têm uma especial 

função no processo de fibrose. Macrófagos alternativamente ativados expressam tipicamente 

baixos níveis de citocinas inflamatórias e altos níveis de TGF-β, que tendem a promover a 

expressão de colágeno e a fibrose (Spencer et al. 2010). Na esquistossomose, evidências 

experimentais indicam que macrófagos M2 tem uma participação fundamental no 

desenvolvimento da fibrose e na reparação tecidual (Gordon 2003; Biswas & Mantovani 2010; 

Anthony 2010b). Sendo considerada uma alarmina de perfil Th2, IL-33 parece ser um potencial 

ativador de macrófagos M2 durante a resposta imune inata e adaptativa, pois amplificam 

fortemente a expressão de arginase I e citocinas que contribuem para os processos de fibrose 

(Kurowska-Stolarska et al. 2009). Alguns autores já relataram esta ligação de IL-33 com 

macrófagos e o desenvolvimento de fibrose pulmonar (Li et al. 2014), renal (Li et al. 2019) e a 

fibrose hepática pela infecção por S.japonicum (Peng et al. 2016). Entretanto, ainda é pouco 

esclarecido e necessário mais estudos quanto a ação de IL-33 na ativação e diferenciação dos 

macrófagos envolvidos na fibrose hepática durante a infecção por S.mansoni, podendo este ser 

o ponto chave para o entendimento do desenvolvimento deste processo.  

Concluímos com nossos achados que a via IL-33/ST2 é essencial para ativação de 

HSCs e sua transdiferenciação em miofibroblastos, consequentemente afetando a produção de 

diferentes tipos de colágeno e a formação de fibras reticulares que auxiliam na organização da 

matriz extracelular observada nos granulomas esquistossomóticos, possibilitando assim, o 



91 

 

 

desenvolvimento adequado do granuloma hepática durante a esquistossomose e a sobrevivência 

do hospedeiro.   
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8. CAPÍTULO 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTICIPAÇÃO DA VIA IL-33/ST2 NO PERFIL DE ATIVAÇÃO DE 

MACRÓFAGOS DURANTE A INFECÇÃO EXPERIMENTAL POR SCHISTOSOMA 

MANSONI EM CAMUNDONGOS BALB/c 
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Os macrófagos constituem cerca de 30% das células que compõem os granulomas hepáticos 

induzidos pela deposição de ovos de Schistosoma mansoni. Neste ambiente, 

predominantemente Th2, estas células são preferencialmente diferenciadas em macrófagos 

alternativamente ativados ou M2, que contribui na remodelação tecidual e no confinamento dos 

produtos tóxicos secretados pelos ovos, bem como participam da evolução da fibrose hepática, 

associada a casos graves da esquistossomose. A citocina IL-33 é uma alarmina característica da 

resposta imune inata, considerada um potencial ativador de macrófagos alternativamente 

ativados (M2) durante a resposta imune inata e adaptativa, porém pouco se sabe sobre a ação 

desta citocina no processo de ativação e diferenciação dos macrófagos, durante a formação e 

modulação dos granulomas induzidos pela infecção por S. mansoni e, consequentemente, na 

gravidade da esquistossomose, tornando-se o objetivo deste capítulo. Para tanto, camundongos 

BALB/c WT e BALB/c geneticamente deficientes na produção do receptor de IL-33 (ST2-/-) 

foram infectados com 50 cercárias de S. mansoni e avaliados comparativamente quanto a 

ativação e diferenciação dos macrófagos isolados na medula óssea através da dosagem de óxido 

nítrico (nitrito) e arginase. Também foi avaliada o perfil de ativação de macrófagos presentes 

nos granulomas hepáticos dos animais infectados de ambas as linhagens através da expressão 

dos genes NOS-2, Arg-1, IL-10, Relm-α, MgL2, Chi3l3, quantificação da atividade de NAG (N-

acetilglicosamidase), da produção de óxido nítrico e arginase.  Nossos dados in vitro indicam 

que os monócitos recuperados da medula óssea de animais ST2-/- e estimulados para 

diferenciação em M1 e M2 produzem menores níveis de arginase e maiores níveis de nitrito 

comparado às células diferenciadas a partir da medula óssea de animais selvagens. Nas 

infecções experimentais foi detectado aumento da atividade de NAG no tecido hepático de 

animais WT e ST2-/-, sem diferença entre as linhagens; entretanto, camundongos ST2-/- não 

infectados e cronicamente infectados apresentaram expressão significativamente maior de 

