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RESUMO 

Os ovos do Schistosoma mansoni depositados nos tecidos do hospedeiro induzem ao 

aparecimento de uma reação de hipersensibilidade do tipo granulomatosa, principal responsável 

pela imunopatologia observada nesta doença. As células da linhagem monocítica/macrofágica 

representam uma importante população celular participante destas reações granulomatosas, 

tanto pelo número quanto pela variedade de fatores solúveis produzidos. Neste trabalho, 

avaliamos o processo de formação de células gigantes multinucleadas sobre a imunorregulação 

da resposta aos antígenos do S. mansoni durante ensaios de proliferação celular e formação de 

granuloma in vitro por células mononucleares de indivíduos com esquistossomose intestinal 

crônica. Avaliamos as principais citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN- e TNF-)  

produzidas durante estes ensaios pela técnica de ELISA, a expressão de marcadores de 

superficie (CD 29, CD 54 e HLA-DR) durante a formação de células gigantes multínucleadas 

por citometria de fluxo, além das consequências da resposta de células mononucleares de 

indivíduos com esquistossomose intestinal crônica aos antígenos do S. mansoni sobre 

aspectos funcionais de monócitos e macrófagos, tais como atividade metabólica avaliada pela 

metabolização de MTT e a produção da monocinas TNF- por ELISA. Os resultados obtidos 

mostram que que as células gigantes multinucleadas, uma vez formadas, estão envolvidas em 

mecanismos de regulação das respostas proliferativas das células mononucleares dos 

indivíduos infectados e associadas a um concomitante decréscimo na intensidade das reações 

granulomatosa desenvolvidas in vitro. Além disto, verificamos que um dos prováveis 

mecanismos responsáveis por esta imunorregulação seria a modulação na expressão de HLA-

DR, CD29 e CD54. Os dados obtidos pela estimulação com antígenos do parasita 

mostraram a existência de um padrão irrestrito (Th0) e bastante complexo de produção de 

citocinas na esquistossomose humana, tanto pelos tipos de citocinas secretadas quanto pela 

sequência em que são produzidas. Os resultados deste trabalho sugerem que, o padrão de 

produção de citocinas por células mononucleares após estimulação antigênica e o 

desenvolvimento local de células gigantes multinucleadas, podem ser causas prováveis da 

imunorregulação da resposta observada na esquistossomose humana. 

 

Palavras chaves: Esquistossomose; granuloma; macrófagos; células gigantes; citocinas.



 

ABSTRACT 

Schistosoma mansoni eggs deposited in host tissues induce the appearance of a granulomatous-

type hypersensitivity reaction, which is mainly responsible for the immunopathology observed 

in this disease. The cells of the monocytic/macrophage lineage represent an important cell 

population participating in these granulomatous reactions, both by the number and variety of 

soluble factors produced. In this work, we evaluated the process of multinucleated giant cell 

formation on immunoregulation of the response to S. mansoni antigens during cell proliferation 

and granuloma formation in vitro assays by mononuclear cells from individuals with chronic 

intestinal schistosomiasis. We evaluated the main cytokines (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN and 

TNF) produced during these assays by the ELISA technique, the expression of surface 

markers (CD 29, CD 54 and HLA-DR) during the formation of multinucleated giant cells by 

flow cytometry, and the consequences of the response of mononuclear cells obtained from 

individuals with chronic intestinal schistosomiasis to S. mansoni antigens on functional aspects 

of monocytes and macrophages, such as metabolic activity evaluated by MTT metabolization 

and the production of the monokine TNF- by ELISA. The results obtained showed that 

multinucleated giant cells, once formed, are involved in immunoregulatory mechanisms of 

proliferative responses and also associated with a concomitant decrease in the intensity of 

granulomatous reactions developed in vitro. In addition, we found a probable mechanism 

responsible for this immunoregulation would be the modulation of HLA-DR, CD29 and CD54 

expression. The data obtained by stimulation with S. mansoni antigens showed the existence of 

an unrestricted (Th0) and very complex pattern of cytokine production in human 

schistosomiasis, both by the types of cytokines secreted and by the sequence in which they are 

produced. The results of this work suggest that the pattern of cytokine production by 

mononuclear cells after antigenic stimulation and the local development of multinucleated giant 

cells may be probable causes of immunoregulation of the response observed in human 

schistosomiasis. 

 

Keywords: Schistosomiasis; granuloma; macrophages; giant cells; cytokines 
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1-INTRODUÇÃO 

 A Esquistossomose constitui-se em grave problema de saúde pública afetando mais de 

duzentos milhões de pessoas em todo o planeta. É uma doença parasitária endêmica capaz de 

reduzir a produtividade levando, em alguns casos, ao desenvolvimento de esplenomegalia, 

varizes esofagianas, hipertensão portal e até mesmo a morte dos indivíduos infectados (Allison 

et al, 1974). O parasita causador desta doença é um trematódeo digenético do gênero 

Schistosoma. Existem atualmente cinco espécies deste gênero que infectam o homem: 

Schistosoma haematobium (Bilharz, 1853), Schistosoma japonicum (Katsurada, 1904), 

Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), Schistosoma intercalatum (Fischer, 1934) e 

Schistosoma mekongi (Voge et al., 1978). O S. mansoni é endêmico no hemisfério sul em partes 

da África, ilhas do Caribe, em regiões da América do Sul e principalmente no Brasil. 

 

1.1 Esquistossomose mansoni: Ciclo biológico do parasita 

O ciclo evolutivo do S. mansoni é bastante complexo e começou a ser elucidado a partir 

de 1915, simultaneamente por Leiper no Egito e Lutz no Brasil (Coelho,1970). No ciclo 

podemos detectar formas de vida livre, parasitária  e a dependência de um hospedeiro 

intermediário. Indivíduos com esquistossomose mansoni apresentam vermes adultos 

acasalados capazes de produzir cerca de 300 ovos por dia, por par de vermes sexualmente ativos 

(von Lichtenberger, 1987). Os ovos consistem de um embrião que vive em meio fluido envolto 

por um membrana vitelina dentro de uma proteção de esclerotina. A presença de uma espícula 

lateral é uma característica morfológica do ovo do S. mansoni capaz de diferenciá-lo dos ovos 

de outras espécies pertencentes ao mesmo gênero. Os ovos eliminados junto às fezes do 

hospedeiro eclodem em meio aquoso, liberando uma larva ciliada de vida livre (miracídio) 

capaz de penetrar ativamente no hospedeiro intermediário. Este geralmente é um molusco da 

família Planorbidae do gênero Biompha/aria. No Brasil existem três espécies deste gênero 

(Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagofi/a) que são vetores 

do S. mansoni (Pessoa; Martins, 1982). 

No interior do hospedeiro intermediário os miracídios se reproduzem assexuadamente 

originando inicialmente os esporocistos de primeiro estádio e algum tempo depois (8 a 10 dias) 

os esporocistos de segundo estádio. Posteriormente os esporocistos de segundo estádio migram 

para as glândulas digestivas do molusco e se reproduzem assexuadamente formando as 

cercárias. Neste processo um único miracídio é capaz de produzir milhares de cercárias do 

mesmo sexo (Alisson et al.,1974; Pessoa; Martins,1982) que abandonam o molusco e penetram 
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ativamente nos hospedeiros vertebrados definitivos, entre eles o homem (Jordan; Webe, 1982). 

Durante a penetração as cercárias perdem a sua cauda bifurcada característica e transformam-

se em esquistossômulos (Gordon;  Griffths, 1951; Standen, 1953; Alisson et al., 1974). 

Os esquistossômulos permanecem na pele pelo menos 2 dias até migrarem para os pulmões, 4 

a 7 dias após a penetração, utilizando o sistema vascular do hospedeiro (Miller; Wilson, 1978). 

Posteriormente alcançam o figado pela corrente circulatória ou através do espaço diafragma-

peritôneo-figado, ou ainda através da utilização de ambas as rotas (Pereira et al., 1972; Miller; 

Wilson, 1978). Atingindo o sistema porta­ hepático crescem rapidamente, tornando-se adultos 

e sexualmente ativos. 

A fêmea adulta é filiforme, quase cilíndrica, medindo de 7 a 17 mm, possuindo duas 

ventosas, uma oral e outra ventral. O macho é alongado, mede de 6 a 12 mm e seu corpo é 

composto de duas porções distintas, uma anterior que possui duas ventosas e outra posterior 

que dobra-se no sentido longitudinal formando o canal ginecóforo que abriga a fêmea (Alisson 

et al., 1974; Pessoa; Martins, 1982). O processo de penetração, transformação, migração e 

desenvolvimento que origina os vermes adultos ativos, ocorre no homem, em um período que 

varia de 4 a 6 semanas. Eveland et al. (1982) demonstraram a existência de um tropismo 

entre machos e fêmeas do S. mansoni, e que tal atração é de natureza química, fato este que 

explicaria o encontro e acasalamento dos vermes no hospedeiro definitivo. O processo de 

pareamento de machos e fêmeas que vivem in copula no sistema porta resulta na indução da 

completa maturidade dos vermes que, assim pareados, podem migrar até as veias mesentéricas 

inferiores (Damian, 1984). A partir daí inicia-se a postura, e os ovos que passam através das 

paredes do intestino alcançam as fezes e são eliminados para o meio exterior, completando-se 

assim o ciclo biológico do parasita. Aproximadamente entre 20 e 60% dos ovos permanecem 

no interior do hospedeiro, sobretudo no intestino, figado e pulmões provocando em torno de si 

uma reação granulomatosa, principal responsável pela patogenicidade da doença (Warren, 

1963; Warren, 1966; Warren, 1978; Domingos; Warren, 1969; Colley, 1977a; Colley, 1981a; 

Phillips; Colley,1978; Nash et al., 1982). 

 

1.2 Imunopatologia da esquistossomose mansoni no hospedeiro definitivo 

A esquistossomose é uma doença cuja patologia envolve a participação de efetores 

imunológicos. Os ovos do parasita depositados no figado, intestino e pulmões do hospedeiro 

induzem ao aparecimento de uma reação de hipersensibilidade do tipo granulomatosa (von 

Lichtenberg, 1962; von Lichtenberg, 1987; Domingos;  Warren, 1969; Warren, 1972a; Colley, 

1977b; Colley, 1978; Nash et al.,1982). O granuloma hepático pode apresentar um volume até 
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cem vezes maior que o ovo, levando ao bloqueio do fluxo sanguíneo local, desenvolvimento de 

fibrose, hipertensão portal e aparecimento das manisfestações clínicas próprias desta patologia 

(von Lichtenberg, 1962; von Lichtenberg, 1987; Warren, 1963; Warren, 1973; Warren, 1977a; 

Warren, 1978; Warren, 1982; Domingos; Warren,  1969; Cheever, 1972; Colley, 1977b). 

 As respostas dirigidas aos ovos imaturos são inicialmente pequenas, mas aumentam 

quando o miracídio amadurece e, posteriormente, regridem de forma lenta e gradual com a 

morte do ovo e sua desintegração (von Lichtenberg, 1987). Diversos trabalhos sugerem que o 

granuloma esquistossomótico seja uma reação de hipersensibilidade mediada basicamente por 

linfócitos T sensibilizados por antígenos liberados pelo miracídio vivo através de poros 

ultramicroscópicos existentes na casca dos ovos (Warren et al., 1967; Domingos & Warren, 

1968; Warren, 1972b; Boros et al., 1973; Boros et al., 1975; Hang et al., 1974; Byram; von 

Lichtenberg, 1977; Phillips et al., 1977,; Phillips et al., 1980; Lamiie et al., 1986; Mathew; 

Boros, 1986; Wyler et al., 1987). Esta resposta é um processo dinâmico, onde a população de 

células infiltradas no local varia com o decorrer da infecção (Stenger et al., 1967; Smith, 

1977; Chensue;  Boros, 1979).  

O estabelecimento de modelos experimentais in vivo e in vitro possibilitou a 

identificação de linfócitos, macrófagos, células gigantes multinucleadas, eosinófilos, 

neutrófilos, mastócitos e fibroblastos como  as  principais  células  participantes  da  

resposta granulomatosa (von Lichtenberg, 1962; Moore et al., 1977; Phillips et al., 1980; 

van Marck et al., 1980; Doughty;  Phillips, 1982a;  Bentley et al., 1985; Silva-Teixeira et al., 

1993). As causas que regulam o influxo de diferentes tipos celulares são em parte 

desconhecidas, podendo estar relacionadas às características próprias do parasita, do tecido e a 

reatividade imunológica do hospedeiro (Akpon et al., 1970; Lukacs et al., 1994a). 

Diversos trabalhos mostraram que as reações granulomatosas são necessárias para se 

conter os efeitos tóxicos de enzimas e secreções do ovo e evitar danos aos hepatócitos 

circunvizinhos (Buchanan et al., 1973; Doenhof et al., 1979). Por outro lado, é importante 

ressaltar que as respostas celulares exacerbadas e sem controle provocam o aparecimento de 

fibrose e aumentam o risco do desenvolvimento de hepatoesplenomegalia (Warren, 1982). Nos 

camundongos infectados pelo S. mansoni, os granulomas recém-formados mudam de aspecto à 

medida que a infecção evolui, atingindo um diâmetro máximo por volta da oitava semana de 

infecção e uma acentuada regressão a partir da vigésima quinta semana (Andrade; Warren, 

1964; Warren, 1982). Na esquistossomose humana, a fase aguda pós-postural é caracterizada 

por um quadro clínico variado que inclui eosinofilia, febre, dores musculares, mal estar e 
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desconforto abdominal (Hiati et al., 1979). A fase crônica compreende basicamente as formas 

intestinal (geralmente assintomática), além das formas hepatointestinal e hepatoesplênica (com 

sintomatologia mais severa). Apenas uma porcentagem relativamente pequena da população 

infectada (1 a 10%) apresenta as manifestações e formas mais graves da doença, caracterizadas 

por hipertensão portal, varizes esofagianas e hepatoesplenismo (Warren, 1973; Warren, 1982; 

Pessoa; Martins, 1982; Andrade; Van Marck, 1984). Durante a infecção existe uma progressão 

da fase aguda para uma fase crônica, provavelmente associada ao desenvolvimento de 

mecanismos reguladores da resposta imune do hospedeiro (Ottesen et al., 1978; Ottesen, 

1979; Ellner, 1980; Ottesen; Poindexter, 1980; Colley, 198la; Colley, 1981b; Colley et al., 

1986; Gazzinelli et al., 1987). Dentro deste contexto, o estudo e a compreensão dos fatores 

que controlam o estabelecimento e a manutenção de mecanismos imunorreguladores na 

esquistossomose constituem-se em aspectos essenciais à uma melhor compreensão desta 

parasitose.  

 

1.3-Imunorregulação da resposta do hospedeiro aos antígenos do parasita 

Na infecção esquistossomótica parece existir uma relação hospedeiro-parasita bastante 

complexa oriunda de uma exposição contínua do hospedeiro aos antígenos de diversos estádios 

do parasita (esquistossômulo, verme adulto e ovo). A intensidade das reações inflamatórias no 

hospedeiro parece ser controladas por mecanismos imunorreguladores desenvolvidos na fase 

crônica da doença. Atualmente, os principais mecanismos imunorreguladores descritos na 

esquistossomose envolvem os seguintes aspectos: 

 1.3.1-Estudo da resposta proliferativa de células mononudeares in vitro 

A maioria dos trabalhos publicados envolvendo mecanismos imunorreguladores na 

esquistossomose enfoca principalmente a reatividade de células mononucleares frente a 

antígenos e/ou mitógenos (Colley et al., 1978; Colley et al., 1979a; Ottesen et al., 1978; 

Ottesen, 1979; Todd et al., 1979; Ottesen; Poindexter, 1980; Ellner et al., 1980; Ellner et al., 

1981; Rocklin et al., 1980; Rocklin et al., 1981; Barral-Neto et al., 1982; Gazzinelli et 

al., 1985). Ellner et al. (1980) demonstraram que a resposta blastogênica in vitro das células 

obtidas de pacientes com a forma clínica hepatoesplênica compensada frente a antígenos do 

parasita é maior do que aquela observada para células de pacientes portadores da forma 

intestinal crônica. Gazzinelli et al. (1985) verificaram que pacientes de área não endêmica, na 

fase aguda da infecção esquistossomótica, apresentavam índices maiores de proliferação 

linfocitária in vitro induzida por antígenos solúveis de ovo (SEA) do que pacientes de área 
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endêmica na fase crônica da infecção. Segundo Ottesen et al. (1978) e Gazzinelli et al. (1985) 

a diminuição progressiva da reatividade linfocitária frente aos antígenos do parasita no decorrer 

da infecção poderia estar associada ao desenvolvimento de mecanismos imunorreguladores e a 

"cronificação" da doença. Colley et al. (1986) investigaram especificamente a resposta 

proliferativa de células mononucleares frente a SEA e concluíram que as células de pacientes 

com forma hepatoesplênica apresentavam respostas mais altas do que as células de pacientes 

com a forma intestinal crônica. Estes autores formularam a hipótese de que após uma intensa 

resposta imunológica dirigida contra os antígenos do parasita (fase aguda) e posterior 

estabelecimento de uma infecção estável (fase crônica), muitos pacientes desenvolvem 

diversos mecanismos que modulam o  grau da resposta imune dirigida contra os antígenos 

do S mansoni (Colley et al., 1986). Entretanto, alguns pacientes nunca expressam esta 

modulação e respondem vigorosamente durante toda a infecção levando ao aparecimento de 

reações imunopatológicas graves, capazes de afetar a função de fibroblastos. Os resultados de 

Dunn et al. (1979), mostrando que os tecidos hepáticos de indivíduos com esquistossomose na 

forma hepatoesplênica descompensada sintetizam colágeno com uma velocidade até 25 vezes 

maior que a normal, reforçam este ponto de vista. 

 

 1.3.2-Imunorregulação e a participação de linfócitos T supressores 

Outros mecanismos imunomoduladores foram descritos na esquistossomose mostrando 

que até 50% dos pacientes infectados possuem linfócitos T capazes de serem induzidos in vitro 

a exercer funções supressoras, como a inibição da resposta proliferativa de células 

mononucleares estimuladas por mitógenos ou por SEA. (Colley et al., 1978; Ellner et al., 1980; 

Rocklin et al., 1981). Colley et al. (1978) demostraram que a supressão mediada por linfócitos 

T afetava somente a resposta blastogênica inespecífica induzida por mitógenos enquanto que 

Rocklin et al. (1981) apresentaram estudos com células supressoras capazes de inibir a 

reatividade in vitro de linfócitos a antígenos do parasita. 

1.3.3-Imunorregulação e a participação de células aderentes. 

A participação de células aderentes (monócitos/macrófagos) em circuitos 

imunorreguladores presentes na esquistossomose também tem sido investigada por muitos 

pesquisadores (Ottesen, 1979; Todd et al., 1979; Rocklin et al., 1980; Tweardy, 1983). Todd et 

al. (1979) realizaram experimentos onde as células aderentes eram removidas da população de 

células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos na fase crônica, resultando em um 

aumento da resposta proliferativa linfocitária estimulada por antígenos do parasita (verme 

adulto e cercária) sem, contudo, alterar a resposta a mitógenos e antígenos não relacionados 
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como a Candida albicans (Ottesen, 1979; Todd et al., 1979; Tweardy et al., 1983). Ottessen 

(1979) mostrou que a reposição de macrófagos restaurava a inibição anteriormente apresentada 

frente a estimulação antigênica (antígenos do ovo, cercária e verme adulto). Segundo este 

autor a atividade supressora por células aderentes não está presente com 4 meses, mas só é 

desenvolvida após 20 meses de infecção. Por outro lado, não foram encontradas evidências 

desta atividade supressora mediada por macrófagos em pacientes com hepatoesplenomegalia 

(Tweardy et al., 1983). 