NOS-2 no tecido hepático, marca característica de M1. Em contrapartida, ao quantificar a 

expressão de genes que caracterizam a ativação de macrófagos M2, verificou-se que na fase 

aguda os níveis de mRNA de Arg-1 aumentam e de MgL2 e Chi3l3 diminuíram em ST2-/-, 

enquanto os níveis de mRNA de IL-10 e Relm-α mantiveram-se semelhantes entre as duas 

linhagens no decorrer da infecção. Esta variação na ativação de macrófago M2 também foi 

observada na atividade de arginase no homogenato hepático, onde a atividade enzimática foi 

significativamente maior em camundongos ST2-/- após 8 semanas de infecção, mas sem 

diferença nos animais cronicamente infectados. Desta forma, concluímos que a via IL-33/ST2 

é necessária para a diferenciação adequada dos diferentes tipos de macrófagos o que afeta 

diretamente na modulação do granuloma e equilíbrio da resposta imune durante a 

esquistossomose.  

 

Palavras chaves: IL-33/ST2, Schistosoma mansoni, granuloma, modulação, macrófagos 
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8.1 RESULTADOS - Capítulo 3 

 

8.1.1Caracterização do perfil de diferenciação de macrófagos derivados da 

medula ossea de camundongos WT e ST2-/- infectados com S.mansoni 

 

Com o objetivo de avaliar a participação da ativação da via IL-33/ST2 na diferenciação 

e ativação de macrófagos, inicialmente foi mensurado a atividade de arginase e a produção de 

nitrito, como medida indireta de óxido nítrico (NO), no sobrenadante de cultura de macrófagos 

derivados da medula óssea (BMDM) de animais BALB/c WT e     ST2-/- infectados ou não com 

S.mansoni e cultivados sob diferentes estímulos.   

Os dados mostram que macrófagos diferenciados in vitro a partir de células da medula 

osséa de camundongos não infectados ou com 8 semanas de infecção por S. mansoni e 

cultivadas na ausência de estímulos (fig. 21A) ou estimulados com citocinas do perfil Th2 (fig. 

21B) ou com SEA (fig. 21C) produziram baixa concentração óxido nítrico. Além disto, a 

ausência do receptor ST2 nestas células não altera significantemente a produção de NO2
-, não 

sendo observado diferença entre as linhagens avaliadas (fig. 21A-20C). Entretanto, macrófagos 

derivados de medula óssea de camundongos ST2-/- cronicamente infectados sem estímulo 

(fig.21A) ou estimulados com citocinas Th1 (fig. 21D) produziram níveis estatisticamente 

superiores de nitrito em relação aos demais grupos experimentais e este perfil de ativação foi 

revertido quando as células foram diferenciadas na presença de citocinas Th2 (fig. 21B) ou SEA 

(fig. 21C).  
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Figura 21. Quantificação da atividade de óxido nítrico em sobrenadante de BMDM de camundongos WT e 

ST2-/- infectados por S.mansoni. Os camundongos foram infectados por via subcutânea com 50 cercárias de S. 

mansoni e eutanasiados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12 após a infecção (fase crônica). Após 7 dias de cultura e 

diferenciação dos macrófagos da medula óssea, estas células foram estimuladas durante 72h ou não com SEA 

(5µg/mL), ou com um mix de citocinas para diferenciação de M1 (TNF-α e INF-γ) ou M2 (IL-4, IL-13 e IL-33), 

todas as citocinas na concentração de 1ng/mL. Os dados são apresentados como um gráfico de pontos e média, 

cada ponto representando um animal. Comparações entre mesma fase utilizou-se análise Test T Student ou Mann-