Outros fatores também associados às células aderentes podem afetar a resposta imune 

do hospedeiro na esquistossomose. Macrófagos obtidos de granulomas desenvolvidos pela 

embolização de ovos do S. mansoni nos pulmões de camundongos secretam grandes 

quantidades de espécies reativas de oxigênio quando comparados com macrófagos controle 

(granuloma de corpo estranho). A administração de anti-oxidantes como o alfa­ tocoferol, por 

via oral ou parenteral, é capaz de reduzir em até 60% o tamanho dos granulomas recém-

formados. Além disto, a administração parenteral de superóxido dismutase e catalase é capaz 

de provocar uma redução de até 40% no tamanho dos granulomas. Estes resultados sugerem 

que as espécies reativas de oxigênio produzidas por macrófagos também participem no 

desenvolvimento das reações granulomatosas. (Chensue et al., 1984) 

1.3.4- O estudo da imunorregulação a partir do granuloma in vitro 

Na década de 80, a abordagem do papel imunorregulador das células mononucleares na 

esquistossomose, através do estudo da resposta blastogênica, foi ampliada pelo advento da 

técnica de análise monológica da formação do granuloma in vitro (Phillips et al., 1980; Bentley 

et al., 1985; Doughty;  Phillips, 1982a; Doughty;  Phillips, 1982b; Doughty;  Phillips, 

1984a; Doughty;  Phillips, 1984b). Utilizando esta metodologia foi possível demonstrar que 

pacientes de área não-endêmica infectados há mais de dois anos apresentam uma reatividade 

celular bastante reduzida, se comparada a pacientes com infecção recente (Doughty; Phillips, 

1984a). Esta técnica também pennitiu uma melhor investigação dos mecanismos e fatores 

envolvidos na modulação da reação granulomatosa. Esta reação é bloqueada quando a 

apresentação de antígenos aos linfócitos T pelos macrófagos é inibida (Phillips; Lammie, 

1986). Em alguns pacientes a remoção de células CD8+ aumenta a formação de granuloma in 

vitro anti-antígenos do ovo do parasita (Doughty et al., 1984b). Foi demonstrado com o uso 

desta metodologia que a estimulação de células T anti-idiotípicas (isolada da população de 

células mononucleares de pacientes esquistossomóticos)  também pode regular a formação de 

granuloma in vitro SEA específico (Doughty et al., 1987; Doughty et al., 1989). Atualmente 

acredita-se que a formação do granuloma in vivo e in vitro seja uma reação dependente de 
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linfócitos T sensibilizados (Wellhausen; Boros, 1981; Doughty;  Phillips, 1982b; Doughty et 

al., 1984b; Lammie et al., 1985), mantida por mediadores solúveis produzidos localmente 

(Phillips; Colley, 1978; Colley 1981a; Colley 1981b; Phillips & Lammie, 1986). 

 1.3.5- Imunorregulação e participação de componentes do soro 

Além da participação de células na imunorregulação da resposta do hospedeiro, o soro 

de pacientes infectados também possui fatores supressores capazes de inibir a proliferação in 

vitro de linfócitos estimulados com antígenos do parasita (Colley et al., 1977c; Cottrel et al., 

1980; Ottesen; Poindexter, 1980; Rocklin et al., 1980; Barral-Neto, 1982; Kamal; Higashi, 

1982). Existe um grande número de trabalhos sugerindo que essa soro-supressão seja antígeno 

específica (Colley et al., 1977b; Ottesen;  Poindexter, 1980; Rocklin et al., 1980; Barral-Neto 

et al., 1982). Segundo Tody et al. (1980) esta modulação específica pode ser o resultado de 

interações entre as células e os soros com capacidade supressora. Gazzinelli et al. (1985) 

verificaram que os níveis de anticorpos anti antígenos do parasita (ovo, cercária ou verme 

adulto) em indivíduos com infecção aguda, eram maiores do que aqueles encontrados no soro 

de pacientes com a forma intestinal crônica. A natureza da imunorregulação por componentes 

presentes no soro também pode envolver interações idiotipo/anti-idiotipo. Foi demonstrado que 

pacientes crônicos desenvolvem anticorpos anti-SEA capazes de estimular células T anti-

idiotípicas em ensaios de proliferação celular (Lima et al., 1986; Parra et al., 1988). 

1.3.6- Participação de imunocomplexos e prostaglandinas 

O envolvimento de imunocomplexos na regulação da reação granulomatosa in vitro e 

da resposta proliferativa celular também foi demonstrado na esquistossomose humana (Goes et 

al., 1991; Goes et al., 1994; Rezende et al., 1993). Verificou-se que as prostaglandinas E1 e E2 

eram algumas das substâncias responsáveis pelo controle da reatividade celular anti-antígenos 

de ovo do S. mansoni (Goes et al., 1994). A adição exógena de prostaglandinas E ou F (PGE 

ou PGF2-a) em camundongos infectados pelo 

 S. mansoni mostrou ser capaz de modular in vivo a resposta aos antígenos do ovo do 

parasita reduzindo o tamanho dos granulomas formados no figado e nos pulmões (Chensue et 

al., 1986). Os efeitos imunomodulatórios das prostaglandinas envolvem a supressão da 

produção de IL-2, menor produção de O2· e queda na expressão de antígenos Ia pelos 

macrófagos dos granulomas periovulares (Chensue et al., 1986). 

 1.3.7-O envolvimento de fatores genéticos 

A predisposição genética para o desenvolvimento dos sintomas associados às formas 

mais graves da esquistosssomose pode depender de uma série de eventos que compreendem 

desde o processamento e apresentação dos antígenos, até a produção de citocinas, mobilização 
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de células inflamatórias e a síntese e degradação do colágeno. Dentro deste contexto surgiram 

trabalhos tentando associar um determinado haplotipo do MHC à morbidez e ao aparecimento 

das diversas formas clínicas observadas nesta parasitose (Abdel-Alam et al., 1979. Abdel-Alam 

et al., 1981; Abdel-Alam et al., 1986; Bina et al., 1978). Foram descritas associações entre os 

pacientes que expressavam HLA-A1 e B5 e o desenvolvimento de hepatoesplenismo (Abdel-

Alam et al., 1979; Abdel-Alam et al., 1986). 

1.3.8-Alterações metabólicas e imunoregulação na esquistossomose. 

Estudos realizados com pacientes esquistossomóticos portadores da forma intestinal 

crônica identificaram alterações funcionais e metabólicas na população de células 

mononucleares durante a infecção. Nogueira-Machado et al. (1983) verificaram que as células 

mononucleares de indivíduos esquistossomóticos possuem uma reduzida capacidade citotóxica 

dirigida contra esquistossômulos se comparada às células de doadores normais. Chaves et al. 

(1990) observaram que as células mononucleares de doadores esquistossomóticos com a forma 

intestinal crônica apresentam uma menor reatividade à estimulação por PHA do que doadores 

não infectados. Estas alterações envolvem uma menor formação de inositolpolifosfatos (IPx) e 

parecem estar relacionadas ao início da interfase mitótica (retardamento de G0 para G1), o que 

também pode estar associado a produção de citocinas. O desenvolvimento de reações 

granulomatosas em camundongos infectados pelo S. mansoni também é bloqueado pelo 

tratamento com inibidores da via das lipooxigenases. Estes inibidores também suprimem a 

expressão de antígenos Ia pelos macrófagos presentes nos granulomas enquanto que os 

inibidores da via das ciclooxigenases exercem um efeito contrário nos macrófagos. Os 

principais metabólitos da via das lipooxigenases sintetizados pelos macrófagos presentes nos 

granulomas são o leucotrieno C4 e os ácidos mono-hidroxieicosatetraenoicos (Kunkel et al., 

1984). Outros grupos de pesquisadores encontraram também o tromboxano A2 como o principal 

produto da via das lipooxigenases sintetizado pelos macrófagos presentes nos granulomas de 

camundongos infectados pelo S. mansoni (Tripp et al., 1988). 

Embora diversas alterações tenham sido detectadas em  células mononucleares de 

indivíduos esquistossomóticos, poucos foram os trabalhos realizados no sentido de se investigar 

a reatividade e a participação do outro compartimento leucocitário, os granulócitos, em 

circuitos imunorregulatórios presentes nesta doença. Na realidade, a grande maioria dos 

trabalhos realizados com granulócitos na esquistossomose envolveu apenas o estudo dos 

mecanismos associados à regulação da função citotóxica. 

 1.3.9-A imunorregulação da função citotóxica dos granulócitos 

A maioria dos trabalhos publicados envolvendo granulócitos enfocam somente a 
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capacidade deste tipo celular em matar ou lesar a larva do S. mansoni in vitro. Neste contexto 

Dean et al. (1974) demonstraram que eosinófilos de cobaias, em presença de anticorpos, eram 

capazes de aderir aos esquistossômulos sem induzir lesão ou morte. Segundo estes autores os 

neutrófilos eram, na realidade, os efetores da morte da larva. Resultados análogos foram obtidos 

com neutrófilos de rato (Dean et al., 1975). Entretanto, Mackenzie et al. (1977), Ramalho-Pinto 

et al. (1978) e Capron et al. (1979) demonstraram que os eosinófilos de rato também são 

capazes de aderir aos esquistossômulos na presença de anticorpos, provocando lesão e morte. 

Butteworth et al. (1974) verificaram, usando a técnica de liberação do 51Cr, que granulócitos 

humanos induziam lesões na larva do S. mansoni na dependência de anticorpos. Prosseguindo 

em seus experimentos, Butteworth et al. (1975, 1977a) mostraram que, dentre os granulócitos 

humanos, somente o eosinófilo era citotóxico para o esquistossômulo. Contudo, Vadas et al. 

(1979) demonstraram que os neutrófilos também eram citotóxicos para a larva. Anwar et al. 

(1979), Kazura (1981) e Moser; Sher (1982) apresentaram resultados onde a morte dos 

esquistossômulos era mediada por eosinófilos e/ou neutrófilos na dependência de anticorpos. 

Novato-Silva et al. (1980) verificaram que granulócitos de indivíduos esquistossomóticos 

também têm atividade citotóxica contra a larva do S. mansoni em mecanismo dependente de 

complemento. Nogueira-Machado et al. (1983) demonstraram que as capacidades citotóxicas 

de granulócitos obtidos de indivíduos normais e infectados pelo S. mansoni contra 

esquistossômulos in vitro, são idênticas em mecanismo dependente de complemento. As 

investigações realizadas envolvendo a capacidade citotóxica de granulócitos contra 

esquistossômulos in vitro (Butteworth et al., 1974; Butteworth et al., 1975; Butteworth et al., 

1977a; Butteworth et al., 1977b; Capron et al., 1978; Anwar et al., 1979; Vadas et al., 1979; 

Vadas et al., 1980) visavam obter informações necessárias ao desenvolvimento in vivo de 

métodos de proteção do hospedeiro ("vacinas"). Entretanto, estudos posteriores demonstraram 

que estes efeitos tóxicos mediados por células contra esquistossômulos in vitro não 

apresentavam qualquer correlação com a indução da proteção ou efeito in vivo (Bloch, 1984; 

Vignali et al., 1988).  

Estudos atuais sobre a capacidade citotóxica celular na esquistossomose adicionaram 

novos dados a estas antigas questões. Foi demonstrado que, além dos granulócitos, as células 

endoteliais de camundongo ativadas com diversas citocinas (IFN-, TNF-., IL-l. ou IL-1 

também são capazes de matar esquistossômulos in vitro, em um mecanismo dependente de 

arginina que envolve a produção de óxido nítrico (Oswald et al., 1994). As células endoteliais 

são capazes de matar formas mais maduras do parasita (18 dias) em comparação com a 

capacidade citotóxica de outros tipos celulares.  
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Além das células endoteliais, estudos mais recentes com macrófagos lançaram novas 

hipóteses sobre o ataque aos esquistossômulos in vivo dentro do sistema vascular do hospedeiro. 

Na realidade, a imunidade obtida por protocolos de vacinação que utilizam cercárias atenuadas 

pela radiação, seria uma consequência do desenvolvimento de macrófagos ativados capazes de 

iniciar e manter reações de hipersensibilidade nos pulmões dos camundongos vacinados. Este 

processo deixaria os parasitas "presos" no local, bloqueando a sua posterior rota migratória e 

levando, em última consequência a morte dos mesmos (Menson; Wilson, 1989). 

1.3.10-Imunorregulação e participação de moléculas de adesão 

 A presença das moléculas de adesão, ICAM-1 ("interoellular adhesion molecule-1'') e 

selectina-E, no soro de pacientes esquistossomótioos em diversas formas clinicas foi 

recentemente investigada (Secor et al., 1994). Todos os grupos de pacientes avaliados tinham 

níveis séricos elevados de ICAM-1 quando comparados aos indivíduos não infectados. 

Pacientes com a forma hepatoesplênica da doença tinham níveis mais elevados de ICAM-1 do 

que pacientes com a forma intestinal. Os níveis de selectina-E eram menores nos pacientes 

hepatoesplênicos quando comparados aos pacientes portadores da forma intestinal. Foi 

observada uma relação inversa entre os níveis de ICAM-1 e a resposta proliferativa de células 

mononucleares do sangue periférico frente à estimulação com SEA, mas não com outros antígenos 

do parasita, PPD ou mitógenos. É possivel que a liberação de ICAM-1 solúvel no microambiente 

do gnmuloma possa interromper a co-estimulação necessária ao desenvolvimento de uma 

resposta específica para SEA (Secor et al., 1994).  

Na esquistossomose murina experimental foi demonstrado que a resposta proliferativa de 

linfócitos T é dependente das moléculas de adesão ICAM-1, LFA-1 ("lymphocyte function-

assoclated antigen-1") e VLA-4 ("very late antigen-4"). O bloqueio destas moléculas de adesão 

com anticorpos monoclonais inibe a produção de IL-2 e lL-4 por linfócitos assim como a sua 

capacidade de resposta linfoproliferativa (Langle; Boros, 1995). Estes resultados sugerem que 

estas moléculas de adesão estão envolvidas na iniciação e manutenção das respostas dirigidas 

aos antigenos do S. mansoni. 

1.3.11-Immunorregulação e a participação de citocinas e fatores solúveis. 

Acredita-se que as citocinas exerçam um papel fundamental em inúmeros fenômenos 

imunorregulatórios. No final da década de 70 e início da década de 80 as principais citocinas 

descritas na esquistossomose eram: 

- O fator promotor da estimulação de eosinófilos, "ESP" (Kazura et al., 1975) 

- O fator mitogênico,"MF" (Gazzineli et al., 1983); 

- O fator inibidor da citotoxidade de granulócitos,"GIF" (Nogueira-Machado et al., 1983); 
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- O fator inibidor da migração de leucócitos,"LIF" (Lima et al., 1985); 

- O fator inibidor da aderência de leucócitos, "LAIF" (Nogueira-Machado et al., 1985); 

- O fator inibidor da agregação de leucócitos (Rouviex et al., 1985). 

Durante a fase crônica da infecção foram descritos alguns fatores supressores como o 

fator supressor de células T que regula a produção de M1F (Chensue et al., 1983), o fator 

inibidor de leucócitos (Lima et al., 1985) e o fator solúvel inibidor da citotoxicidade de 

granulócitos (Nogueira-Machado et al., 1983). 

A partir da segunda metade da década de 80, novos conceitos surgiram em relação à 

produção de citocinas por linfócitos T. Mosmann et al. (1986) identificaram em camundongos, 

subpopulações de linfócitos T helper capazes de produzir padrões distintos de citocinas. A 

subpopulação que produzia IL-2, IFN- e linfotoxina foi denominada de Th1, enquanto que a 

subpopulação que produzia IL-4, IL-5 e IL-10 foi denominada de Th2. Posteriormente foi 

identificado um terceiro subgrupo, denominado de Th0, com a capacidade de produzir citocinas 

de ambos os tipos e considerado como provável precursor das subpopulações Th1 e Th2. Além 

da produção diferencial de citocinas, os linfócitos Th1 e Th2 também apresentam funções 

biológicas distintas, onde o desenvolvimento de uma determinada subpopulação leva à 

supressão da produção das citocinas e ao bloqueio dos efeitos biológicos resultantes da 

atividade da outra subpopulação (Mosmann; Moore, 1991). Estas descobertas tiveram um 

grande impacto sobre a investigação das respostas imunológicas em diversos estados 

patológicos. 

Atualmente, o estudo da produção diferencial de citocinas do tipo Th1 e Th2 na 

esquistossomose murina experimental é um tópico recente de intensa investigação onde já 

encontram-se descritos alguns mecanismos envolvidos na imunorregulação da resposta do 

hospedeiro aos  antígenos do  S. mansoni.  Na esquistossomose humana,  no entanto, existem 

poucos  trabalhos publicados e os estudos  realizados  encontram-se ainda  em fase inicial. A 

investigação dos mecanismos associados ao "balanço" Th1 e Th2 poderá trazer uma maior 

compreensão dos mecanismos envolvidos na resistência e no desenvolvimento da 

imunopatologia na esquistossomose mansoni humana. 

1.3.12- O "balanço'' Th1/Th2 e a regulação da resposta na esquistossomose  

Os mecanismos associados ao desenvolvimento das respostas do tipo Th1 e Th2 

na esquistossomose ainda não são totalmente conhecidos. Os trabalhos atualmente 

publicados revelam a existência de interações complexas entre tipos celulares e citocinas, 

conforme descreveremos a seguir: Na esquistossomose murina, as células do baço e as células 
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participantes das reações granulomatosas secretam citocinas tanto do tipo Th1 quanto do tipo 

Th2 (Cook et al., 1993; Joseph; Boros, 1993; Wynn et al., 1993).  

Resultados de vários laboratórios têm demonstrado a importância de algumas 

citocinas na esquistossomose experimental, entre as quais destacam-se a IL-2, IL-4, IL-5, 

IL-10, IFN- e o TNF- (Boros;  Lukacs, 1992; Chensue et al., 1992; Henderson et al., 

1992). Cheever et al. (1992) demonstraram que o tratamento de camundongos infectados com 

anticorpos monoclonais anti-IL-2 é capaz de reduzir a produção de IL-5 estimulada por 

antígenos do parasita, o tamanho dos granulomas hepáticos e a fibrose em comparação com 

camundongos não tratados. Ramadan et al. (1995) mostraram a importância da IL-2 através da 

utilização da DA-B389IL-2 ("difteria toxin-IL-2 fusion toxin protein") que mata ou inativa 

funcionalmente as células que possuem receptores para IL-2 de alta afinidade. A DA-B389IL-

2 é capaz de suprimir a formação de granuloma in vitro, a expressão de receptores para IL-2 

em linfócitos T, a resposta proliferativa frente a antígenos do parasita, o desenvolvimento de 

granulomas e a deposição de colágeno in vivo no fígado dos camundongos infectados. Os 

trabalhos de el-Cheikh et al. (1990) ressaltam a importância da IL-5 e de outros fatores solúveis 

no controle da proliferação e diferenciação de eosinófilos em granulomas esquistossomóticos. 