Whitney. Comparações entre fases diferentes (aguda e crônica) Two-Way ANOVA test Bonferroni Multiple 

Comparison., e o valor de p foi atribuído. * representa diferenças significativas entre camundongos infectados de 

diferentes linhagens; & representa diferenças significativas entre camundongos infectados cronicamente em 

comparação com camundongos da mesma linhagem infectados na fase aguda; # representa diferenças 

significativas em comparação com o grupo não infectado da mesma linhagem de camundongos (* ou # ou & 

p<0,05; ** ou ## ou && p <0,01; ### p <0,001; **** ou &&&& p <0,0001). 

 

Os monócitos derivados da medula óssea de animais WT e ST2-/- com 8 semanas de 

infecção por S. mansoni e diferenciados em macrófagos in vitro mostraram um aumento 

significativo da produção de uréia, que é uma maneira de estimar atividade de arginase, em 

relação aos macrófagos obtidos de animais não infectados ou na fase crônica da 

esquistossomose, independente do estímulo que receberam (fig. 22A-22D). Nas culturas de 

macrófagos mantidas sem estímulo, ou estimuladas com as citocinas IFN-γ e TNF-α, o nível 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 IL-33) foi verificado 
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que os níveis de arginase produzidos por macrófagos obtidos de camundongos ST2-/- foram 

estatisticamente menores comparado aos animais BALB/c WT na fase aguda da 

esquistossomose (fig. 22B), enquanto que em culturas estimuladas com o antígeno de ovos de 

S.mansoni (SEA) a atividade de arginase foi significativamente maior em células de 

camundongos ST2-/- que de WT, em ambas as fases da infecção (fig. 22C).  
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Figura 22. Quantificação da atividade de arginase em sobrenadante de BMDM de camundongos WT e ST2-

/- infectados por S.mansoni. Os camundongos não infectados ou infectados por via subcutânea com 50 cercárias 

de S. mansoni foram eutanasiados nas semanas 8 (fase aguda) ou 12 após a infecção (fase crônica) para recuperação 

e diferenciação de celulas da medula ossea. Após 7 dias de cultura e diferenciação dos macrófagos da medula 

óssea, estas células foram estimuladas durante 72h ou não com SEA (5µg/mL) e um mix para diferenciação de M1 

(TNF-α e INF-γ), e para M2 (IL-4, IL-13 e IL-33) todas as citocinas na concentração de 1ng/mL. Os dados são 

apresentados como um gráfico de pontos e média, cada ponto representando um animal. Comparações entre mesma 

fase utilizou-se análise Test T Student ou Mann-Whitney. Comparações entre fases diferentes (aguda e crônica) 

Two-Way ANOVA test Bonferroni Multiple Comparison., e o valor de p foi atribuído. * representa diferenças 

significativas entre camundongos infectados de diferentes linhagens; & representa diferenças significativas entre 

camundongos infectados cronicamente em comparação com camundongos da mesma linhagem infectados na fase 

aguda; # representa diferenças significativas em comparação com o grupo não 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 ativação de macrófagos hepáticos 

 

Como a ausência do receptor de ST2 resultou em alteração no perfil de diferenciação de 

macrófagos derivados da medula óssea in vitro e tendo conhecimento da importância dos 

macrófagos na formação, manutenção e modulação da reposta imune induzida pela infecção 

por S.mansoni, o efeito da ativação da via IL-33/ST2 na diferenciação e ativação de macrófagos 

também foi avaliado in vivo.  Na figura 23 pode-se verificar que a atividade de N-

acetilglicosamidade (NAG), atividade enzimática indiretamente associada ao 

recrutamento/ativação de macrófagos, aumenta significativamente no homogenato hepático de 

camundongos no decorrer da infecção, mas sem diferenças entre as linhagens avaliadas.  Com 

relação aos níveis de nitrito, medida indireta da produção de NO, foi verificado aumento 

significativo no homogenato hepático de camundongos cronicamente infectados de ambas as 

linhagens em relação aos seus controles, sendo o aumento maior nos camundongos ST2-/-, estes 

também apresentaram um aumento progressivo dos níveis de nitrito no decorrer da infecção 