Na fase aguda da infecção a atividade de IL-5 é predominante, enquanto que na fase crônica a 

eosinofilopoiese periférica é sustentada por fatores solúveis produzidos pela população de 

células aderentes (el-Cheikh;  Borojevic, 1990). Cheever et al. (1991) também mostraram 

que a neutralização dos efeitos da IL-5 ou do IFN- in vivo com anticorpos monoclonais é capaz 

de reduzir o tamanho dos granulomas hepáticos assim como o número de eosinófilos presentes 

nestas lesões, mas não é capaz reduzir a fibrose hepática em camundongos infectados pelo S. 

mansoni. Estes resultados sugerem que o tamanho e a quantidade de fibrose presente nos 

granulomas sejam processos regulados independentemente. Por outro lado, Sher et al. (1990) 

obtiveram resultados contrários aos anteriormente descritos onde a neutralização da IL-5 ou do 

IFN- não apresentou nenhum efeito sobre o tamanho dos granulomas desenvolvidos em 

camundongos infectados pelo S. mansoni.  

Na esquistossomose experimental a IL-4 está associada ao desenvolvimento de 

respostas do tipo Th2 além de contribuir para o desenvolvimento de fibrose hepática nos 

camundongos infectados (Cheever et al., 1994). Além disto a IL-4 é capaz de inibir a produção 

de óxido nítrico e a morte de esquistossômulos in vitro (Cheever et al., 1994). Os níveis de 

RNA-mensageiro para IL-2 e IL-4 foram avaliados em granulomas do fígado de camundongos 

infectados pelo S. mansoni e os resultados obtidos mostraram uma grande produção de RNA 
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mensageiro para IL-4 e baixos níveis para IL-2 (Henderson et al., 1991; Henderson et al., 1992). 

Posteriormente foram avaliados os níveis de RNA mensageiro para lFN-, IL-4 e IL-2 em 

células totais de linfonodos mesentéricos, baço e granulomas de fígado de camundongos 

durante o curso de modulação e cronificação da infecção esquistossomótica (Gregory et al., 

1992). Os resultados obtidos revelaram uma queda generalizada na produção de citocinas (tanto 

Th1 quanto Th2) após a 16ª semana de infecção. Foi demonstrado também, em camundongos 

infectados, que a postura de ovos pelo parasita é o principal estímulo para o aumento na 

produção das citocinas características da resposta Th2 e uma supressão da resposta mediada por 

linfócitos Th1 (Pearce et al., 1991). Vella; Pearce, (1992) demonstraram que esta resposta do 

tipo Th2 desenvolve-se rapidamente a partir de um estágio intermediário denominado Th0 

caracterizado por um aumento no número de células expressando altos níveis do Pgp-1 

(receptor cuja expressão está elevada em células de memória). O desenvolvimento da resposta 

T helper do tipo 2 em camundongos infectados pelo Schistosoma mansoni, caracteriza-se pela 

produção de altos níveis de IL-4, IL-5 e IL-10. Além disto, durante a resposta aos ovos 

do parasita, a queda observada na produção de IFN- correlaciona-se com o aumento da 

produção de IL-l0 (Vella et al., 1992). 

A IL-10 é uma citocina capaz de inibir a produção de óxido nítrico, a capacidade 

citotóxica contra esquistossômulos e a síntese de TNF-. por monócitos (Bogdan et al., 1991; 

Fiorentino et al., 1991; Cunha et al, 1992; Gazzinelli et al., 1992, Oswald et al, 1992). Em 

camundongos a IL-10 é produzida por linfócitos Th0, Th2, monócitos, macrófagos e 

linfócitos B (Howard & O'garra, 1992). Flores-Vlllanueva et al. (1993) demonstraram 

que a IL-10 inibe a capacidade de macrófagos de camundongos infectados de apresentarem 

antígenos do ovo do S. mansoni. Posteriormente, este mesmo grupo de pesquisadores 

demonstrou que a IL-10 inibe a capacidade de apresentação de antígenos do S. mansoni através 

da modulação expressão de moléculas co-estimuladoras como o B7 e o B7-2 (Flores-Vlllanueva 

& Stadecker, 1994). Recentemente, Flores-Villanueva et al. (1996) demonstraram que a 

administração de IL-10 recombinante em camundongos infectados pelo S. mansoni também inibe 

a formação de granuloma.  

O papel da IL-12 na esquistossomose murina experimental também foi recentemente 

investigado (Chensue et al., 1995a). A IL-12 promove a atividade de células "natural killer' e o 

desenvolvimento das respostas do tipo Th1. Macrófagos obtidos de granulomas induzidos nos 

pulmões através da embolização de microesferas acopladas a SEA em camundongos pré-

sensibilizados revelam um bloqueio na capacidade de produzir IL-12. Por outro lado, macrófagos 



31 
 

obtidos de granulomas induzidos por microesferas acopladas a protéinas derivadas do 

Mycobacterium tuberculosis (PPD) são capazes de produzir grandes quantidades de IL-12 

(Chensue et al., 1995a). Anticorpos monoclonais anti-IL-10 e anti lL-4 revertem o bloqueio na 

produção de IL-12 em macrófagos obtidos do granuloma anti-SEA, e monoclonais anti-IL-12 

e anti-IFN- reduzem a produção de 1L-12 por macrófagos provenientes do granuloma anti-

PPD. Estes resultados sugerem a existência de um "feedback” positivo da estimulação da 

produção de IL-12 por lFN-, que por sua vez é regulada pela produção de IL-10 e IL-

4. Este grupo de pesquisadores denominaram os granulomas anti-SEA de granulomas com 

envolvimento de citocinas Th2 (ou granulomas tipo 2) e os granulomas anti-PPD de granulomas 

com o envolvimento de citocinas do tipo Thl (ou granulomas do tipo 1). Estes granulomas 

diferem profundamente quanto à modulação induzida por diferentes citocinas. Anticorpos 

monoclonais anti-IFN- reduzem em 20% o tamanho de granulomas anti-PPD mas aumentam 

em até 50% o tamanho de granulomas anti-SEA. Anticorpos monoclonais anti-TNF- 

diminuem o tamanho de granulomas do tipo 1 em até 40% e do tipo 2 em 15%. Além disto, a 

neutralização de TNF. em camundongos onde foram induzidos granulomas do tipo 2 é capaz 

de reduzir a produção de IL-4 e IL-10 nos linfonodos regionais, mas não produz nenhum efeito 

nos camundongos onde foram induzidos granulomas do tipo 1 (Chensue et al., 1995b).  

Alguns estudos também têm tentado utilizar a IL-12 como uma vacina para prevenção 

da fibrose induzida na infecção pelo S. mansoni, uma vez que a sensibilização de camundongos 

com ovos do parasita e IL-12 é capaz de inibir parcialmente a formação de granuloma e reduz 

drasticamente a fibrose nos tecidos (Wynn et al., 1994, Wynn et al., 1995a). Todavia, estes 

resultados devem ser analisados com cautela pois na ausência de IFN- (utilizando camundongos 

"knock-out" para IFN-), ao invés de suprimir, a IL-12 exacerba as reações imunopatológicas 

dependentes de linfócitos Th2 (Wynn et al, 1995b). Estes resultados mostram que a IL-12 inibe 

indiretamente o desenvolvimento de linfócitos Th2 in vivo através da estimulação da síntese de 

IFN-. Tomando em conjunto todos os dados expostos parece que na esquistossomose murina 

experimental, de uma forma geral, os vermes adultos estimulam respostas do tipo Th1 que são 

moduladas por respostas do tipo Th2 induzidas preferencialmente pelos antígenos do ovo no 

decorrer da infecção (Pearce; Sher 1991). Na esquistossomose humana, Zwingenberger et al. 

(1989) demonstraram a presença de baixas concentrações de IL-2 no sobrenadante de cultura 

de células de pacientes intestinais e hepatoesplênicos estimuladas com PWM ("pookweed 

mitogen"), SEA ou SWAP quando comparada a indivíduos não infectados. Foi constatada também 
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a produção de níveis reduzidos de IFN- por células mononucleares de indivíduos infectados 

após estimulação com antígenos do S. mansoni.  

Willians et al. (1994) não constataram nenhum aumento na produção de RNA 

mensageiro para IFN- e IL-2 pelas células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos após 

estimulação com antígenos do ovo S. mansoni. Viana et al. (1994) avaliaram a produção de IFN-

 por células mononucleares de indivíduos identificados por Correa-Oliveira et al. (1989) como 

normais endêmicos (NE). Este grupo de indivíduos reside em áreas endêmicas, tem contato 

permanente com águas contaminadas, mas não apresentam sinais da infecção. Células 

mononucleares de indivíduos NE produzem mais IFN- do que as células dos indivíduos 

infectados, mostrando uma correlação entre resistência à infecção e a produção desta citocina. 

Recentemente foram publicados alguns trabalhos indicando que a IL-10 tem um papel 

importante na modulação das respostas proliferativas de linfócitos T e na regulação da produção 

de IFN- por células mononucleares de indivíduos infectados pelo S. mansoni. (Pemberton et 

al., 1994; Araujo et al., 1996; King et al., 1996). No entanto, existem ainda poucos trabalhos 

publicados envolvendo a identificação de respostas Th1 e Th2 na esquistossomose humana e os 

estudos realizados encontram-se ainda em fase inicial. O fato de que, em humanos, a IL-10 é 

produzida por monócitos, linfócitos B, linfócitos Th0, Th1 e Th2 (Yssel et al., 1992; Del Prete 

et al., 1993), toma ainda mais complexa a análise dos resultados atualmente disponíveis neste 

sistema. 

Inúmeras questões ainda permanecem sem resposta, tais como: Porque o ovo do S. 

mansoni estimula preferencialmente uma resposta Th2 na esquistossomose experimental? 

Quais são os fatores que levam preferencialmente ao desenvolvimento de respostas do tipo Th1 

ou Th2? Quais seriam as citocinas adicionais que regulariam o desenvolvimento das populações 

de linfócitos Th1 e Th2 in vivo? Seriam monocinas? Qual o papel das diferentes populações de 

células apresentadoras de antígenos neste processo? Esta lista de perguntas está longe de 

esgotar todas as lacunas da compreensão atual sobre os mecanismos de desenvolvimento e 

regulação das células Th e a consequente produção de citocinas na esquistossomose. As 

respostas a várias destas questões podem estar associadas a investigação de novos 

mecanismos envolvidos na imunorregulação das respostas do hospedeiro aos antígenos do 

parasita. 

Dentro deste contexto, estudos recentes estão adicionando novos graus de complexidade 

aos eventos envolvidos na atividade inflamatória anti-antígenos do ovo do S. mansoni. Estes 

trabalhos mostram que, além das citocinas, outras substâncias como os neuropeptídeos, enzimas 
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proteolíticas e prostaglandinas também são capazes de alterar a atividade dos linfócitos Th1 

e Th2 (Phipps et al., 1991; Blum et al.,1992; Finkelman; Urban, 1992; Pearce; Appleton, 

1992; Cook et al., 1994), conforme veremos a seguir: 

1.3.13-O ''balanço'' Th1/Th2 e produção de neuropeptídeos 

Recentemente foi demonstrada a produção de neuropeptídeos (P-endorfina e ACTH) 

pelo S. mansoni com propriedades de inibir a produção de IFN- pelo hospedeiro e favorecer o 

aparecimento de uma resposta característica de linfócitos Th2 (Pearce; Appleton, 1992). 

Linfócitos T isolados de granulomas esquistossomóticos em camundongos infectados possuem 

receptores para a substância P produzida por eosinófilos. A substância P é capaz de modular a 

produção de IFN- após interação com este receptor (Cook et al., 1994). Além disto, linfócitos 

CD4+ presentes nos granulomas também possuem receptores para somatostatina e respondem 

a estimulação destes receptores com uma queda na produção de IFN- (Blum et al., 1992). 

Derivados da somatostatina quando administrados a camundongos infectados reduzem as 

reações granulomatosas in vivo (Blum et al., 1992). 

Uma grande parte da população de macrófagos, linfócitos e granulócitos participantes 

das reações granulomatosas também possuem receptores para histamina. No interior do 

granuloma encontramos predominantemente células que expressam receptores do tipo H1 e 

alguns linfócitos que expressam receptores do tipo H2. O tratamento de camundongos 

infectados com cimetidina (antagonista dos receptores H1) aumenta a resposta granulomatosa 

enquanto que e o tratamento com difenildramina (antagonista dos receptores H2) reduz esta 

mesma resposta. Linfócitos que não expressam receptores para histamina parecem mediar a 

produção de MIF estimulada por SEA e participam da supressão de reações granulomatosas 

por transferência adotiva de células (“TDH cells”) enquanto que linfócitos Ts que regulam a 

produção de citocinas dentro das reações granulomatosas parecem possuir receptores para 

histamina. (Weinstock et al., 1983). 

 1.3.14-O "balanço" Th1/Th2 e a ação de enzimas proteolíticas 

Produtos secretados em grandes quantidades pelo parasita, como algumas enzimas 

proteolíticas, começaram a ser testados como possíveis indutores de respostas do tipo Th2 

(Finkelman; Urban, 1992).  Esta hipótese baseia-se no papel obrigatório que certas enzimas 

proteolíticas desempenham no processo de desenvolvimento dos vermes e invasão dos tecidos 

do hospedeiro sem que ocorra a eliminação do parasita. Os resultados obtidos reforçaram a 

hipótese inicial mostrando que injeções subcutâneas de 100 µg de papaína em camundongos 

BALB/c estimula um aumento de cerca de 10 vezes nos níveis de IgE no soro, além de um 
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aumento de 10 a 30 vezes na produção de RNA mensageiro para IL-4, IL-5 e IL-9 (Finkelman; 

Urban, 1992). 

1.3.15-O "balanço" Th1/Th2 e a ação das prostaglandinas 

As prostaglandinas também podem afetar a resposta imune, alterando o "balanço" da 

produção de citocinas em linfócitos Th1 e Th2. Prostaglandinas da série E (PGE1 e PGE2) 

secretadas por macrófagos, fibroblastos e células dendríticas inibem a síntese de IFN-, mas 

não a síntese de IL-4 por linfócitos, favorecendo o desenvolvimento de uma resposta do tipo Th2 

(Phipps et al., 1991). Diversos mecanismos imunorreguladores foram descritos até aqui nesta 

parasitose, incluindo a soro-supressão, participação de linfócitos T supressores, citocinas e 

fatores solúveis, interações idiotípicas, fatores genéticos, alterações bioquímicas e participação 

de imunocomplexos, entre outros. Por outro lado, existem aspectos dos fenômenos de 

imunorregulação que atualmente encontram-se pouco investigados na esquistossomose 

humana. Dentro deste contexto, podemos destacar o efeito do processo de diferenciação celular 

sobre a geração e manutenção da resposta imune aos antígenos do parasita. O estudo da 

diferenciação celular e dos fatores solúveis envolvidos neste processo podem auxiliar na 

elucidação dos mecanismos associados as respostas inflamatórias crônicas. 

1.3.16- Diferenciação de células da linhagem monocítica/macrofágica e a produção de 

citocinas na esquistossomose humana: a investigação de novos mecanismos 

imunonoreguladores. 

Os monócitos não são células "maduras" quando liberados da medula óssea e o seu 

processo de maturação tem sido demonstrado tanto in vivo quanto in vitro (Lewis, 1927; 

Gilman;  Wright, 1966; Adams, 1974; Schlesinger et al., 1984). Morfologicamente, 

metabolicamente e funcionalmente., a diferenciação in vitro assemelha-se ao processo in vivo 

(Adams, 1974; Adams, 1976). Os monócitos diferenciam-se em macrófagos quando atingem 

os tecidos, podendo também ocorrer a formação de células gigantes multinucleadas. Estas 

células gigantes multinucleadas foram primeiramente identificadas em granulomas na 

tuberculose (Rokitansky, 1885) e posteriormente encontradas em associação com diversos 

estados patológicos crônicos (Adams, 1976; Chambers, 1978; Hill, 1992). As células gigantes 

multinucleadas surgem por fusão de monócitos e macróragos precursores (Adams, 1976; 

Chambers, 1978; Hassan et al., 1989; Weinberg et al, 1989). Postlethwaith et al. (1982) 

identificaram uma proteína termolábil de 60.000 daltons derivada de linfócitos T, capaz de 

induzir a formação de células gigantes in vitro a partir da fusão de monócitos do sangue 

periférico. Esta proteína foi denominada GCF ("giant cell factor"). Posteriormente foi 

descoberto que a formação de células gigantes multinucleadas também pode ser acelerada pela 
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estimulação de monócitos com anticorpos monoclonais anti moléculas de classe Il do MHC 

(Orentas et al., 1992), pela estimulação de determinadas moléculas existente na superfície de 

monócitos denominadas proteinas reguladoras da fusão ("FRP,s") (Tabata et al., 1994) ou ainda 

pela adição de vitamina D3 (Abe, 1981), ésteres de forbol (Hassan et al., 1989), IL-4 (Mcinnes;  

Rennick, 1988), TNF- (Takasihma et al., 1993) ou IFN- (Weinberg et al., 1989). 

Na esquistossomose murina foi descrita a produção de um fator solúvel por granulomas 

de figado anti-ovo do S. mansoni mantidos in vitro capaz de induzir a formação de células 

gigantes (Acosta et al, 1992). Estudos recentes na esquistossomose humana demonstraram a 

formação in vitro de células gigantes multinucleadas induzida pela estimulação com antígenos 

do parasita (Silva-Teixeira et al., 1993). Embora a presença de células gigantes multinucleadas 

tenha sido observada em inúmeros tipos de reações inflamatórias crônicas inclusive no 

granuloma esquistossomótico, sua participação em circuitos imunorreguladores associados ao 

desenvolvimento das respostas granulomatosas contra os antígenos do S. mansoni ainda não está 

esclarecida e necessita de investigação. 

Resultados de vários laboratórios têm demonstrado que macrófagos humanos 

derivados de diferentes compartimentos ou em estados de diferenciação variados, exibem 

respostas antagônicas a imunomoduladores (Strieter et al, 1989; Hurme et al., 1992). Toosi et 

al. (1996) mostraram que macrófagos alveolares humanos produzem menos TGF- do que 

monócitos obtidos do sangue periférico. Lipopolissacarídeos (LPS) são capazes de mobilizar 

mais cálcio em monócitos do que em macrófagos (Hurme et al., 1992). A produção de TNF- 

estimulada por LPS é inibida por prostaglandina e dexametasona em monócitos do sangue 

periférico, mas não é inibida em macrófagos alveolares (Strieter et al., 1989).  

O processo de diferenciação também é acompanhado por mudanças funcionais e 

bioquímicas características (Cohn, 1968; Adams, 1976). A expressão de inúmeros receptores e 

moléculas de superfície altera-se durante o processo de diferenciação celular (Andeersen et al., 

1983; Becker et al., 1987; Wahl et al., 1987, 1989; Geissler et al., 1989; Blanchard;  Djeu, 

1991; Silva-Teixeira et al., 1996). Estas moléculas são essenciais em diversos processos de 

ativação, adesão e interações célula-célula. Durante a diferenciação de monócitos existe um 

aumento na expressão dos receptores para adenosina envolvidos na regulação da fagocitose 

(Eppel, 1989). A secreção de IL-1 estimulada por LPS diminui durante a maturação, assim 

como a capacidade de apresentar antígenos (Janson et al., 1990; Rupper; Peters, 1991). Esta 

capacidade é restaurada em macrófagos "diferenciados" pela adição de IL1 e/ou IL6 exógenos 

(Rupper; Peters, 1991). Os níveis de fosfatase ácida aumentam durante a diferenciação de 
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monócitos (Rupper; Peters, 1991), enquanto a atividade de peroxidase diminui (Andeersen, 

1983). Existe também um aumento na capacidade citotóxica de macrófagos durante a 

diferenciação in vitro (Cottrel et al., 1989; James et al., 1990). Provavelmente, a importância 

do processo de maturação está em direta associação com o local e a função específica a ser 

exercida pela célula. 

Os monócitos e macrófagos representam uma importante população celular participante 

das respostas granulomatosas tanto em número de células quanto na variedade de fatores 

solúveis secretados (Akpon et al., 1970; Adams, 1976; Bentley et al., 1985). As estimulações 

recíprocas entre macrófagos e células T nas reações granulomatosas levam à produção de 

diversas monocinas e citocinas (Phillips; Lammie, 1986; Shikama et al., 1989). Estas moléculas 

efetoras podem regular os processos de diferenciação, recrutamento e ativação das células 

envolvidas na formação do granuloma (Phillips & Lammie, 1986; Shikama et al., 1989). 

Utilizando citocinas conjugadas à microesferas de sephadex, Shikama et al. (1989) 

demonstraram que o TNF- tem um papel fundamental no acúmulo e desenvolvimento de 

macrófagos durante a formação de granuloma in vitro. Além disto, macrófagos isolados de 

granulomas de figado de camundongos em fase aguda de infecção secretam mais TNF- do que 

os macrófagos isolados de camundongos em fase crônica (Joseph; Boros, 1993). A 

administração repetida de anticorpos policlonais anti-TNF- é capaz de suprimir 

significativamente o tamanho de granulomas desenvolvidos em camundongos infectados em 

fase aguda da infecção e a administração de TNF- recombinante a camundongos em fase 

crônica de infecção aumenta o tamanho de granulomas desenvolvidos no figado e nos pulmões 

(Joseph; Boros, 1993). É importante notar que o TNF- é capaz de restaurar a formação de 

granulomas em camundongos SCID ("Severe Combined Immunodeficiency'') infectados pelo 

S. mansoni (Amiri et al., 1992) sugerindo um papel muito importante desta citocina nos 

processos de formação do granuloma. O mecanismo de formação do granuloma na 

esquistossomose mediado pelo TNF- pode estar associado à indução do aumento de expressão 

de ICAM-1 por esta citocina (Lukacs et al., 1994). Além disto, o TNF- é capaz de estimular 

a postura de ovos pelo parasita, que desta forma utiliza-se de um produto do sistema imune 

do hospedeiro em seu próprio beneficio (Amiri et al., 1992).  

Sabe-se atualmente que os macrófagos ativados secretam IL-1 e TNF- que são capazes 

de estimular fibroblastos (Nimer et al., 1989; Hamilton, 1993). Por sua vez, os fibroblastos 

ativados secretam GM-CSF e M-CSF que são citocinas capazes de ativar macrófagos 

(Hamilton, 1993), o que poderia criar uma "alça" auto-amplificadora da produção destas 
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citocinas. Além disto, macrófagos isolados de granulomas periovulares, na esquistossomose 

murina experimental, secretam fatores solúveis com atividade estimulatória para recrutamento 

e proliferação de células da própria linhagem monocítica/macrofágica, ampliando ainda mais 

este processo (Sluiter et al., 1987). Estes dados nos levam a pensar que a produção de citocinas 

na esquistossomose necessita estar altamente regulada a fim de limitar a intensidade da resposta 

inflamatória anti-antígenos do parasita e prevenir um excesso de dano tecidual. 

Chensue et al. (1989) obtiveram evidências de uma produção sequencial de IL-1 (entre 

o 2° e 4° dias) e posteriormente de TNF-. (entre o 8° e 16° dias), na formação do granuloma 

pulmonar. Estes resultados sugeriram a IL-1 como importante nos primeiros estágios de 

recrutamento para formação do granuloma enquanto que o TNF-. teria um papel importante 

mais tardiamente na manutenção das funções efetoras dos macrófagos. Outros estudos com 

modelos sincrônicos de formação de granuloma em camundongos (Chensue et al, 1992) 

demonstram que o pico de IL-4 ocorre entre os picos de IL-1 e TNF-.  

Todos os resultados aqui expostos sugerem que a formação e o desenvolvimento do 

granuloma envolve uma produção "orquestrada" de citocinas, possivelmente resultante da 

participação sequencial de diferentes populações celulares. O estudo da diferenciação celular e 

a investigação das citocinas produzidas na esquistossomose mansoni humana poderá 

acrescentar novos graus de complexidade à cascata de eventos envolvidos no desenvolvimento 

e regulação das respostas imunes do hospedeiro aos antígenos do parasita. Obviamente, estes 

dados devem ser importantes para o conhecimento dos mecanismos envolvidos na formação 

dos granulomas e desenvolvimento da imunopatologia na esquistosomose. Diante do exposto, 

pretendemos investigar o processo de diferenciação das células da linhagem 

monocítica/macrofágica na esquistossomose humana e identificar as principais citocinas 

produzidas nas respostas dirigidas aos antígenos do S. mansoni. 
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2 - JUSTIFICATIVA: 

O estudo da diferenciação de células da linhagem monocítica/macrofágica e a 

investigação das citocinas produzidas na esquistossomose mansoni humana poderá ampliar os 

conhecimentos sobre a cascata de eventos envolvidos no desenvolvimento e regulação das 

respostas imunes do hospedeiro aos antígenos do parasita. Estes dados são ser importantes para 

o conhecimento dos mecanismos envolvidos na formação dos granulomas e desenvolvimento 

da imunopatologia na esquistosomose. 
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3 - OBJETIVOS: 

 

OBJETIVO GERAL: Investigar o processo de diferenciação das células da linhagem 

monocítica/macrofágica na esquistossomose humana e identificar as principais citocinas 

produzidas nas respostas dirigidas aos antígenos do S. mansoni. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

1-Investigar o efeito da estimulação com antígenos do S. mansoni sobre o processo de 

diferenciação de monócitos e formação de células gigantes multinucleadas in vitro. 

2-Avaliar a atividade de sobrenadantes de cultura obtidos de células mononucleares de 

indivíduos esquistossomóticos estimuladas com antígenos do S. mansoni sobre o processo de 

diferenciação de monócitos e formação de células gigantes multinucleadas in vitro. 

3-Investigar a participação do processo de diferenciação de monócitos e formação de células 

gigantes multinucleadas na imunorregulação da resposta aos antígenos do S. mansoni durante 

ensaios de proliferação celular e formação de granuloma in vitro. 

4-Investigar a expressão de marcadores de superficie (CD 29, CD 54 e HLA-DR) durante 

o processo de diferenciação in vitro de monócítos até a formação de células gigantes 

multínucleadas utilizando citometria de fluxo. 

5-Detectar as principais citocinas produzidas pelas células mononucleares de indivíduos com 

esquistossomose intestinal crônica após estimulação in vitro com antígenos do S. mansoni. A 

detecção das citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN- e TNF-) por ELISA, será feita no 

seguintes casos: 

5.1- Durante a resposta proliferativa celular (estimulação com antígenos solúveis). 

5.2- Durante a formação do granuloma in vitro (estimulação com antígenos conjugados). 

6-Investigar as consequências da resposta aos antígenos do S. mansoni sobre os seguintes 

aspectos funcionais de monócitos e macrófagos: 

6. 1- Atividade metabólica. 

6.2- Produção de monocinas (TNF-).  

6.3- Formação de granuloma in vitro. 
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4- MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Sangue Humano 

4.1.1 Sangue de doadores infectados pelo S. mansoni 

Os doadores de sangue eram todos voluntários e foram informados por técnicos e por 

médicos do Hospital Sofia Feldman, do Hospital das Clínicas-UFMG, e do ambulatório da 

AÇOFORJA S.A. em Santa Luzia-MG de que o sangue coletado seria usado para pesquisa 

básica. Os indivíduos infectados pelo S. mansoni foram diagnosticados e selecionados por 

exames clínicos e parasitológicos (presença de ovos do S. mansoni nas fezes) realizados por 

profissionais que compoem as equipes médicas desses dois centros de saúde sob a 

responsabilidade da Drª Geralda Nuzia Simões. 

4.1.2 Sangue de doadores normais 

Os indivíduos normais não apresentavam sintomas clínicos de infecção pelo S. mansoni 

e não apresentavam ovos deste parasita em suas fezes. Além disto as células mononucleares do 

sangue periférico desses pacientes não reagiam em testes de proliferação celular com SEA ou 

SWAP. Estes indivíduos foram selecionados no Departamento de Bioquímica e Imunologia da 

Universidade Federal de Minas Gerais - Brasil e no Departament of Veterinary Medicine, 

College of Veterinary Medicine - Texas A & M University, Texas - USA. 

 

4.2 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico humano 

As células mononucleares do sangue periférico humano foram separadas segundo 

procedimento descrito por Thorsby; Bratlier (1984). O sangue dos pacientes era colhido em 

presença de heparina (20 Unidades de heparina por 20 m1 de sangue). 20 ml do sangue recem-

coletado era colocado cuidadosamente sobre 12,5 ml de uma solução de Ficoll -Hypaque [Ficoll 

6,42% (SIGMA) e Hypaque 20% (WINTHROP)] em tubosplásticos cônicos (FALCON) 

de 50 ml. Os tubos eram centrifugados a 1450 rpm por 45 minutos a l8ºC em centrífuga 

refrigerada. Ao final da centrifugação, obtinha-se um anel de células mononucleares na 

interface entre a solução de Ficoll e o plasma. O plasma era retirado cuidadosamente e o anel 

de células coletado com o auxílio de uma pipeta Pasteur e transferido para um tubo cônico de 

50,0 ml (FALCON). O excesso de Fícoll era removido por centrifugação lavando-se as células 

por 3 vezes com 30,0 ml de MEM ("Minimal Essential Medium", SIGMA) em cada lavagem, 

a 4ºC e a velocidade de 1500 rpm por 10 minutos. As células eram finalmente ressuspensas em 

5,0 m1 de RPMI (SIGMA) contendo 4,75 g/l de Hepes (SIGMA), 10% de soro humano AB+ 

inativado, 1,6% de L-glutamina (SIGMA), 3% de coquetel dos antibióticos penicilina e 

estreptomicina (SIGMA), e 0,05 mg de gentamicina (SCHERING). A quantidade de células 
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obtidas era determinada por contagem em câmara de Neubauer. A viabilidade celular foi 

determinada utilizando-se o teste do azul de tripan. Todos os procedimentos eram realizados 

em condições estéreis utilizando-se capela de fluxo laminar, com excessão da contagem de 

células. 

 

4.3 Preparação de monócitos 

Os monócitos eram obtidos a partir da população de células mononucleares por 

aderência ao plástico. As células mononucleares eram incubadas em garrafas de cultivo de 

células (em duas passagens) por 45 minutos a 37ºC em estufa de CO2 na presença de RPMI 

contendo 10% de soro humano AB+ inativado pelo calor (56ºC por 30 minutos), 4,75 g/l de 

Hepes, 1,6% de L-glutamína, 3% de coquetel dos antibióticos penicilina e estreptomicina e 0,05 

mg de gentamicina. As células aderentes eram então recuperadas em RPMI gelado e com o 

auxílio de raspador apropriado ("cell scraper"). Todos os procedimentos eram realizados em 

condições estéreis utilizando-se capela de fluxo laminar. 

 

4.4 Preparações de antígenos do S. mansoni 

Camundongos BALB/C (com 8 a 10 semanas de idade, fornecidos pelo Centro de 

Bíoterismo do ICB-UFMG) eram inoculados subcutaneamente com 100 a 120 cercárias de       

S. mansoni cepa LE. Estas cercárias eram obtidas pela infecção experimental de caramujos 

Biomphalaria glabrata e foram gentilmente cedidas pelo Grupo Interdepartamental de 

Desenvolvimento da Esquistossomose (GIDE) - ICB-UFMG e pelo Centro de Pesquisas ''René 

Rachou, de Belo Horizonte-MG. 

 

4.4.1  Preparação de antígenos solúveis de ovo do S.. mansoni (SEA). 

Antígenos solúveis do ovo (SEA) foram preparados a partir de homogenatos do ovo do 

S. mansoni de acordo com procedimentos publicados por Carter; Colley (1978). Os ovos do  S. 

mansoni foram obtidos através de perfusão do fígado de camundongos infectados pelo parasita 

segundo procedimento descrito por Smithers; Terry (1965) e triturados em um potter com 

pistilo de teflon para a obtenção de um homogenato. A limpeza dos ovos liberados dos tecidos 

era feita por decantação em solução salina, filtração em tela de Kato (poros: 0,09 mm), redução 

do volume da suspensão e lavagens adicionais com PBS 0,15M pH 7,4. A suspensão era 

centrifugada a 37.000 rpm (ultracentrifuga SORVALL OTDSB rotor T875) por 1 hora a 4ºC, 

esterilizada em filtro com poros de 0;22 µm de diâmetro (MILLIPORE), distribuída em alíquotas 
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e armazenada a -70ºC. O conteúdo protéico era dosado pelo ensaio de microdosagem de 

Bradford (Bradford., 1976). Para ensaios celulares., o SEA era diluído na concentração de 

5µg/25µ1. 

 

4.4.2 Preparação de antígenos solúveis de verme adulto (SWAP). 

Preparações solúveis de vermes adultos (SWAP) são obtidos por perfusão das veias 

mesentéricas de camundongos infectados (Smithers; Terry, 1965) com cercárias na oitava 

semana após a infecção. Os vermes adultos são coletados e lavados em PBS. O antígeno era 

preparado em um homogenizador de tecidos e o extrato obtido era centrifugado a 37.000 rpm 

(ultracentrífuga SORVALL OTD5B rotor T875) a 4°C por l hora. O sobrenadante era então 

esterilizado em filtro com poros de 0,22 µm de diâmetro (M1LLIPORE}, aliquotado e congelado 

a -70ºC. O conteúdo proteico era dosado pelo ensaio de microdosagem de Bradford (Bradford, 

1976). Para ensaios celulares, o SWAP era diluído na concentração de 5µg/25l. 

 

4.5. Resposta proliferativa de células mononucleares 

O ensaio de proliferação celular era realizado segundo procedimento já descrito 

previamente (Gazzinelll et al., 1983) com ligeiras modificações. Cerca de 200.000 células 

em 200 µl de RPMI (l ,6% de L-glutamina, 3% de coquetel dos antibióticos­ penicilina e 

estreptomicina, 0,05 mg de gentamicina e 10% de soro humano normal AB+ inativado) eram 

pipetadas para placas de cultivo de 96 cavidades de fundo chato. Preparações de antígenos 

do S. mansoni eram adicionadas (5 µg/cavidade) e as placas incubadas em presença de 5% de 

CO2 a 37ºC por 5 dias. Eram mantidas, como controle, células cultivadas em meio de cultura 

não acrescido de antígenos, mitógenos e sobrenadantes. Nos experimentos realizados para a 

avaliação da capacidade de apresentação de antígenos por células da linhagem 

monocítica/macrofágica, foi utlízado aproximadamente 20% de células aderentes (4 x 104 

células/cavidade) para 80% de células não aderentes (2 x 105 células/cavidade). No último 

dia de cultivo eram adicionados 0,5 µCi de timidina tritiada com atividade específica de 61 

Ci/mmol (ICM BIOMEDICALS) e as placas reincubadas por 18 horas. Após esse período, 

as células eram coletadas em papel de fibra de vidro (WHATMAN) com o auxílio de um 

aparelho coletor de células ("cell-harverster"- SKATRON). Este papel era seco e colocado 

em frascos próprios para determinação de cintilação líquida. Acrescentava-se a cada frasco 

2,5 ml de coquetel de cintilação contendo 5,0 g de PPO (2,5, Difeniloxazole, SIGMA) e 0,05 g 

de POPOP { IA-bis[2-(feniloxazolil)]-Benzeno fenil-oxazolilfenil-oxazolil-fenil, SIGMA} 
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em 1,0 litro de Tolueno. A radioatividade incorporada era determinada pelo número de 

cintilações por minuto (cpm) utilizando-se um contador de cintilação líquida (Beckman 

LS100C). Cada amostra era contada por 2 minutos com os canais de H3 abertos e todos os 

ensaios eram feitos em triplicata. Sobrenadantes de cultura foram coletados em diferentes 

períodos de tempo, centrifugados e estocados a -70ºC para posterior quantificação das citocinas 

presentes. 

 

4.6. Ensaio de formação do granuloma in vitro 

4.6.1 Conjugação das preparações antigênicas às microesferas de poliacrilamida. 

Segundo Doughty et al. (1987), 100 mg de microesferas de poliacrilamida (40-60m 

Bio-Gel  P-40, B1O-RAD) eram hidratadas em 50 ml de H2O bidestilada e esterilizadas 

por autoclavação a 120ºC, 1 atm por 30 min. As microesferas de poliacrilamida (PB) eram 

lavadas e ativadas em 50,0 ml de tampão bicarbonato estéril (NaHCO3 0,25M, Na2CO3 0,25M, 

pH 8,3) por 4 horas a 63ºC em banho-maria. Após esse tempo, as microesferas eram lavados 3 

vezes com H2O destilada estéril, e então conjugadas a 10 mg de antígenos (SEA, SWAP ou 

PPD) em 50 ml de H2O bidestilada acidificada (pH 6,5 a 6,8) contendo 50 mg de EDAC    

[cloreto de l-etil.3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida, SIGMA]. A mistura era mantida em 

homogeneização por 18 horas a 4ºC. As microesferas eram lavadas exaustivamente com PBS 

0,15M (pH 7,4) estéril e armazenadas a 4ºC em 20 ml de PBS estéril contendo 0,1% de azida 

sódica. Em paralelo submetiam-se as microesferas de poliacrilamida (PB) aos mesmos 

reagentes e procedimentos anteriormente descritos, apenas na ausência de antígenos. Para 

utilização em ensaios celulares, uma alíquota de cada suspensão de microesferas (conjugadas 

ou não aos antígenos) era lavada 3 vezes com MEM e ressuspendidas em RPMI na concentração 

de 200 microesferas por 25 l. Todos os procedimentos eram realizados em condições estéreis 

em capela de fluxo laminar. 

 

4.6.1 Reação granulomatosa in vitro 

O ensaio para formação de granuloma in vitro foi realizado segundo procedimento 

descrito por Doughty et al. (1987) com ligeiras modificações. Duzentas (200) microesferas de 

poliacrilamida recobertas com preparações antigênicas do parasita (SEA ou SWAP) ou com 

antígenos proteicos derivados do Mycobacterium tuberculosis (PPD) eram adicionadas em um 

volume de 100 µl em placas de cultura de tecidos de 24 cavidades. Células do sangue periférico 

(1,0 x 106) obtidas de pacientes com esquistossomose ou de indivíduos não infectados são 
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adicionadas para cada cavidade em um volume final de 2 ml de meio de cultura RPMI contendo 

10% de soro humano AB+ inativado, 1,6% de L­glutamina, 3% de coquetel penicilina- 

estreptomicina e 0,05 mg de gentamicina. Cada grupo, experimental e controle, era feito em 

triplicata e as células mantidas em incubadora de CO2 a 37ºC.  A reação granulomatosa in vitro 

era avaliada pela quantificação da reatividade celular em tomo dos microsferas utilizando um 

microscópio invertido (MICF, NIKON). A reatividade celular era determinada baseando-se nos 

critérios de contagem do número de células que aderidas as microesferas, evidência visual de 

transformações blásticas seguida de migração celular e camadas de aderência celular em torno 

das microesferas. Para cada grupo experimental eram feitas 300 detenninações separadas da 

reatividade celular. Um valor numérico era atribuído á reação verificada que correspondia à 

seguinte classificação do granuloma in vitro: 

1. Nenhuma célula ligada à microesfera, 

2. < de 5 células ligadas à microesfera, 

3. > de 5 células ligadas à microesfera, 

4. > de 5 células ligadas à microesfera, acompanhada por migracão de células 

mononucleares e transformação blástica, 

5. Monocamada de células aderentes ligada a microesfera acompanhada por migração de 

células mononucleares, 

6. Múltiplas camadas de células em volta da microesfera seguida por migrações de células 

mononucleares. 