(fig. 23B). Com relação à atividade de arginase, a infecção levou a um aumento significativo 

da produção de arginase no homogenato hepático dos animais ST2-/- na fase aguda em relação 

aos seus controles e aos WT, entretanto na fase crônica este perfil foi revertido, havendo uma 

redução também significativa em relação aos animais BALB/c WT (fig. 23C).  
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Figura 23. Quantificação da atividade de N-acetilglicosamidase (NAG), óxido nítrico e arginase no 

homogenato hepático de camundongos WT e ST2-/- durante a infecção por S.mansoni. Os camundongos 

BALB/c WT e ST2-/- foram infectados por via subcutânea com 50 cercárias de S. mansoni e sacrificados nas 

semanas 8 (fase aguda) ou 12 após a infecção (fase crônica). Os dados são apresentados como um gráfico de pontos 

e média, cada ponto representando um animal. As comparações entre os grupos foram realizadas por Two-way 

ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni, e o valor de p foi atribuído. * representa diferenças significativas 

entre camundongos infectados de diferentes linhagens; & representa diferenças significativas entre camundongos 

infectados cronicamente em comparação com camundongos da mesma linhagem infectados na fase aguda; # 

representa diferenças significativas em comparação com o grupo não infectado da mesma linhagem de 

camundongos (# p<0,05; ** ou && p <0,01; ### p <0,001; **** ou ####p <0,0001). 
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Para melhor caracterizar o perfil de ativação de macrófagos presentes no fígado no 

decorrer da infecção por S. mansoni, o nível de expressão de genes característicos da ativação 

M1 (NOS-2) e M2 (Arg-1, IL-10, Relm-α, Chi3l3 e MgL2) foram mensurados por RT-PCR e os 

dados estão representados na figura 24.   

Foi verificado que o nível de expressão do gene NOS-2 no fígado de camundongos 

WT é baixo e não altera na fase aguda da infecção por S. mansoni; entretanto, na fase crônica 

da esquistossomose houve uma redução significativa em relação a fase aguda. Em contraste, 

camundongos ST2-/- não infectados e cronicamente infectados apresentaram níveis de 

expressão de NOS-2 significativamente superiores comparado aos animais BALB/c WT (fig. 

24A). Este nível mais elevado de expressão de NOS-2 não foi detectado durante a 

esqsuistossomose aguda em animais ST2-/- (fig. 24A). 

A infecção por S. mansoni induziu aumento da expressão de mRNA de genes associados 

a ativação de macrófagos M2 no fígado de camundongos de ambos os grupos experimentais, 

BALB/c WT e ST2-/-; entretanto, houve diferenças no perfil de ativação dos diferentes genes. 

No caso de Arg-1, camundongos ST2-/- com esquistossomose aguda apresentaram níveis de 

expressão hepática deste gene significativamente mais elevados que camundongos WT na 

mesma fase da infecção, mas na fase crônica o nível de expressão de Arg-1 nos animais 

deficientes diminuiu significativamente em relação a fase aguda, entretanto, sem diferenças 

entre as linhagens (fig. 24B). A infecção por S.mansoni também induziu aumento significativo 

dos níveis de mRNA de IL-10 (fig. 24C) e de Relm-α (fig. 24D) tanto na fase aguda como na 

fase crônica da esquistossomose, mas sem diferença significativa entre WT e ST2-/-.    

Também houve um aumento significativo da expressão de MgL2 no fígado de 

camundongos WT e ST2-/- infectados comparado aos seus controles, tanto na fase aguda como 

na fase crônica, sendo que, na fase aguda este aumento foi significativamente maior nos 

camundongos WT comparados aos animais deficientes (fig. 24E).  