O número de granulomas contados era multiplicado pela classificação correspondente, somado 

e dividido por 100. A média resultante era expressa como Índice de Granuloma (I.G.). Para 

cada triplicata era calculada a média do I.G., dado como média ponderada de 100 determinações 

de acordo com a fórmula (Hirsch, 1992): 

 
onde: 

N = 100 determinações, 

a = número de esferas contadas por classificação,  

i = classificação do granuloma. 

Sobrenadantes foram coletados em diversos períodos de tempo das culturas, 

centrifugados e estocados a -70ºC para posterior quantificação das citocinas presentes. 
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4.7. Formação de células gigantes e cálculo da porcentagem (%) de fusão 

De acordo com o tipo de experimento a ser realizado, células mononucleares de sangue 

periférico (1 x 106 células) ou monócitos (5 x 105 - 1x 106) eram cultivados a 37ºC em estufa  

de CO2 em placas de 24 cavidades em presença de RPMl e 10% de soro humano inativado 

AB+. O processo de diferenciação dos monócitos era acompanhado pelas alterações 

morfológicas e contagem do número de células gigantes (em microscópio invertido). O ensaio 

consiste da incubação de 1,0 x 106 monócitos em placas de cultura de 24 cavidades, com os 

sobrenadantes e substâncias a serem testadas a 37ºC em atmosfera 5% CO2. Após o período de 

incubação, conta-se o número de células gigantes formadas por campo (mínimo de 20 campos ao 

acaso verificados com aumento de 200X). Considera-se células gigantes as células com 

características morfológicas da linhagem monocítica/macrofágica e que apresentavam dois ou 

mais núcleos para o mesmo citoplasma. Posteriormente as células eram lavadas com PBS e 

coradas pelo método de Giemsa-Wright (Andeersen et al., 1983) para cálculo da taxa de fusão 

(%). Esta percentagem é calculada pela contagem total do número de núcleos dentro das 

células gigantes sobre o total de núcleos encontrados por campo. 

 

  número total de núcleos dentro das 

   células gigantes em x campos 

% de fusão =             x 100 

   número total de núcleos em x campos 

 

4.8. Detecção de marcadores na membrana celular por citometria de fluxo. 

Células aderentes, mantidas por diferentes períodos de tempo em cultura, eram 

coletadas, lavadas por 2 vezes (5 minutos - 1000 rpm cada) e ressuspensas em PBS contendo 

1% de soro fetal bovino (FCS) e 0.1% de azida sódica. 2.0 x 105 células (40 l) eram incubadas, 

em cada caso, com 10 µl dos seguintes anticorpos monoclonais: anti­ HLA-DR (SIGMA), anti-

CD29 (BIOSOURCE) ou anti-CD54 (PHARMlNGEN) por 30 min, a 4ºC ao abrigo da luz. As 

células eram novamente lavadas e ressuspensas em 500 µl de PBS com 1% de FCS e 0.1 % 

de azida sódica para aquisição dos dados em um citômetro de fluxo (BECTON-DICKSON 

– Flowcytometer-FACScan). Antes de cada experimento a estabilidade e reprodutibilidade 

do citômetro era checada com o kit Calibrite™ beads (BECTON DICKSON). Os tubos 

controle incluíam células incubadas somente com meio de cultura (controle de fluorescência 

basal) e células incubadas com anticorpos de camundongo IgG controle conjugados a 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) ou ficoeritrina (PE) como controle negativo de ligação 
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inespecífica. Durante a aquisição, dez mil eventos eram contados por amostra. Monócitos e 

macrófagos eram identificados pelas características de tamanho e granulosidade desta 

população ("forward versus side scatter") e confirmado por "backgating" através do uso do kit 

Leucogate Simultest (BECTON DICKSON) com anticorpos monoclonais anti-CD14 

conjugado a PE e anti-CD45 conjugado a FITC. 

 

4.9. Metabolização de sal de tetrazólio (MTT) 

A metabolização de MTT [brometo de 3-(4,5 dimeteiltiazol-2-il)2,5 difenil tetrazólio, 

SIGMA] foi avaliada segundo Mosmann (1983) em placas de cultura de 96 cavidades de fundo 

chato contendo 2 x l0
5 

células por cavidade e um volume final ajustado para 200 µI com RPMI. 

A solução de MTT (5 mg/ml de PBS) era adicionada (20 µl/cavidade) e as placas eram 

incubadas a 37ºC, 5% de CO2 durante 2 horas. A reação era paralisada pela adição de 100 µl 

de solução de SDS/HCl (29,9 ml de SDS a 10% e 0,1 ml de HCl concentrado) e a leitura 

realizada em leitor de ELISA a 570nm. 

 

4.10. Quantificação de citocinas 

4.10.1 ELISA ("Enzyme Linked lmmunosorbent Assay") 

As citocinas presentes nos sobrenadantes de cultura foram dosadas por ELISA 

utillizando kits comerciais disponíveis para IL-4, IL-10, IL-13, IFN e TNF. (BIOSOURCE) 

e IL-5 (R&D SYSTEMS) segundo as respectivas instruções contidas em cada kit. Placas de 96 

poços de fundo chato, foram recobertas com os anticorpos monoclonais específicos para a 

captura da citocina que ia ser dosada. Foram adicionados 100 µl de citocina padrão 

recombinante seguindo diluições seriadas 1:2 à partir das concentrações iniciais. Às outras 

fileiras foram adicionados controles e 100 µ1/poço do sobrenadante obtido de cultura a ser 

dosado. As placas eram incubadas a 37ºC por uma hora e lavadas por 6 vezes com uma solução 

contendo PBS-Tween 20 (PBS-T). A seguir, eram adicionados 100 µl/poço do anticorpo anti-

citocina a ser dosada, conjugado à biotina, diluído em PBS-T. As placas eram reincubadas por 

l hora à temperatura ambiente e novamente lavadas por 6 vezes em PBS-T. Após esta etapa, 

eram adicionados 100 µl/poço de streptoavidina conjugada à peroxidase, diluída 1:100 em PBS-

T. As placas de ELISA eram então incubadas por 1 hora e lavadas por 6 vezes com PBS-T, 

quando era adicionado 100 µ1/poço de substrato cromógeno estabilizado-TMB. A reação era 

interrompida (quando desenvolvida a cor correspondente) com 100 µl de HCI 2,0 N. Os 

resultados eram obtidos pela diferença entre as absorbâncias a 450 e 540nm (Abs450 - Abs540) 
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medida em um leitor automático de ELISA (BIO-RAD 2550 READER EIA). A concentração 

de citocinas nos sobrenadantes era determinada em pg/ml através da comparação com as 

absorbâncias obtidas em uma curva padrão da respectiva citocina recombinante realizada 

simultâneamente. 

4.10.2 Bioensaio para a detecção de TNF 

4.10.2.1 Manutenção da linhagem de células L-929 

Para a detecção de TNF-. era utilizado o clone L-929 (CCLI, ATCC), derivado de 

fibroblastos de camundongos C3H. Estas células apresentam elevada sensibilidade a esta 

citocina, capaz de provocar sua morte em concentrações reduzidas (<20 ng/ml). As células eram 

cultivadas em RPMI suplementado com 10% SFB, crescendo em monocamadas aderidas à 

superficie do frasco de cultura. Para o repique das culturas, o meio era desprezado e as células 

desprendidas pelo tratamento com uma solução de tripsina 0,2% (GIBCO-BRL), a 37ºC, por 3 

min. As células eram ressuspendidas em 10 ml de MEM, transferidas para tubo plástico, 

mantido em banho-de-gelo para evitar a aderência celular, e centrifugadas a l.600 rpm, por       

10 min, a 4ºC. Sempre em banho de gelo, o sobrenadante era removido por aspiração e as 

células eram ressuspendidas em meio fresco e recultivadas. Para manutenção do estoque, as 

células eram tripsinizadas, lavadas, congeladas e mantidas em nitrogênio líquido. 

 4.10.2.2 Congelamento e descongelamento das células  

Para o congelamento, alíquotas de células L-929 mantidas em cultura eram 

centrifugadas a 1.400 rpm por 10 min à temperatura ambiente, ressuspendidas em 1,0 ml de FCS 

contendo 10% de DMSO (dimetil sulfóxido, SIGMA), congeladas imediatamente a -70ºC e 

transferidas 24 horas depois para armazenamento em N2 líquido. Para o descongelamento e 

recuperação das células estocadas, a suspensão celular armazenada em FCS contendo 10% de 

DMSO era retirada do N2 líquido e imediatamente descongelada em banho maria a 37ºC. A 

suspensão celular era então diluída lentamente (gota a gota) com o auxílio de uma pipeta do 

tipo Pasteur em 9,0 ml de RPMI contendo l 0% de FCS. A suspensão celular era lavada 

uma vez com RPMI para a retirada do excesso de DMSO e cultivada por 24 horas. Após 

este período, metade do volume do meio de cultura era trocado por meio fresco e as células 

recolocadas em cultura sofrendo trocas periódicas de RPMI sempre que fosse necessário. 

4.10.2.3  Detecção de TNF 

Em alguns experimentos a presença de TNF em sobrenadantes de cultura de células 

foi quantificada por Bioensaio utilizando células L-929 (ATCC) sensíveis à ação citotóxica 

desta citocina. O ensaio era realizado segundo técnica previamente descrita (Ruff; Giford, 
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1980; Lattime et al., 1988) com ligeiras modificações.  

A linhagem L-929 era previamente cultivada até o crescimento confluente das 

células aderidas ao fundo da garrafa. Estas células eram individualizadas por tripsinização 

e ressuspendidas em RPMI contendo 10% de FCS e l µg/ml de Actinomicina-D (solução 

estoque: 2,0 mg/ml em etanol; SIGMA) de modo a obter 6 x 105 células por ml. Os 

ensaios eram realizados em placas de cultura de 96 poços em duplicata. O padrão de TNF-

 humano recombinante (solução estoque: 0,l mg/ml ; solução de uso: 10 ng/ml em PBS; 

PROMEGA) era aplicado em diluição seriada com a concentração inicial de 1:3 da solução 

de uso, em um volume de 100 µl por poço. Os sobrenadantes de cultura a serem testados 

quanto à concentração de TNF eram adicionados em diluições sucessivas (de modo 

equivalente ao utilizado para a diluição do padrão de TNF-. recombinante). O controle de 

viabilidade das células L-929 (sem TNF e sem sobrenadantes) recebia 100 µl/poço de 

RPMI contendo 10% de FCS. Aos poços correspondentes ao padrão, amostras e controle 

de viabilidade celular, eram acrescentados 50 µl da suspensão celular contendo 3 x 104 

células L-929 completando um volume de     150 µl/poço. Nos poços correspondentes ao 

branco da reação, eram distribuídos 150 µl de RPMI contendo 10% de FCS e 0,05 g de 

actimomicina-D (mesma concentração final dos poços com células). As placas eram então 

incubadas a 37ºC e 5% de CO2. Após 18 horas de incubação, eram adicionados 20 ul de 

solução de MTT (5mg/ml) e as placas eram incubadas a 37ºC e 5% CO2 durante 4 horas. 

A reação era paralisada com 100 µl de uma solução de SDS/HCl [29,9 ml de SDS a 10% 

(duodecil sulfato de sódio) e 100 µl de HCl]. As placas eram então incubadas nas mesmas 

condições anteriores por um período adicional de 18 horas para a dissolução completa dos 

cristais de formazan formados. A absorbância era determinada a 570 nm em leitor de ELISA 

(B1O-RAD 2550 READER EIA). Os resultados eram expressos em porcentagem de 

citotoxicidade (% Ctx), de acordo com a seguinte fórmula: 

 

 Abs amostra 

%Ctx = 1 -  ---------------------  X 100 

                         Abs controle 

 

A quantidade de TNF era determinada por comparação com a curvão padrão de TNF 

recombinante. Como controle também foram usados anticorpos monoclonais anti­TNF, 

neutralizadores de sua ação citotóxica. Uma unidade de TNF é definida como a quantidade de 

citocina capaz de provocar a morte de 50% das células L-929. 
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4.11 Tratamento estatístico: 

Testes e análise de variança (ANOVA) foram feitos para dados que apresentavam 

dispersão Gaussiana. Os dados que não apresentaram dispersão Gaussiana foram submetidos a 

testes não paramétricos. Para efeito comparativo de diferentes grupos foi utilizado o teste de 

Kruskal-Wallis e para comparar as diferenças entre dois grupos utilizamos o teste de Mann-

Whitney, adotando-se um nível de significância de 5% (p<0,05). As análises foram realizada 

com o auxílio do programa estatístico SIGMAST ATTM versão 1.0 produzido pela Jandel 

Scientific Corporation - USA. 
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5- RESULTADOS     

5.1- Diferenciação de células da linhagem monocítica/macrofágica e formação de células 

gigantes in vitro na esquistossomose humana. 

 

5.1.1- “Monócitos humanos obtidos do sangue periférico de indivíduos normais ou 

infectados pelo S. mansoni são capazes de diferenciar-se in vitro em macrófagos e 

células gigantes multinucleadas'' 

 

 Inicialmente, realizamos observações das alterações morfológicas ocorridas em 

monócitos humanos mantidos em cultura de longa duração. Os monócitos recém­ coletados do 

sangue periférico eram inicialmente pequenos, de aparência circular e com poucos grânulos 

visíveis no citoplasma (figura 1). À partir do 4º ou 5º dia em cultura desenvolviam-se em 

macrófagos, que eram células maiores com alguns grânulos visíveis no citoplasma e que 

apresentavam diversos formatos, tais como: circular, triângular e até mesmo epitelioide (figura 

2). Geralmente no 7º dia de cultura já era possível se observar a presença de algumas células 

gigantes multinucleadas (figura 3).  

 À partir destas observações morfológicas iniciais, passamos a investigar o processo de 

diferenciação in vitro utilizando os métodos de contagem do número de células gigantes 

multinucleadas formadas por campo e determinação das taxas de fusão dos monócitos 

précursores mantidos em cultura. Verificamos que o início da formação de células gigantes 

multinucleadas in vitro correspondia geralmente ao período entre o 5º e o 8º dia de cultura 

(figura 4), aumentando progressivamente a partir deste ponto. A taxa de fusão dos monócitos 

in vitro também aumentava com o decorrer do tempo em cultura (figura 5), seguindo um padrão 

similar ao observado para a formação de células gigantes por campo. Os resultados destes 

experimentos indicam que as células da linhagem monocítica/macrofágica sofrem um processo 

de diferenciação in vitro com alterações morfológicas equivalentes às etapas do processo de 

diferenciação que ocorre in vivo, inclusive com a formação de células gigantes multinucleadas. 

O estudo cinético do processo de diferenciação dos monócitos in vitro revelou a existência 

de um padrão similar entre as células de indivíduos normais e esquistossomóticos. Os 

resultados mostram que, na ausência de estimulação antigênica, os monócitos obtidos de 

indivíduos normais ou de indivíduos esquistossomóticos apresentam equivalentes taxas de 

fusão (figura 5) e formação de células gigantes multinucleadas in vitro (figura 4). 

Embora as células gigantes multinucleadas têm sido comumente encontradas no 

granuloma esquistossomótico in vivo, diversos aspectos relacionados ao envolvimento dos 

antígenos do parasita no desenvolvimento deste tipo celular pennanecem desconhecidos No 
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próximo grupo de experimentos passamos a investigar a participação dos antígenos do S. 

mansoni no processo de diferenciação de monócitos e fonnação de células gigantes 

multinucleadas in vitro na esquistossomose humana. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 01: Aspecto morfológico de células humanas da 

linhagem monocítica/ macrofagica, recém coletadas de 

sangue periférico, no tempo 0 de cultura. 

Figura 02: Aspecto morfológico de células humanas da 

linhagem monocítica/macrofagica, no 5º dia de cultura. 

Figura 03: Aspecto morfológico de células humanas da 

linhagem monocítica/macrofagica, no 8º dia de cultura, 

mostrando o início da formação de células gigantes 

multinucleadas ao lado de microesfera de 

poliacrilamida conjugada aos antígenos solúveis do 

ovo do S. mansoni (PB_SEA) 
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Figura 04: Cinética de formação de células gigantes multinucíeadas humanas in vitro. A formação de células 

gigantes multinucleadas in vitro foi avaliada conforme descrito em material e métodos a partir de culturas de 
monócitos (1 x 106 / cavidade) obtidos de indivíduos esquistossomóticos portadores da forma intestinal crônica e 

indivíduos normais. Os resultados estão expressos em número de células gigantes formadas por campo e 

correspondem à média +/- desvio padrão de 10 experimentos em triplicata. 
 

Figura 05: Taxa de fusão in vitro de monócitos humanos. Monócitos (1 x 106/cavidade) obtidos de indivíduos 

esquistossomóticos portadores da forma intestinal crônica e de indivíduos normais foram mantidos em cultura e 

corados pelo método de Wright-Giemsa para avaliação da taxa de fusão conforme descrito em material e métodos. 
Os resultados estão expressos em porcentagem (%) de fusão e correspondem a media +/- desvio padrão de 10 

experimentos em triplicata. As barras com símbolos iguais (*, #, @ &) apresentam diferenças estatisticamente 

significativas entre si ( p < 0,05). 
  

Cinética de formação de células gigantes multinucleadas humanas in vitro

Dias em cultura

C
él

ul
as

 g
ig

an
te

s 
po

r 
ca

m
po

0

10

20

30

40

50

Esquistossomóticos

Normais

0              5                15         21

*

*

#

#

@

@

&

&



53 
 

5.1.2  "A estimulação de células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos 

com antígenos do S. mansoni conjugados a microesferas de poliacrilamida induz a 

um aumento na formação de células gigantes multinucleadas in vitro.” 

 

Investigamos o efeito da estimulação de células mononucleares de indivíduos normais 

e esquistossomóticos com antígenos do S. mansoni conjugados a microesferas de poliacrilamida 

sobre o processo de diferenciação in vitro de monócitos. Os resultados obtidos mostram que a 

estimulação de células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos com antígenos do 

parasita induz ao aumento na formação de células gigantes in vitro (figura 6) e a elevação das 

taxas de fusão dos monócitos precursores (figura 7). Por outro lado, a estimulação das células 

mononucleares de indivíduos normais com antígenos do S. mansoni não foi capaz de provocar 

um aumento significativo na formação de células gigantes in vitro (figura 8) ou na taxa de fusão 

dos monócitos (figura 9). De posse deste resultado, elaboramos a hipótese de que o aumento 

observado na formação de células gigantes multinucleadas poderia ser mediado pela produção 

de fatores solúveis por células mononucleares de indivíduos infectados após estimulação com 

os antígenos do S. mansoni. Para a investigação desta hipótese, avaliamos os efeitos dos 

sobrenadantes de cultura de células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos 

estimuladas com antígenos do S. mansoni sobre o processo de diferenciação de monócitos e 

formação de células gigantes multinucleadas in vitro. 

 
Figura 06: Taxa de fusão in vitro de monócitos humanos: Efeito da estimulação com antígenos do S. manson. 