A última marca de M2 avaliada foi o nível de expressão de mRNA de Chi3l3, sendo 

verificado que em animais não infectados de ambas as linhagens não foi possível quantificar a 

expressão deste gene. Na fase aguda da infecção por S. mansoni foi verificado um aumento 

significativo de expressão Chi3l3 nos animais WT comparado aos ST2-/-, enquanto que na fase 

crônica da esquistossomose a expressão 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 infecção por S.mansoni em animais deficientes é capaz de ativar os M2, 

entretanto, não todos os subtipos.   
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Figura 24. Caracterização do perfil de macrófagos ativados no fígado durante a infecção por S.mansoni. 

Quantificação relativa de mRNA de NOS-2(A), Arg-1(B), IL-10 (C), Relm-α (D), MgL2 (E) e Chi3l3(F) no 

homogenato de fígado em animais BALB/c WT e ST2-/- durante a infecção por S.mansoni pela técnica de RT-

qPCR. Os camundongos foram infectados por via subcutânea com 50 cercárias de S. mansoni e sacrificados nas 

semanas 8 (fase aguda) ou 12 após a infecção (fase crônica). Os dados são apresentados como um gráfico de pontos 

e média, cada ponto representando um animal.As comparações entre os grupos foram realizadas por Two-way 

ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni, e o valor de p foi atribuído. * representa diferenças significativas 

entre camundongos infectados de diferentes linhagens; & representa diferenças significativas entre camundongos 

infectados cronicamente em comparação com camundongos da mesma linhagem infectados na fase aguda; # 

representa diferenças significativas em comparação com o grupo não 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 DISCUSSÃO - Capítulo 3 

A formação do granuloma hepático em resposta aos antígenos secretados pelo ovos de 

S.mansoni depositados no tecido, depende do recrutamento e ativação de uma variedade de 

tipos celulares, incluindo as células hepáticas estreladas, células dendríticas, células linfóides 

do tipo II, linfócitos, neutrófilos, eosinófilos e principalmente macrófagos (Chang et al. 2006; 

Swartz et al. 2006; Mchedlidze et al. 2013; Hams et al. 2013; Lopes et al. 2019). Neste capítulo, 

enfatizamos a importância da ativação da via IL-33/ST2 no recrutamento e ativação de 

diferentes subpopulações de macrófagos durante a infecção por S. mansoni. Os dados 

preliminares obitidos neste estudo indicam que a ausência da ativação da via IL-33/ST2 afeta a 

diferenciação in vitro de macrófagos derivados de medula óssea, favorencendo a diferenciação 

de macrófagos M1 em culturas estimuladas com citocinas Th1 e em culturas recolhidas de 

camundongos cronicamente infectados pelo parasito e cultivados sem restimulação. O tecido 

hepático de camundongos ST2-/- infectados com S. mansoni também apresentou alteração na 

ativação de subpopulações de macrófagos, com expressão aumentada de NOS-2 e ARG-1 e 

redução na expressão de MgL2 e Chi3l3, enquanto os níveis de mRNA IL-10 e Relm-α 

mantiveram-se semelhantes.  

Os macrófagos são 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 diferenciação de monócitos em macrófagos classicamente 

ativados, enquanto em uma resposta predominantemente Th2 os monócitos podem se 

diferenciar em macrófagos alternativamente ativados (Barron & Wynn 2011b; Duque & 

Descoteaux 2014; Martinez & Gordon 2014; Moghaddam et al. 2018). Esta alteração do perfil 

e função dos macrófagos é criticamente determinante para o hospedeiro, principalmente frente 

a infecções crônicas por helmintos, como a esquistossomose (Allen & Wynn 2011; Barron & 

Wynn 2011b).  

Nossos dados mostraram que a atividade de NAG no homogenato hepático dos animais 

infectados, medida indireta da presença de macrófagos no tecido, foi semelhante em ambas as 

linhagens de camundongos avaliadas, indicando que o recrutamento de macrófagos para fígado 

nos animais infectados por S.mansoni não depende da ativação do receptor ST2. Entretanto, a 

ausência da sinalização da via IL-33/ST2 resultou em aumento significativo da expressão de 

NOS-2 e da produção de óxido nítrico, especialmente na esquistossomose crônica, sugerindo 

que a ausência do receptor ST2 pode facilitar a diferenciação de macrófagos M1. A presença 

de IFN-γ, LPS ou TNF-α são cruciais para a ativação dos macrófagos M1, uma vez ativados, 
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estes expressam IL-12 e iNOS (NOS-2) (Martinez & Gordon 2014). Entretanto, os dados 

apresentados nas figuras 12E e 13A desta tese, não indicam aumento da resposta Th1 nos 

camundongos ST2-/- infectados, sugerindo que a estimulação de M1 aumentada na ausência 

deste receptor não possa ser explicada pela produção de IFN-γ. Em macrófagos humanos o 

receptor CCR7 (ligantes as quimiocinas CCL19 e CCL21), assim como a quimiocina CCL3 são 

importantes para regulação e ativação de M1, tendo sido relato o aumento destas moléculas 

quando estas células foram estimuladas com IL-33 recombinante (Martinez et al. 2006; Joshi 

et al. 2010), entretanto, seria necessário mais estudos para entender o papel destas quimiocinas 

no processo de regulação da diferenciação de M1 via ativação de IL-33/ST2 no contexto da 

esquistossomose. Outra hipótese seria que os níveis de LPS poderiam estar aumentados nestes 

animais deficientes infectados com S.mansoni, desta forma, favorecendo a maior ativação de 

M1. No modelo murino de infecção por S.mansoni, Pereira e colaboradores (2017), observaram 

que o LPS prejudicou o microambiente pulmonar ao interromper agudamente os mecanismos 

homeostáticos inflamatórios, através do aumento de citocinas inflamatórias e óxido nítrico 

intensificando desta forma a esquistossomose pulmonar, processo que pode estar relacionado 

com a atividade dos macrófagos classicamente ativados.   

A atividade de M1 nos granulomas esquistossomóticos são determinantes na evolução 

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 não deficientes, com aumento da deposição da colágeno e formação de 

um padrão denso de fibrose ao redor dos ovos do parasito retidos no fígado. Por outro lado, o 

excesso de ativação de M1 também pode acarretar maiores danos teciduais ao redor dos ovo de 

S.mansoni, aumentando a área de inflamação. Esta resposta exacerbada de M1 pode ser menos 

efetiva em auxiliar o trânsito de ovos através da parede do intestino, mas também danificar a 

integridade do epitélio intestinal devido ao aumento da inflamação local, que favorece a 

penetração de bactérias do lúmen, podendo levar a septicemia do hospedeiro (Barron & Wynn 

2011b). Herbert e colaboradores (2004), demonstraram que a morte de camundongos que 

apresentavam deficiência na expressão do receptor IL-4Rα somente em neutrófilos e 

macrófagos (LysMcreIL-4Rα-/flow) submetidos a infecção experimental por S.mansoni estava 

associada, dentre outros fatores, ao aumento da resposta Th1 e da atividade de NOS-2, que 

levou a dificuldade da expulsão 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 inflamatórios e consequentemente da maior mortalidade 

observada nestes animais.  
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Antígenos excreto/secretado pelos ovos de S.mansoni retidos nos tecidos do 

hospedeiro são os principais indutores da resposta Th2 detectada em camundongos a partir da 

quarta à sexta semana pós infecção (Barron & Wynn 2011b). Estudos in vitro mostraram que 

presença de citocinas de perfil Th2, como IL-4 e IL-13, leva ao aumento da síntese de arginase-

1, enzima do ciclo da uréia que converte L-arginina em L-ornitina, fornecendo prolina para 

síntese de colágenos. Com esta via ativada, há uma diminuição da síntese de iNOS, pois eles 

competem por um substrato da via em comum, dependente de STAT6, desta forma, quando há 

aumento de arginase leva a polarização e ativação de M2 e diminuição dos M1, pela redução 

de iNOS (Rutschaman et al. 2001; Munder 2009; Martinez & Gordon 2014). Portanto, o 

balanço entre NOS-2 e arginase correlaciona-se com o balanço entre as respostas Th1 e Th2, 

assim também ocorre durante a infecção por S.mansoni, o que garante a sobrevivência 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-inflamatória e anti-fibrótica são dependentes 

de NOS-2. Estes autores mostraram que camundongos deficientes em IFN-γ falharam em 

produzir uma resposta inflamatória exagerada que estava associada a deficiência na produção 

de óxido nítrico. Ao avaliarem a infecção 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 

esquistossomóticos e aumentada fibrose hepática, mostrando que a regulação ARG-1/NOS-2 é 

de fundamental importância para a patogênese da formação do granuloma (Hesse et al. 2001).  