Células mononucÍeares (1 x 106/cavidade) de indivíduos esquistossomóticos portadores da forma intestinal 

crônica foram estimuladas com 200 microesferas de poliacrilamida (PB) conjugadas a antígeno solúvel do ovo 

do·S. mansoni (PB-SEA), preparação antigênica de vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para 

avaliação da formação da células gigantes multinucleadas in vitro. Os resultados estão expressos em número de 

células gigantes multinucleadas formadas por campo e representam a média +/- desvio padrão de 09 

experimentos em triplicata. PB-SEA, PB-SWAP e PB-PPD são estatísticamente diferentes de PB (p<0,05) nos 

tempos 15º dia (*) e 21º dia (#). 
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Figurn 07: Efeito da estimulação com antígenos do S. mansoni sobre a taxa de fusão de monócitos in vitro. As 

células mononucleares (1 x 106/cavidade) de indivíduos esquistossomóticos portadores da forma intestinal crônica 

foram estimuladas com 200 microesferas de poliacrilamida (PB) conjugadas a antígeno solúvel do ovo do S. 

mansoni (PB-SEA), preparação antigênica de vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliação das 

taxas de fusão de monócitos. Os resultados estãn expressos em percentagem (%) de fusão e representam a média 

+/- desvio padrão de 09 experimentos em triplicata. As barras com símbolos iguais (*, #) apresentam diferenças 

estatisticamente significativas entre si ( p < 0,05).  

 

 
Figura 08: Efeito da estimulação com antígenos do S. mansoni sobre formação de células gigantes multinucleadas 

humanas in vitro. Células mononucleares de indivíduos normais foram estimuladas com microesferas de 

poliacrilamida (PB) conjugadas a antígeno solúvel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparação antigênica de 

vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para a avaliação da formação de células gigantes multinucleadas 

in vitro. Os resultados estão expressos em número de células gigantes multinucleadas formadas por campo e 

representam a média +/- desvio padrão de 09 experimentos em triplicata. PB-SEA, PB-SWAP e PB são 

estatísticamente diferentes de PB-PPD (p<0,05) nos tempos 15º dia (*) e 21º dia (#). 
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Figura 09: Efeito da estimulação de células mononucleares de indivíduos normais com antígenos do S. mansoni 

sobre a taxa de fusão de monócitos in vitro. Células mononucleares de indivíduos normais foram estimuladas com 

microesferas de poliacrilamida (PB) conjugadas a antígeno solúvel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparação 

antigênica de vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliação da taxa de fusão de monócitos 

conforme descrito em material e métodos. Os resultados estão expressos em porcentagem (%) de fusão e 

representam a média +/- desvio padrão de 09 experimentos em triplicata. Símbolos iguais (*, #) representam 
diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 

 

 

Figura 10: Efeito de sobrenadantes de cultura de células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos 

portadores forma intestinal crônica estimuladas com antígenos do S. mansoni sobre a formação de células gigantes 

multinucleadas in vitro. Células aderentes foram estimuladas com sobrenadantes de cultura de células 

mononucleares de indivíduos esquistosomóticos intestinais crônicos previamente estimuladas com microesferas 

de poliacrilamida (PB) conjugadas a antígeno solúvel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparação antigênica de 

vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliação da formação de células gigantes multinucleadas in 
vitro conforme descrito em material e métodos. Os resultados estão expressos como número de células gigantes 

por campo e representam a média +/- desvio padrão de 04 experimentos em triplicata. As barras com símbolos 

iguais (*, #, @) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 
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Figura 11: Efeito de sobrenadantes de cultura de células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos 

portadores da forma intestinal crônica estimuladas com antígenos do S. mansoni sobre a taxa de fusão de monócitos 

in vitro. Células aderentes foram estimuladas com sobrenadantes de cultura de células mononucleares de 
indivíduos esquistosomóticos intestinais crônicos previamente estimuladas com microesferas de poliacrilamida 

(PB) conjugadas a antígeno solúvel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparação antigênica de vermes adultos 

(PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliação da taxa de fusão de monócitos. Os resultados estão expressos em 

porcentagem (%) de fusão e representam a média +/- desvio padrão de 04 experimentos em triplicata. As barras 

com símbolos iguais (*, #, @) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 

 

 

Figura 12: Efeito de sobrenadantes de cultura de células mononucleares de indivíduos normais estimuladas com 

antígenos do S. mansoni sobre a formação de células gigantes multinucleadas in vitro. Células aderentes foram 

estimuladas com sobrenadantes de cultura de células mononucleares de indivíduos normais previamente 
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SEA), preparação antigênica de vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliação da formação de 

células gigantes multinucleadas in vitro. Os resultados estão expressos como número de células gigantes por campo 

e representam a média +/- desvio padrão de 04 experimentos em triplicata. As barras com símbolos iguais (*, #, 

@) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 
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Figura 13: Efeito de sobrenadantes de cultura de células mononucleares de indivíduos normais estimuladas com 

antígenos do S. mansoni sobre a taxa de fusão de monócitos in vitro. As células aderentes foram estimuladas com 

sobrenadantes de cultura de células mononucleares de indivíduos normais, previamente foram estimuladas com 
microesferas de poliacrilamida (PB) conjugadas a antígeno solúvel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparação 

antigênica de vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliação da taxa de fusão dos monócitos. Os 

resultados estão expressos em porcentagem (%) de fusão e representam a média +/- desvio padrão de 04 

experimentos em triplicata. As barras com símbolos iguais (*, #, @) apresentam diferenças estatisticamente 

significativas entre si (p < 0,05). 
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5.2- Immunorregulação da resposta do hospedeiro aos antígenos do S. mansoni. 

 

5.2.1- “A intensidade de formação do granuloma in vitro por células mononucleares de 

indivíduos esquistossomóticos é inversamente proporcional à formação de células 

gigantes multinucleadas.” 
 

Realizamos um estudo cinético da reação granulomatosa in vitro e simultaneamente 

investigamos o processo de diferenciação de monócitos por um período de 21 dias em cultura. 

Os resultados obtidos mostram que o pico máximo de reatividade granulomatosa ocorre entre 

o 6o e o 12o dia de cultura e declina significativamente após este período, enquanto que neste 

mesmo período aumenta significativamente o número de células gigantes multinucleadas 

formadas por campo (figura 14). Verificamos a existência de uma correlação entre o 

aparecimento de um maior número de células gigantes por campo e uma redução dos índices 

de formação de granuloma in vitro. Estes resultados sugerem, inicialmente, que a formação de 

células gigantes multinucleadas in vitro na esquistossomose humana poderia estar associada ao 

desenvolvimento de mecanismos imunorreguladores da resposta celular do hospedeiro aos 

antígenos do parasita.  

Durante o desenvolvimento de uma resposta imunológica existem diversos pontos onde 

é teoricamente possível a ação de mecanismos imunorreguladores. A apresentação de antígenos 

é uma destas etapas consideradas essenciais à formação do granuloma e ao desenvolvimento de 

reações de proliferação celular. Dentro deste contexto, passamos a investigar a capacidade de 

apresentação de antígenos por células da linhagem monocítica/macrofágica em diversos graus 

de maturação e os seus efeitos sobre a regulação da resposta blastogênica na esquistossomose 

humana. 
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Figura 14: Cinética da reação granulomatosa e formação de células gigantes multinucleadas in vitro. As células 

mononucleares de indivíduos esquistossomóticos foram estimuladas com microesferas de poliacrilamida (PB) 

conjugadas a antígeno solúvel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparação antigênica de vermes adultos (PB-

SWAP) ou PPD (PB-PPD). Os resultados referentes à formação de granuloma in vitro (gráfico de barrras) estão 

expressos em índice de granuloma (I.G.) e representam a média +/- desvio padrão de 05 experimentos em triplicata. 

Os resultados referentes à formação de células gigantes multinucleadas in vitro (gráfico de linhas) estão expressos 

em número de células gigantes formadas por campo e representam a média +/- desvio padrão de 05 experimentos 

em triplicata. 
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5.2.2- “Células gigantes multinucleadas apresentam uma menor capacidade de 

apresentação de antígenos do S. mansoni quando comparadas aos monócitos e 

macrófagos precursores.” 

 

Avaliamos a capacidade de apresentação de antígenos de células da linhagem 

monocítica/macrofágica durante o processo de diferenciação in vitro. Monócitos obtidos do 

sangue periférico de indivíduos esquistossomóticos eram mantidos em cultura por períodos de 

tempo determinados (0, 5, 15 ou 21 dias). Ao final do período de tempo indicado, adicionamos 

linfócitos autólogos recém-coletados dos pacientes esquistossomóticos às células aderentes 

(macrófagos) que haviam permanecido em cultura, e realizamos o ensaio de proliferação celular 

(figuras 15 e 16). Os resultados obtidos mostram que macrófagos do 50 dia de cultura exibem 

uma maior capacidade de apresentação de antígenos do que monócitos recém-coletados do 

sangue periférico (p<0,05).  No entanto, após este período, existe uma redução progressiva na 

capacidade de apresentação de antígenos pela população de células de origem 

monocítica/macrofágica no 15o dia de cultura e uma redução ainda mais acentuada no 21o dia 

(p<0,05). O perfil básico encontrado foi uma elevação da capacidade apresentadora de 

antígenos pelas células da linhagem monocítica/macrofágica até o 5o dia de diferenciação in 

vitro e uma posterior regressão a partir deste ponto (figuras 15 e 16). 

Os resultados obtidos mostram que a imunorregulação da resposta de proliferação in 

vitro é dependente do grau de maturação das células da linhagem monocítica/macrofágica 

envolvidas no processo de apresentação de antígenos. Objetivando identificar os possíveis 

mecanismos envolvidos neste fenômeno de imunorregulação, passamos a avaliar a expressão 

de moléculas de superfície associadas à proliferação e ativação celulares (HLA-DR e moléculas 

de adesão) durante o processo de diferenciação in vitro das células da linhagem 

monocítica/macrofágica. 
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Figura 15: Capacidade de apresentação de antígenos solúveis do ovo do Schistosoma mansoni (SEA) por células 

da linhagem monocítica/macrofágica em diversos estágios de diferenciação. Células mononucleares de indivíduos 

esquistossomóticos foram fracionadas em populações de linfócitos não aderentes (LINF) e monócitos/macrófagos 

aderentes (MO). Os monócitos e macrófagos foram mantidos em cultura por diferentes períodos de tempo (5, 15 

e 21 dias em cultura) e co-cultivados por 5 dias na presença de SEA e de linfócitos não aderentes autólogos recém-

coletados do sangue periférico para avaliação da resposta de proliferação celular (barras marrons). Células 

mononucleares totais não fracionadas (PBMC), obtidas do mesmo grupo de indivíduos infectados foram utilizadas 

como controle da resposta de proliferação celular (barras cinza). Os resultados estão expressos em E/C x 1000 e 
representam a média (c.p.m.) +/- desvio padrão de 04 experimentos em triplicata. As barras com símbolos iguais 

(*, #) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 
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Figura 16: Capacidade de apresentação de antígenos solúveis do verme adulto do Schistosoma mansoni (SWAP) 

por células da linhagem monocítica/macrofágica em diversos estágios de diferenciação. Células mononucleares 

de indivíduos esquistossomóticos foram fracionadas em populações de linfócitos não aderentes (LINF) e 

monócitos/macrófagos aderentes (MO). Os monócitos e macrófagos foram mantidos em cultura por diferentes 

períodos de tempo (5, 15 e 21 dias em cultura) e co-cultivados por 5 dias na presença de SWAP e de linfócitos não 

aderentes autólogos recém-coletados do sangue periférico para avaliação da resposta de proliferação celular (barras 

marron). Células mononucleares totais não fracionadas (PBMC), obtidas do mesmo grupo de indivíduos infectados 

foram utilizadas como controle da resposta de proliferação celular (barras cinza) .  Os resultados estão expressos 

em E/C x 1000 e representam a média (c.p.m.) +/- desvio padrão de 04 experimentos em triplicata. As barras com 

símbolos iguais (*, #) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si ( p < 0,05). 
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5.3- Expressão de marcadores de superfície em células da linhagem 

monocítica/macrofágica durante o processo de diferenciação in vitro. 

 

5.3.1- “Durante o processo de diferenciação in vitro de monócitos e formação de células 

gigantes multinucleadas existe uma diminuição na expressão de moléculas de HLA-DR 

de superfície.” 
 

O padrão de expressão das moléculas do MHC de classe II (HLA-DR) durante o 

processo de diferenciação in vitro das células da linhagem monocítica/macrofágica foi avaliado 

utilizando citometria de fluxo (figura 17). Os resultados obtidos mostram que a população de 

células presente no 5o dia de cultura (constituída basicamente de macrófagos) apresenta um 

aumento na expressão das moléculas de HLA-DR de superfície quando comparada à população 

presente no tempo 0 de cultura (constituída basicamente de monócitos). A população de células 

presente no 15o dia de cultura (constituída basicamente de macrófagos e células gigantes 

multinucleadas) apresenta uma redução na expressão destas moléculas, sendo que a população 

encontrada no 21o dia (rica em células gigantes multinucleadas) apresentou uma redução ainda 

maior na expressão de HLA-DR de superfície. O perfil básico encontrado foi uma elevação da 

expressão de HLA-DR até o 5o dia e uma posterior regressão a partir deste ponto. Estes dados 

indicam que a redução na capacidade de apresentação de antígenos observada durante o 

processo de diferenciação in vitro de monócitos pode estar associado à modulação na expressão 

das moléculas de HLA-DR de superfície.  
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Figura 17: Expressão de moléculas de HLA-DR de superfície em células da linhagem monocítica/macrofágica em 
diferentes estágios de diferenciação avaliada por citometria de fluxo. Células aderentes obtidas de indivíduos com 

esquistossomose intestinal crônica foram mantidas em cultura por 0 (A), 5 (B), 15 (C) e 21 dias (D). 2 x 105 células 

foram marcadas com anticorpo monoclonal anti-HLA-DR humano conjugado a isotiocianato de fluoresceína 

(histogramas claros) e analisadas em um citômetro de fluxo (Becton-Dickson FACScan Flowcytometer). Tubos 

controles (histogramas escuros) correspondem a células incubadas com anticorpos controle IgG também 

conjugados ao isotiocianato de fluoresceína. A figura mostra um experimento representativo de um total de quatro 

experimentos realizados.  
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5.3.2- “A expressão da -integrina (CD29) em células da linhagem monocítica/ 

macrofágica mantém-se constante durante todo o processo de diferenciação de 

monócitos e formação de células gigantes in vitro.” 

    

O padrão de expressão da molécula de adesão CD29 durante o processo de diferenciação 

de monócitos in vitro foi avaliado por citometria de fluxo (figura 18). Os resultados obtidos 

mostram que macrófagos de 5 dias apresentam expressão equivalente desta molécula se 

comparados a monócitos recém coletados de sangue periférico. A população celular presente 

no 15o e 21o dias de cultura também continua a expressar níveis similares de CD29. O perfil 

encontrado foi uma expressão praticamente constante de CD29 na superfície durante todo o 

processo de diferenciação in vitro das células da linhagem monocítica/macrofágica. 

   

5.3.3- “Durante o processo de diferenciação de monócitos e formação de células 

gigantes multinucleadas in vitro existe uma diminuição da expressão de ICAM-1” 

 

 O padrão de expressão da molécula de adesão ICAM-1 (CD54) durante o processo de 

diferenciação de monócitos in vitro foi avaliado por citometria de fluxo (figura 19). Os 

resultados obtidos mostram que a população de células presente no 5o dia de cultura apresenta 

uma maior expressão de ICAM-1 se comparados a monócitos recém coletados de sangue 

periférico. A população de células encontrada no 15o dia de cultura exibe uma redução na 

expressão destas moléculas de adesão, sendo que a população celular presente no 21o dia exibe 

uma redução ainda maior na expressão de ICAM-1 de superfície. O perfil básico encontrado 

foi uma elevação da expressão de ICAM-1 até o 5o dia e uma posterior regressão a partir deste 

ponto. Estes dados indicam que a redução na capacidade de apresentação de antígenos mostrada 

anteriormente durante o processo de diferenciação in vitro de monócitos também pode estar 

associada à modulação da expressão destas moléculas na superfície celular.  

    Nos experimentos anteriores demonstramos que as células gigantes multinucleadas 

formadas in vitro na esquistossomose humana podem participar da imunorregulação da resposta 

aos antígenos do S. mansoni. Neste bloco de experimentos foi demonstrado que a mudança na 

configuração fenotípica destas células (mudança na expressão de marcadores de superfície) 

durante o processo de diferenciação in vitro, pode ser um dos mecanismos através do qual os 

fenômenos de imunorregulação anteriormente descritos ocorrem. No próximo bloco de 

experimentos passamos a investigar as citocinas produzidas durante o desenvolvimento das 

respostas de proliferação celular e formação de granuloma in vitro na esquistossomose humana, 

na tentativa de conhecer os prováveis mediadores solúveis associados aos mecanismos de 

imunorregulação anteriormente descritos neste trabalho. 
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Figura 18: Expressão de moléculas de CD29 de superfície em células da linhagem monocítica/macrofágica em 

diferentes estágios de diferenciação avaliada por citometria de fluxo. Células aderentes obtidas de indivíduos com 

esquistossomose intestinal crônica foram mantidas em cultura por 0 (A), 5 (B), 15 (C) e 21 dias (D). 2 x 105 células 

foram marcadas com anticorpo monoclonal anti-CD29 humano conjugado a isotiocianato de fluoresceína 

(histogramas claros) e analisadas em um citômetro de fluxo (Becton-Dickson FACScan Flowcytometer). Tubos 

controles (histogramas escuros) correspondem a células incubadas com anticorpos controle IgG também 
conjugados ao isotiocianato de fluoresceína. A figura mostra um experimento representativo de um total de quatro 

experimentos realizados.  
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Figura 19: Expressão de moléculas de CD54 de superfície em células da linhagem monocítica/macrofágica em 

diferentes estágios de diferenciação avaliada por citometria de fluxo. Células aderentes obtidas de indivíduos com 

esquistossomose intestinal crônica foram mantidas em cultura por 0 (A), 5 (B), 15 (C) e 21 dias (D). 2 x 105 células 

foram marcadas com anticorpo monoclonal anti-CD54 humano conjugado a isotiocianato de fluoresceína 

(histogramas claros) e analisadas em um citômetro de fluxo (Becton-Dickson FACScan Flowcytometer). Tubos 

contrôles (histogramas escuros) correspondem a células incubadas com anticorpos controle IgG também 

conjugados ao isotiocianato de fluoresceína. A figura mostra um experimento representativo de um total de quatro 

experimentos realizados.  
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5.4- Identificação de citocinas produzidas in vitro por células mononucleares em resposta 

aos antígenos solúveis do S. mansoni 

 

5.4.1- “Células mononucleares de indivíduos com esquistossomose intestinal crônica 

estimuladas com PHA produzem citocinas tanto do tipo Th1 quanto do tipo Th2” 

 

Investigamos a produção de citocinas por células mononucleares de indivíduos com 

esquistossomose intestinal crônica estimuladas por 48 horas com PHA. Os resultados referentes 

a produção de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN- e TNF- encontram-se na figura 20. Os dados 

obtidos mostram que a estimulação mitogênica é capaz de induzir a uma produção irrestrita de 

todas as citocinas investigadas. É interessante notar também que a IL-10 e o TNF- são 

produzidos pelas células mesmo na ausência da estimulação mitogênica. Após a identificação 

do perfil de citocinas secretado pela estimulação com PHA, investigamos a produção in vitro 

de citocinas por células mononucleares estimuladas com antígenos do S. mansoni. 