A produção de IL-4 e IL-13, bem como a ativação de M2 e a expressão de arginase-1 estão 

relacionados com o processo de fibrose em decorrência da formação dos granulomas, estes 

macrófagos alternativamente ativados podem atuar direta ou indiretamente nos fibroblastos 

contribuindo com a remodelação 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 ativação dos subtipos de M2 estão relacionados com alguns outros fatores da 

resposta imune, como presença de mediadores anti-inflamatórios (IL-10 e glucocorticóides), 

produção de fatores de crescimento celular (GM-CSF) e liberação de alarminas após o dano 

celular, como IL-33, IL-25 e adenosinas (Mosser & Edwards 2008; Kurowska-Stolarska et al. 

2009; Biswas & Mantovani 2010).  

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

por estimular a produção de IL-13, dependente dos receptores IL-13/IL-4Rα, e induzirem a 
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produção de TGF-β e das ILC2 que produzem ainda mais IL-13 fazendo um ciclo contínuo de 

ativação deste tipo de macrófagos (Li et al. 2014). Além disso, é visto que IL-33 contribui para 

o aumento da produção de CCL24 e CCL17 levando ao predomínio de uma resposta Th2 no 

ambiente contribuindo para a polarização dos macrófagos alternativamente ativados e 

amplificação da expressão de ARG-1 e Chi3l3 (YM1) (Kurowska-Stolarska et al. 2009; Li et al. 

2014). A relação de IL-33 com a ativação dos M2 já foi demonstrada em alguns modelos, como 

de infecção por S.japonicum (Peng et al. 2016), de inflamação pulmonar como asma 

(Kurowska-Stolarska et al. 2009), inflamação pulmonar ocasionada pela infecção 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 obstrução uretreal 

unilateral (Li et al. 2019), e no modelo de encefalomielite autoimune experimental (Jiang et al. 

2012).  

Em nosso modelo, a infecção por S.mansoni desencadeou a expressão dos marcadores 

referentes a ativação de M2, tanto na fase aguda como na fase crônica, em animais BALB/c 

WT e ST2-/-. Surpreendentemente, contradizendo os dados encontrados na literatura, nossos 

resultados indicam que a ausência da sinalização da via IL-33/ST2 durante a infecção por 

S.mansoni levou a intensificada ativação da expressão de ARG-1 e aumento da atividade de 

arginase durante a fase aguda da infecção. Os níveis de expressão de Relm-α (FIZZ1) no fígado 

de camundongos ST2-/- aumentou com a infecção de forma semelhante ao detectado nos 

camundongos WT, isto sugere que a falta de sinalização de IL-33 não impossibilitou dos 

macrófagos de subtipo M2a fossem ativados, já que estas são duas marcas predominantes neste 

subtipo de célula (Cortes-Selva & Fairfax 2021). Segundo Barron & Wynn (2011b), a expressão 

de Relm-α não é limitada apenas aos macrófagos, mas pode ser derivada de células epiteliais e 

também dos eosinófilos, portanto, a alta e contínua expressão deste gene nos animais deficientes 

condiz com os altos níveis de EPO (fig.15B) encontrados nestes animais quando infectados.  

Assim como para Relm-α os níveis de expressão de IL-10 mantiveram-se semelhantes 

mesmo com ausência da via IL-33/ST2, o que condiz com a produção de IL-10 (fig. 12H) 

encontrada no fígado dos animais ST2-/-. Por outro lado, a expressão dos genes Chi3l3 (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 inflamatório, a expressão 

de ARG-1 também é característica do subtipo M2c, assim como, a expressão IL-10 e estas 

células apresentam um perfil mais protetivo ao hospedeiro, pois direciona a reparação 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 são células 

relacionadas também com a reparação tecidual via remodelação da matrix extracelular e já 

foram relatadas como importantes para a regulação da formação do granuloma durante a 

infecção por S.mansoni (Fairfax et al. 2012; Cortes-Selva & Fairfax 2021). Portanto, 

camundongos não deficientes podem também estimular a diferenciação de macrófagos dos 

subtipos M2b e M2c e orquestrar uma resposta com perfil modulatório frente a 

esquistossomose, enquanto que a redução de algumas marcas de ativação de macrófagos 

observada nos animais ST2-/- sugere ativação preferencial de macrófagos M2a, resultando em 

resposta altamente inflamatória. Isto sugere que, possivelmente há outras células com perfil 

reparador e regulatório como por exemplo as Treg, envolvidas no processo de fibrose hepática, 

que possam estar desreguladas favorecendo este perfil mais inflamatório nestes animais 

infectados por S.mansoni. Entretanto, ainda é necessário maior estudo e investigação para o 

entendimento da relação da via IL-33/ST2 com os subtipos de macrófagos e outros tipos 

celulares que estão envolvidos na resposta imune protetora contra S.mansoni.   

Nossos dados demonstraram que a ausência da ativação da via IL-33/ST2 proporcinou 

a intensa diferenciação de macrófagos M2a durante a fase aguda e de macrófagos M1 durante 

a fase crônica, fazendo com que os animais ST2-/- infectados mantivesse constantemente um 

perfil mais inflamatório durante o decorrer da infecção por S.mansoni, o que acarretou na maior 

patologia observada nestes animais.  
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9. CONCLUSÃO GERAL 

Concluimos que a ausência da sinalização da via IL-33/ST2 na esquistossomose 

experimental tem fundamental importância no desenvolvimento da doença (fig. 25). Neste 

modelo experimental, nossos dados mostram que a ativação da via IL-33/ST2: 

 

▪ Não altera a indução da resposta Th2, mas afeta o equílirio entre as respostas 

Th1/Th2, e intensifica a reposta Th17 alterando significativamente a formação 

do granuloma; 

▪ Participa da ativação de HSC e sua diferenciação em miofibroblastos, 

consequentemente afetando a produção de diferentes tipos de colágeno que 

contribuem para formação de granulomas organizados, e evolução mais 

modulada da fibrose hepática; 

▪ Interfere na ativação de macrófagos, resultando em diferente perfil de expressão 

de genes associados a diferenciação de macrófagos M2, como aumento de ARG-

1 e redução de Chi3l3 (YM1) e MgL2, na fase aguda da infecção por S. mansoni, 

seguido por aumento na expressão do gene NOS-2, Esta alteração no perfil da 

ativação dos macrófagos pode contribuir para maior celularidade dos 

granulomas hepáticos e para ineficiência na contenção dos antígenos de 

S.mansoni, que pode ter favorecido a maior mortalidade da esquistossomose nos 

animais ST2-/-; 

 

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

a indução de mecanismos imunoregulatórios responsáveis pela modulação do granuloma, um 

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

estudos complementares relacionados ao papel de IL-33 na ativação e polarização dos 

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

fazem necessários para que possamos ter um melhor entendimento deste processo.   
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Figura 25. Esquema dos efeitos da ausência da sinalização da via IL-33/ST2 na esquistossomose 

experimental. A ausência da sinalização de IL-33 acarreta uma série de consequências no desenvolvimento da 

resposta imune durante a esquistossomose experimental, trazendo o desequílibrio entre as respostas Th1/Th2 e 

intensificando a resposta Th17, além de afetar a ativação de miofibroblastos contribuindo para má produção dos 

diferentes tipos de colágeno contribuindo para formação de granulomas hepáticos ineficientes. Esta citocina 

também mostrou ser fundamental para ativação de macrófagos com perfil regulatório mantendo constantemente 

um perfil inflamatório durante todo decorrer da infecção por S.mansoni.  
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