 

Figura 20: Produção de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN- e TNF-) por células mononucleares após 

estimulação com PHA. As células mononucleares de indivíduos normais (NOR) e portadores de esquistossomose 

intestinal crônica (ESQ) foram estimuladas por 24 horas com 2 g de PHA por cavidade e os sobrenadantes de cultura 

coletados para quantificação das citocinas por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de cada citocina 

por mililitro e representam a média +/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata. As barras com símbolos 

iguais (*) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 

 

*
*
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5.4.2- “Células mononucleares de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica 

não produzem níveis significativos de IL-4 após estimulação com antígenos solúveis do S. 

mansoni” 
 

Avaliamos a produção in vitro de IL-4 por células mononucleares de indivíduos nonnais 

e portadores de esquistossomose intestinal crônica após estimulação com antígenos solúveis do 

S. mansoni. Os resultados obtidos mostram que as células mononucleares de indivíduos 

normais e infectados não foram capazes de induzir a produção in vitro de níveis significativos 

de IL-4 em nenhum dos períodos de tempo avaliados (figura 21). 

 

Figura 21: Produção de IL-4 por células mononucleares após estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni. As 
células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de indivíduos 

normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para quantificação 

de IL-4 por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de IL-4 .por mililitro e representam a média 

+/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata 
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5.4.3- “"Células mononucleares de indivíduos portadores de esquistossomose 

intestinal crônica estimuladas com antígenos solúveis do S. mansoni produzem níveis 

significativos de IL-5 somente após 120 horas de cultura'' 

 

Avaliamos a cinética de produção de IL-5 por células mononucleares de indivíduos 

normais e portadores de esquistossomose intestinal crônica após a estimulação in vitro com 

antígenos solúveis do S. mansoni. Os resultados obtidos (figura 22) mostram que somente no 

5º dia de cultura foi possível detectar a presença de níveis significativos de IL-5 após a 

estimulação com antígenos solúveis do parasita. 

 
Figura 22: Produção de IL-5 por céluias mononucleares após estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni. 

As células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de 

indivíduos normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para 

quantificação de IL-5 por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de IL-5 por mililitro e representam 

a média +/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata. As barras com símbolos iguais (*, #) apresentam 

diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).  
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5.4.4- “A estimulação in vitro de células mononucleares de indivíduos portadores de 

esquistossomose intestinal crônica com antígenos solúveis do S. mansoni induz a 

produção de altos níveis de IL-10 que decrescem com o passar do tempo em cultura" 

 

Avaliamos a produção de IL-10 por células mononucleares de indivíduos normais e 

portadores de esquistossomose intestinal crônica estimuladas com antígenos solúveis do S. 

mansoni. Os resultados obtidos mostram que a estimulação com SEA e SWAP induzem 

aumentos estatisticamente significativos da produção de IL-10 pelas células de indivíduos 

infectados (p<0,05) mas não por células de indivíduos normais (figura 23). As concentrações de 

IL-10 estimuladas por antígenos decrescem com o passar do tempo em cultura, sendo que no 5º 

dia não existem mais diferenças significativas em relação ao controle onde não foram 

adicionados antígenos do S. mansoni. 

 
Figura 23: Produção de IL-10 por células mononucleares após estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni. 

As células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de 

indivíduos normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para 

quantificação de IL-10 por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de IL-10 por rnlliíitro e 

representam a média +/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata. As barras com símbolos iguais (*#, @, 

&) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 
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5.4.5- “Células mononucleares de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal 

crônica com antígenos solúveis do S. mansoni produzem níveis significativos de IL-13 

somente após 120 horas de cultura" 

A IL-13 foi quantificada nos sobrenadantes de cultura de células de indivíduos normais 

e portadores de esquistossomose intestinal crônica que foram estimuladas por antígenos 

solúveis do S. mansoni. Os resultados obtidos (figura 24) para células de indivíduos 

esquistossomóticos mostram um perfil semelhante ao observado na produção de IL-5. A 

presença de IL-13 somente foi detectada em níveis significativos apenas no 5º dia de cultura 

(p<0,05). 

 
Figura 24: Produção de IL-13 por células mononucleares após estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni. 

As células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de 

indivíduos normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para 

quantificação de IL-13 por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de IL-13 por mililitro e 

representam a média +/- desvio padrão de oito experimentos. As barras com símbolos iguais (*, #) apresentam 

diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05)  
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5.4.6- “A produção de IFN- por células mononucleares de indivíduos portadores de 

esquistossomose intestinal crônica após estimulação com antígenos solúveis do S. 

mansoni é detectada somente no 5º dia de cultura'' 

 

Avaliamos a produção de IFN- por células mononucleares de indivíduos normais e 

portadores de esquistossomose intestinal crônica após estimulação com antígenos solúveis do 

S. mansoni. Os resultados obtidos (figura 25) para as células de indivíduos esquistossomóticos, 

mostram um perfil semelhante à produção de IL-5 e IL-13 onde a produção de IFN- somente 

é detectada em níveis significativos no 5º dia de cultura. 

 

 

Figura 25: Produção de IFN- poí células mononucleares após estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni. 

As células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de 

indivíduos normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para 

quantificação de IFN- por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de IFN- por mililitro e 

representam a média+/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata. As barras com símbolos iguais (*, #) 

apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05)  
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5.4.7- “A estimulação in vitro de células mononucleares de indivíduos portadores de 

esquistossomose intestinal crônica com antígenos solúveis do S. mansoni induz à 

produção de TNF.'' 
 

Avaliamos a produção de TNF por células mononucleares de indivíduos infectados 

após a estimulação com antígenos do parasita. Os resultados obtidos mostram que existe um 

aumento na produção de TNF (p) por células mononucleares de indivíduos infectados 

após estimulação com antígenos solúveis do parasita (figura 26). As células mononucleares 

de indivíduos normais não elevam significativamente à sua produção de TNF. após à 

estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni. 

 

 

Figura 26: Produção de TNF- por células mononucleares após estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni. 

As células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de 

indivíduos normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para 

quantificação de TNF- por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de TNF- por mililitro e 

representam a média +/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata. As barras com símbolos iguais (*, #) 

apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05)  
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Os resultados obtidos pela estimulação com antígenos solúveis do Schistosoma mansoni 

mostram a existência de um padrão bastante complexo de produção de citocinas na 

esquistossomose humana, tanto pelo tipo de citocinas quanto pela sequência em que são 

produzidas. Os resultados do primeiro bloco deste trabalho mostraram que o desenvolvimento 

de reações granulomatosas in vitro é capaz de afetar o processo de diferenciação de monócitos 

e macrófagos e elevar a formação de células gigantes multinucleadas. O próximo grupo de 

experimentos investigou as citocinas produzidas nestas reações granulomatosas in vitro. 

 

5.5- Identificação de citocinas produzidas por células mononucleares durante a formação 

de granuloma in vitro em resposta aos antígenos imobilizados do S. mansoni. 

 

5.5.1- “O desenvolvimento de reações granulomatosas in vitro possuem um perfil 

distinto de produção de citocinas quando comparado ao modelo da resposta blastogênica 

com estimulação por antígenos solúveis" 

 

As citocinas produzidas pelas células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos 

estimuladas pelos antígenos do S. mansoni durante os ensaios de formação de granuloma in 

vitro foram avaliadas (figuras 27 a 32). Os resultados obtidos mostram um perfil distinto de 

produção de citocinas para cada modêlo experimental investigado (blastogênese ou formação 

de granuloma in vitro). 

5.5.2- “Células mononucleares de indivíduos com esquistossomose intestinal crônica 

não produzem IL-4 durante a reação de formação de granuloma in vitro" 

 

Avaliamos a produção de IL-4 por células mononucleares de indivíduos portadores de 

esquistossomose intestinal crônica após estimulação com PB, PB-SEA e PB­ SWAP. Os 

resultados obtidos mostram que não foi detectada a produção de níveis significativos de IL-4 

pelas células mononucleares de indivíduos normais e infectados durante o desenvolvimento das 

reações de formação de granuloma in vitro (figura 27). 
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Figura 27: Produção de IL-4 por células mononucleares durante a formação de granuloma in vitro. As células 

mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de indivíduos 

nonnais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para 

quantificação de IL-4 por ELISA. Foi utilizada curva padrão obtida com quantidades conhecidas de IL-4 

recombinante para o cálculo das concentrações de IL-4 presentes nos sobrenadantes de cultura. Os resultados estão 

expressos em picogramas de IL-4 por mililitro e representam a média +/- desvio padrão de oito experimentos em 
duplicata. 
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5.5.3- “O desenvolvimento da reação granulomatosa in vitro não leva a produção de 

IL-5 pelas células mononucleares estimuladas com PB-SEA e PB-SWAP.'' 

Ao contrário do anteriormente observado para a estimulação com antígenos solúveis do  

S. mansoni, não foi detectada a produção de níveis significativos de IL-5 pelas células 

mononucleares durante o desenvolvimento das reações de formação de granuloma in vitro após 

a estimulação com PB-SEA e PB-SWAP (figura 28). 

 

 

Figura 28: Produção de IL-5 por células mononucleares durante a reação de formação de granuloma in vitro. As 

células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de 

indivíduos nom1ais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados 
para quantificação de IL-5 por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de IL-5 por mililitro e 

representam a média +/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata. 
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5.5.4- “Os niveis de produção de IL-10 durante desenvolvimento da reação 

granulomatosa in vitro são significativamente inferiores aos níveis detectados pela 

estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni em ensaios blastogênicos''. 

 

Avaliamos a produção de IL-10 por células mononucleares de indivíduos normais e 

portadores de esquistossomose intestinal crônica após estimulação com PB, PB-SEA e PB-

SWAP. As células mononucleares de indivíduos normais e infectados não elevam a produção 

de IL-10 durante as reações de formação de granuloma in vitro (figura 29). Os resultados 

mostram, na realidade, uma redução da produção de IL-10 por células mononucleares de 

indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica após estimulação com PB-SEA e 

PB-SWAP. 

 

Figura 29: Produção de IL-10 por células mononucleares durante a reação de formação de granuloma in vitro. 

As células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de 

indivíduos normais (B) foram  estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura 

coletados para quantificação de IL-10 por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de IL-10 por 
mililitro e representam a média +/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata. As barras com símbolos 

iguais (*, #, @, &) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 
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5.5.5- “O desenvolvimento da reação granulomatosa in vitro não leva à produção de 

IL-13 pelas células mononucleares após estimulação com PB-SEA ou PB- SWAP.'' 

 

A IL-13 foi quantificada nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares de 

indivíduos normais e portadores de esquistossomose intestinal crônica, durante as reações de 

formação de granuloma in vitro estimuladas por PB, PB-SEA ou PB­ SWAP. Não foi detectado 

a produção estatísticamente significativa de IL-13 em nenhum dos períodos de tempo 

investigados (figura 30). 

 

 
 

Figura 30: Produção de IL-13 por células mononucieares durante a reação de formação de granuloma in vitro. As 

células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de 

indivíduos normais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados 

para quantificação de IL-13 por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de IL-13 por mililitro e 

representam a média +/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata 
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5.5.6- “O processo de formação de granuloma in vitro estimulado por PB-SEA ou PB-

SW AP induz à produção de IFN-. 

 

Avaliamos a produção de IFN- durante o processo de formação de granuloma in vitro 

por células mononucleares de indivíduos infectados pelo S. mansoni. Os resultados obtidos 

mostram que não existe uma produção de IFN-y durante os períodos iniciais do processo de 

formação de granuloma in vitro. Todavia, no 5º dia da reação granulomatosa in vitro, passamos 

a detectar a produção de IFN- por células mononucleares de indivíduos infectados estimuladas 

por antígenos do parasita conjugados à microesferas de poliacrilamida (figura 31). 

 

 

Figura 31: Produção de IFN- por células mononucleares durante a reação de formação de granuloma in vitro. As 

células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de 

indivíduos normais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados 

para quantificação de IFN- por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de IFN- por mililitro e 

representam a média +/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata. As barras com símbolos iguais (*, #) 
apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 
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5.5.7- “O processo de formação de granuloma in vitro ao redor de microesferas 

conjugadas aos antígenos do S. mansoni involve a produção de TNF-” 

 

A produção de TNF- por células mononucleares após estimulação com PB, PB­SEA 

ou PB-SWAP foi avaliada (figura 32). Os resultados mostram uma elevada produção de TNF-

 pelas células mononucleares de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica 

após estimulação com PB-SEA ou PB-SWAP, sugerindo um papel importante para esta citocina 

no processo de formação das reações granulomatosas na esquistossomose humana. 

 

 

Figura 32: Produção de TNF- por  células  mononucleares  durante  a  reação deformação de granuloma in vitro. 

As células mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica (A) ou de 

indivíduos normais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados 

para quantificação de TNF- por ELISA. Os resultados estão expressos em picogramas de TNF- por mililitro e 

representam a média+/- desvio padrão de oito experimentos em duplicata. As barras com símbolos iguais (*, #, @, 

&) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05) 

 



82 
 

Existem poucos estudos realizados na esquistossomose mansoni humana envolvendo a 

investigação da produção de citocinas. Os resultados obtidos revelam um padrão complexo de 

produção de citocinas na esquistossomose humana e trazem uma maior compreensão dos 

mecanismos associados a imunorregulação da resposta aos antígenos do S. mansoni que foram 

descritos anteriormente neste trabalho. Os resultados obtidos também revelam um perfil 

diferenciado de produção de citocinas para cada modelo experimental investigado 

(blastogênese ou formação de granuloma in vitro). No próximo bloco, investigamos quais 

seriam os efeitos desta reatividade diferencial sobre várias funções de monócitos e macrófagos, 

tais como: atividade metabólica, diferenciação celular, produção de monocinas e capacidade de 

formação de gramuloma in vitro. 

 

5.6- Consequências do desenvolvimento da resposta aos antígenos do S. mansoni sobre as 

funções de monócitos e macrófagos in vitro. 

 

5.6.1- “A estimulação de células mononudeares de indivíduos portadores de 

esquistossomose intestinal crônica com antígenos solúveis do S. mansoni inibe a 

formação de células gigantes multinudeadas in vitro.'' 

 

Ao contrário dos efeitos observados anteriormente quando as células mononucleares de 

indivíduos infectados foram estimuladas com PB-SEA e PB-SWAP, a estimulação destas 

células com antígenos solúveis do S. mansoni inibe a formação de células gigantes 

multinucleadas in vitro (figura 33). 
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Figura 33: Formação de células gigantes multinucleadas in vitro após a estimulação de células mononucleares de 

indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica com antígenos solúveis do S. mansoni ou com antígenos 

imobilizados em microesferas de poliacrilamida. As células mononucleares (1 x 106) foram estimuladas com 

antígenos solúveis do S. mansoni (A) ou imobilizados em microesferas de poliacrilamida (B) e o número de células 

gigantes formadas por campo foi avaliado após 21 dias de cultura conforme descrito anteriormente em material e 

métodos. Os resultados estão expressos em número de células gigantes por campo e representam a médias+/- dp de 
05 experimentos em triplicata.  As barras com símbolos iguais (*, #, @, &) apresentam diferenças estatisticamente 

significativas entre si (p < 0,05). 
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5.6.2- “A estimulação com PB-SEA e PB-SWAP aumenta, enquanto que a estimulação 

com SEA e SWAP solúveis reduz, a metabolização de MTT por células mononucleares 

de indivíduos portadores esquistossomose intestinal crônica.'' 

 

Investigamos a metabolização de MTT utilizando estimulação com antígenos solúveis 

(modelo da blastogênese) ou antígenos conjugados a microesferas de poliacrilamida (modelo 

de formação do granuloma in vitro). No modelo de formação de granuloma in vitro, a 

metabolização de MTT no 5O dia de cultura ainda não revela diferenças estatisticamente 

significativas entre as células estimuladas com PB-SEA e PB-SWAP quando comparadas ao 

controle PB. Entretanto, somente a partir do 15º dia de cultura em diante, passam a existir 

diferenças significativas (p < 0,05) quanto a esta atividade metabólica entre as células 

estimuladas antigenicamente e os controles (figura 34). Ao contrário do observado para os 

antígenos imobilizados, a estimulação com SEA e SWAP solúveis inibe a metabolização de 

MTT por células mononucleares de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica 

(figura 34). 
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Figura 34: Metabolização de MTT por células mononucleares de indivíduos portadores de esquistossomose 

intestinal crônica após estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni ou com antígenos imobilizados em 

microesferas de poliacrilamida. Células mononucleares (2 x 105) foram estimuladas com antígenos solúveis do       

S. mansoni (A) ou com antígenos imobilizados em microesferas de poliacrilamida (B) para a avaliação da 

rnetabolização de MTT conforme descrito anteriormente em material e métodos. Os resultados estão expressos em 
D.O. (570 nm) e representam a média +/- dp de 05 experimentos em triplicata. As barras com símbolos iguais (*, 

#, @, &) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 
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5.6.3- “Células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos entram em 

proliferação após a estimulação com antigenos solúveis do S mansoni, mas não 

apresentam resposta proliferativa frente a estimulação com antigenos do parasita 

conjugados à microesferas de poliacrilamida.'' 

 

Os efeitos de antígenos solúveis sobre células mononucleares são geralmente avaliados 

em ensaios blastogênicos. Por outro lado, a reatividade diferencial anteriormente observada nos 

levou a investigar quais seriam os tipos de resposta (entrada ou não em proliferação celular) 

após a estimulação com antígenos do parasita imobilizados em microesferas de poliacrilamida. 

Como controle paralelo dos experimentos foram realizados ensaios blastogênicos utilizando 

antígenos solúveis do parasita e células mononucleares dos mesmos indivíduos infectados. Os 

resultados obtidos mostraram que a estimulação de células mononucleares de indivíduos 

esquistossomóticos com PB-SEA ou PB-SWAP não induz a resposta de proliferação celular 

(figura 35), indicando que os dois modelos in vitro avaliam fenômenos distintos. 
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Figura 35: Resposta blastogênica de células mononucleares de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal 

crônica estimulada com antígenos solúveis do S. mansoni ou com antígenos imobilizados em microesferas de 

poliacrilamida As céiulas mononucleares (2 x 105) de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica 

fornm estimuladas com meio, PHA, SEA ou SWAP em (A) e PB, PB-SEA ou PB-SWAP em (B). Após o período 

de 5 dias foi avaliada a incorporação de timidina tritiada conforme descrito anteriormente em material e métodos. 

Os resuitados estão expressos em c.p.m. (contagens de cintilação liquida por mi.t,uto) e representam a média+/- 

d.p. de 05 experimentos em triplicata. As barras com símbolos iguais (*, #, &) apresentam diferenças 

estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 
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5.6.4- “A estimulação prévia de células mononucleares de indivíduos 

esquistossomóticos com antígenos solúveis do S. mansoni regula a produção de 

TNF por monódtos e reduz o índice de formação de granuloma in vitro.'' 

 

Células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos foram pré-estimuladas in vitro 

por 24 horas com antígenos solúveis do S. mansoni. A produção de TNF. por monócitos 

isolados desta população de células mononucleares foi avaliada por bioensaio utilizando células 

L-929 conforme descrito anteriormente em material e métodos. Observamos que a estimulação 

de células mononucleares (1 x 106/cavidade) de indivíduos esquistossomóticos com os 

antígenos solúveis do parasita é capaz de modular a produção de TNF-. por monócitos 

aderentes estimulados com LPS (figura 36). Avaliamos também o efeito do pré-tratamento de 

células mononucleares de indivíduos esqiustossomóticos por 24 horas com 20 U/ml de IL-10 

recombinante sobre a produção de TNF-, por monócitos estimulados com 1 µg/ml de LPS. 

Os resultados obtidos mostram que, tanto a pré-estimulação de células mononucleares de 

indivíduos infectados com antígenos solúveis do parasita quanto o tratamento com IL-10 

recombinante, são capazes de inibir a produção de TNF-. por monócitos (figura 36). 

Paralelamente, investigamos a capacidade de formação de granuloma in vitro por células 

mononucleares de indivíduos esquistossomóticos que foram pré-tratadas in vitro com IL-10 

recombinante ou pré-estimuladas com antígenos solúveis do S. mansoni por 24 horas. Os 

resultados obtidos mostram que tanto a pré-estimulação com antígenos solúveis do parasita 

quanto o tratamento com IL-10 recombinante são capazes de modular a formação de granuloma 

in vitro (figura 36). 
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Figura 36: Pré-estimulação de células mononucleares de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal 

crônica com antígenos solúveis do S. mansoni ou com IL-10 recombinante: Efeitos sobre a produção de TNF- por 

células da linhagem monocítica/macrofãgica estimuladas com LPS e sobre a formação de granuloma in vitro. As 

células mononucieares (l x 106 de indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica foram tratadas com 

meio, SEA, SWAP ou 20 U/ml de IL-10 recombinante por 24 horas. Após este peíiodo foi avaliada a produção de 

TNF- pelas células aderentes estimuladas por LPS (1 µg/ml) em (A) e a formação de granuloma in vitro a PB-SEA 

em (B). Os resultados estão expressos em picogramas de TNF- por mililitro em A e índice de granuloma in vitro 

em B e representam a média+/- desvio padrão de quatro experimentos em triplicata. As barras com símbolos iguais 

(*, #, &) apresentam diferenças estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). 
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Os resultados obtidos neste bloco mostram que a estimulação com antígenos solúveis 

do S. mansoni inibe diversas funções de monócitos e macrófagos, tais como: formação de 

células gigantes (figura 33), metabolização de MTT (figura 34), produção de TNF- e  

formação de granuloma in vitro (figura 36). Portanto, a natureza da estimulação antigênica 

(antígenos solúveis x antígenos imobilbizados) afeta diferencialmente as funções das células da 

linhagem monocítica/macrofágica na esquistossomose humana. 

Todos os  dados  obtidos  neste  trabalho revelam a existência de um padrão bastante 

complexo de produção de citocinas após estimulação com os antígenos do S. mansoni e 

mostram a participação de células da linhagem monocítica/macrofágica e dos processos de 

diferenciação celular nos mecanismos de imunorregulação presentes na esquistossomose 

humana. 
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6- DISCUSSÃO 
 

 A infecção pelo S. mansoni desencadeia uma resposta imune complexa no hospedeiro 

vertebrado, cuja patologia é predominantemente associada às reações granulomatosas que se 

formam ao redor dos ovos do parasita alojados no figado e no intestino (Boros; Warren, 1970; 

Colley, 1981b). A intensidade destas reações inflamatórias, assim como as lesões resultantes, 

parecem ser controladas por mecanismos imunorreguladores desenvolvidos em infecções 

parasitárias crônicas (Stenger et al., 1967; Phillips; Colley, 1978; Warren, 1982). O estudo dos 

fatores que controlam o estabelecimento e a manutenção destes mecanismos imunorreguladores 

na esquistossomose constitui-se em um aspecto essencial a uma melhor compreensão desta 

parasitose. 

No presente trabalho investigamos o processo de diferenciação das células da linhagem 

monocítica/macrofágica e a produção de citocinas na esquistossomose humana. O 

envolvimento destes aspectos nos mecanismos de imunorregulação serão enfatizados nesta 

discussão. 

 

6.l. Diferenciação de células da linhagem monocítica/macrofágica na esquistossomose 
 

Em nosso sistema experimental, investigamos as mudanças morfológicas sofridas in 

vitro pelas células da linhagem monocítica/macrofágica. Estas células foram mantidas em 

cultura de longa duração e ao final do período investigado (21 dias) encontravam-se vivas, em 

boas condições fisiológicas e metabolizavam MTT ativamente. Os monócitos recém-coletados 

eram redondos ou de aparência circular (figura 1), mas se desenvolviam após 4 ou 5 dias em 

células maiores e com diversos formatos (figura 2). A partir do 7º dia de cultura passamos a 

observar a formação de células gigantes multinucleadas (figura 3). A diferenciação destas 

células em nosso sistema experimental in vitro apresentou características similares às 

observadas em culturas realizadas em outros laboratórios (Johnson et al., 1977; Zuckerman et 

al., 1979). Na medula óssea, o mais primitivo dos fagócitos mononucleares encontrados é o 

monoblasto (Goud et al., 1975). Esta célula se divide para dar origem aos pró­monócitos que 

por sua vez se diferenciam em monócitos. Os monócitos imaturos são liberados na circulação 

sanguínea e após um curto espaço de tempo deixam a circulação para entrar nos tecidos e se 

transformarem em macrófagos (van der Meer et al., 1982; van Furth; Sluitter, 1983). Estes 

monócitos e macrófagos podem, através de um processo de fusão celular, se transformar em 

células gigantes multinucleadas (Gillman & Wright, 1966; Mariano;  Spector, 1974; 
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Chambers, 1978). Segundo Zuckerman et al. (1979) e Schlesinger et al. (1984) o sistema in 

vitro de diferenciação das células da linhagem monocítica/macrofágica parece recapitular os 

principais passos do processo de diferenciação que ocorrem in vivo, inclusive com a formação 

de células gigantes multinucleadas. Verificamos em nosso sistema in vitro que, na ausência de 

estimulação por antígenos ou mitógenos, os monócitos de indivíduos normais ou 

esquistossomóticos apresentaram equivalentes taxas de fusão (figura 5) e formação de células 

gigantes multinucleadas (figura 4). 

Células gigantes multinucleadas têm sido comumente detectadas em associação com 

diversas respostas inflamatórias crônicas (Chambers, 1978), inclusive no granuloma 

esquistossomótico (Chensue et al., 1992; Silva-Teixeira et al., 1993). Todavia, diversos 

aspectos relacionados à participação dos antígenos do parasita no desenvolvimento deste tipo 

celular ainda são desconhecidos na esquistossomose humana. Dentro deste contexto, 

realizamos experimentos visando avaliar o efeito da estimulação com antígenos do S. mansoni 

sobre o processo de diferenciação de monócitos e formação de células gigantes multinucleadas 

in vitro. Os resultados obtidos mostraram que a estimulação com os antígenos do S. mansoni 

conjugados a microesferas de poliacrilamida leva a um aumento da formação de células gigantes 

multinucleadas in vitro (figura 6) e da taxa de fusão de monócitos precursores (figura 7). 

Verificamos também que a estimulação com PB-PPD, tanto em indivíduos considerados 

normais para a esquistossomose quanto nos indivíduos infectados pelo S. mansoni, foi capaz de 

induzir a um aumento no número de células gigantes formadas e elevar a taxa de fusão dos 

monócitos mantidos em cultura (figuras 6 a 9). Sabe-se que grande parcela da população 

brasileira é vacinada com o BCG e apresenta reação positiva ao PPD em diversos ensaios in 

vitro. Este fato poderia explicar os efeitos estimulatórios do PPD observados em nossos 

experimentos. Por outro lado, a estimulação de células de indivíduos normais com antígenos 

do S. mansoni não foi capaz de provocar um aumento significativo na formação de células 

gigantes in vitro (figura 8) ou na taxa de fusão dos monócitos (figura 9). Os dados obtidos 

sugerem que linfócitos T específicos para os -antígenos do parasita, presentes na população de 

células mononucleares dos indivíduos esquistossomóticos, poderiam estar envolvidos no 

desenvolvimento e na regulação do processo de diferenciação de monócitos in vitro. A 

produção de fatores solúveis por estas células T reativas aos antígenos do S. mansoni pode ser 

um dos mecanismos associados à formação de células gigantes multinucleadas na 

esquistossomose humana. Passamos então a investigar o efeito de sobrenadantes de cultura de 

células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos estimuladas com antígenos do parasita 
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sobre o processo de diferenciação de monócitos e formação de células gigantes multinucleadas 

in vitro. Os nossos experimentos mostraram que os sobrenadantes de cultura de células de 

indivíduos infectados estimuladas com antígenos do S. mansoni possuem atividade 

estimuladora da fusão de monócitos e formação de células gigantes multinucleadas (figuras 10 

e 11). Por outro lado, os sobrenadantes originados de células de indivíduos infectados não 

estimuladas com antígenos do parasita, assim como os sobrenadantes obtidos de células de 

indivíduos nonnais (estimuladas ou não com antígenos do S. mansoni) não apresentaram 

atividade estimuladora do processo de diferenciação celular e formação de células gigantes in 

vitro (figuras 12 e 13). 

Existem, atualmente, alguns estudos publicados envolvendo a identificação de fatores 

solúveis com atividade estimuladora da formação de células gigantes multinucleadas. 

Postlethwaith et al. (1982) identificaram uma proteína termolábil de 60.000 daltons, produzida 

por linfócitos T, capaz de induzir a formação de células gigantes in vitro a partir da fusão de 

monócitos do sangue periférico. Esta proteína foi denominada GCF ("giant cell factor"). 

Posteriormente, foi descoberto em diversos modelos experimentais, que a formação de 

células gigantes multinucleadas também pode ser acelerada pela adição de vitamina D3 

(Abe, 1981), IL-4 (Mcinnes;  Rennick, 1988), ésteres de forbol (Hassan et al., 1989), IFN  

(Weiberg et al., 1989) e TNF- (Takashima et al., 1993). Acosta et al. (1992) mostraram que 

células obtidas de granulomas de figado de camundongos infectados pelo S. mansoni, mantidas 

in vitro, produziam um fator solúvel capaz de induzir a formação de células gigantes. Os nossos 

resultados mostraram que o processo de diferenciação de células da linhagem 

monocítica/macrofágica na esquistossomose humana envolve a participação de fatores solúveis 

secretados pelas células mononucleares dos indivíduos infectados após estimulação com 

antígenos do parasita. Posteriormente, verificamos que os sobrenadantes que possuíam 

atividade estimuladora da formação de células gigantes in vitro (figuras 10 e 11) apresentavam 

concentrações elevadas de TNF- e níveis reduzidos de IL-10 (figuras 29 e 32). 

Provavelmente, estas células gigantes multinucleadas que são comumente encontradas 

em associação com diversas respostas crônicas nos tecidos devem ser formadas por 

mecanismos imunológicos envolvendo a presença de mediadores solúveis produzidos 

localmente. Na figura 37 propomos um modelo que mostra, de forma esquemática, o 

envolvimento dos antígenos do S. mansoni no processo de formação de células gigantes na 

esquistossomose humana. Entretanto, uma vez formadas, qual seria a participação destas 
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células gigantes multinucleadas nos mecanismos de imunorregulação presentes nesta 

parasitose? 

 

6.2-Imunorrregulação da resposta aos antígenos do S. mansoni 

Diversos mecanismos imunorreguladores já foram descritos na esquistossomose, tais 

como: a soro-supressão, interações idiotípicas, imunocomplexos, participação de linfócitos T 

supressores, fatores genéticos e alterações bioquímicas (Bina et al, I 978; Colley et al., 1978; 

Rocklin et al., 1980; Lima et al., 1986; Chaves et al., 1990; Goes et al., 1991; Goes et al., 

1994; Hirsch et al., 1996). Todavia, existem aspectos dos fenômenos de imunorregulação que 

ainda encontram-se pouco investigados ou mesmo desconhecidos na esquistossomose humana. 

Dentro deste contexto, podemos destacar o efeito do processo de diferenciação das células da 

linhagem monocítica/macrofágica sobre a geração e manutenção da resposta imune aos 

antígenos do parasita.  

Os monócitos humanos obtidos de sangue periférico não são células maduras e o 

processo de diferenciação é acompanhado por diversas mudanças funcionais e bioquímicas 

características (Adams, 1976). Macrófagos humanos derivados de diferentes compartimentos 

ou em estados de diferenciação variados, exibem respostas antagônicas a imunomoduladores 

(Strieter et al., 1989; Hurme et al., 1992; Toosi et al., 1996). A prostaglandina e a dexametasona 

inibem a produção de TNF- estimulada por LPS em monócitos do sangue periférico, mas não 

em macrófagos alveolares (Strieter et al., 1989). Toosi et al. (1996) mostraram que macrófagos 

alveolares humanos produzem menos TGF- do que monócitos obtidos do sangue periférico. 

Portanto, a importância fisiológica do processo de diferenciação das células da linhagem 

monocítica/macrofágica na esquistossomose humana poderia estar associada ao 

desenvolvimento de diferentes tipos de respostas funcionais que seriam, em última instância, 

dependentes do estado de maturação em que estas células se encontram. Na realidade, em nosso 

próximo grupo de experimentos, observamos que existe um aumento da capacidade de 

apresentação de antígenos por monócitos/macrófagos até o 5o dia em cultura. Entretanto, após 

o 5o dia do processo de diferenciação das células da linhagem monocítica/macrofágica, ocorre 

uma queda na capacidade de apresentação de antígenos do S. mansoni (figura 15) e uma redução 

no índice de formação de granuloma in vitro (figura 14).  
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Figura 37: Modelo teórico proposto para a ação dos antígenos do S. mansoni sobre o processo de formação 
de células gigantes na esquistossomose humana. Neste modelo a estimulação de linfócitos T de indivíduos 

esquistossomóticos com antígenos do parasitalevaria a produção de fatores solúveis com atividade 

estimuladora da formação de células gigantes multinucleadas in vitro. 

 

Elaboramos um modelo teórico (figura 38) na tentativa de explicar estes fenômenos de 

imunorregulação da resposta dirigida aos antígenos do S. mansoni. Neste modelo propomos a 

existência de duas fases distintas no processo de diferenciação das células da linhagem 

monocítica/macrofágica. Na primeira fase ou fase I (correspondente à diferenciação de 

monócitos até macrófagos) existiria um aumento na capacidade apresentadora de antígenos e, 

portanto, na formação de granuloma e desenvolvimento de respostas de proliferação celular. 

Na segunda fase ou fase II (correspondente à diferenciação de macrófagos até células gigantes) 

ocorreriam os processos de modulação da formação do granuloma e redução da capacidade 

apresentadora de antígenos. O desenvolvimento da fase II funcionaria como um “feedback” 

negativo para as respostas biológicas controladas pela fase I. Logicamente, outros fatores como 

a presença de diferentes citocinas, também poderiam controlar a intensidade das respostas 

desenvolvidas em cada fase assim como a velocidade de passagem de uma fase para a outra. 

Os resultados dos nossos experimentos (figuras 14-16) indicam que a imunorregulação das 

respostas de proliferação celular e formação do granuloma in vitro é dependente do grau de 
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maturação das células da linhagem monocítica/macrofágica envolvidas nos processos de 

apresentação dos antígenos do S. mansoni  

 

 

 
Fgura 38: Modelo teórico proposto para a participação do processo de diferenciação de monócitos e fomiação 

de células gigantes multinucleadas nos mecanismos de imunorregulação da resposta aos antígenos do S. 

mansoni. Neste modelo, na fase I (correspondente à diferenciação de monócitos até macrófagos) existiria um 

aumento na capacidade apresentadora de antígenos e formação de granuloma. Na segunda fase, ou fase II 

(correspondente à diferenciação de macrófagos até células gigantes), ocorreriam os processos de modulação 

da formação do granuloma e redução da capacidade apresentadora de antígenos. O desenvovimento 

da fase II funcionaria como um "feedback" negativo para as respostas biológicas controladas pela fase I. 
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A seguir veremos que a investigação da expressão de moléculas de superficie durante o 

processo de diferenciação das células da linhagem monocítica/macrofágica reforçou a hipótese 

das duas fases (figura 38) e veio esclarecer o modo de ação dos mecanismos imunorreguladores 

anteriormente descritos neste trabalho. 

 

6.3- Expressão de moléculas de superfície durante o processo de diferenciação de células 

       da linhagem monocítica/macrofágica. 

Para a investigação mais detalhada dos mecanismos responsáveis pela imunorregulação 

da resposta verificada nos experimentos anteriores, levantamos a hipótese de que as células da 

linhagem monocítica/macrofágica, alterariam a sua própria expressão de determinadas 

moléculas de superficie durante o processo de diferenciação, e seriam capazes, desta forma, de 

modular a resposta de células T à estimulação antigênica persistente. Para investigar esta 

hipótese nós avaliamos a expressão de moléculas de HLA-DR e das moléculas de adesão CD29 

e CD54 na superficie das células da linhagem monocítica/macrofágica durante o processo de 

diferenciação. Esta moléculas estão envolvidas em processos de ativação celular, apresentação 

de antígenos, interações célula-célula e possuem importantes propriedades co-estimuladoras 

(Renkonen, 1989; Hemler, 1990; Hynes, 1992; Fais et al., 1994). 

O CD29 é uma molécula de 130 kD (também conhecida como integrina 1) que é 

amplamente expressa na superficie de leucócitos e de outras células não pertencentes ao sistema 

imunológico. As moléculas de CD29 quando associadas não-covalentemente às cadeias   das 

moléculas de CD49e formam os "antígenos de ativação bastante tardia" ou "very late activation 

antigens" (VLA). As moléculas de CD29 estão também envolvidas em processos de fusão de 

monócitos e macrófagos (Tabata et al., 1994), "homing" de· células T, adesão de leucócitos às 

proteínas da matrix extracelular, processos de adesão célula-célula, eco-estimulação de células 

T (Hemler, 1990; Hynes, 1992). 

O CD54, também conhecido como "molécula de adesão intercelular-1" ou "intercellular 

adhesion molecule-1" (ICAM-1), é uma glicoproteína de cadeia única também envolvida em 

processos de adesão celular (Renkonen, 1989), fusão de monócitos e macrófagos (Fais et 

al., 1994), resposta blastogênica de células T (Lukacs et al., 1994) e produção de citocinas 

(Lukacs et al., 1993). Os ligantes celulares para o CD54 são as moléculas LFA-1 (CDlla/CDl8) 

e as moléculas Mac-1 (CDl 1b/CD18), ambas expressas em células imunes e inflamatórias 

(Renkonen, 1989; Lukacs et al., 1994). A expressão de CD54 pode ser induzida por mediadores 
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tais como citocinas e ésteres de forbol (Pober et al., 1986; Pober et al., 1987) e a participação 

das moléculas de CD54 no desenvolvimento da resposta proliferativa de células T e formação 

de granuloma em camundongos infectados pelo S. mansoni foi recentemente demonstrado 

(Lukacs et al., 1993 Lukacs et al., 1994). 

Os nossos resultados mostram uma diminuição da expressão de HLA-DR e também das 

moléculas de adesão (CD54) durante o processo de diferenciação e formação de células 

gigantes multinucleadas enquanto que a expressão de CD29 permanece constante (figuras 17-

19). Provavelmente a expressão de CD29 se mantém constante porque esta molécula deve ser 

essencial para a manutenção do processo de fusão celular. Por outro lado, a expressão de HLA-

DR e CD54 devem ter um papel mais significativo no processo de apresentação de antígenos, 

mas não essencial aos processos de fusão observados mais tardiamente em cultura. O fato de 

que a capacidade de apresentação de antígenos decresce durante o processo de diferenciação in 

vitro (figura 15 e 16), enquanto que o processo de fusão celular e formação de células gigantes 

continua a ocorrer (figura 06 e 07) reforçam esta hipótese. 

Fais et al. (1994), utilizando técnicas de imunohistoquímica, mostraram que as 

moléculas de CD54 de superfície de macrófagos passam a ser detectadas no centro das células 

gigantes multinucleadas recém-formadas. A expressão de HLA-DR também passa a ser 

predominantemente citoplasmática e tende a desaparecer quando da formação de células 

gigantes multinucleadas. Utilizando citometria de fluxo, mostramos que existe uma queda na 

expressão de CD54 e HLA-DR de superfície durante o processo de diferenciação de macrófagos 

e formação de células gigantes multinucleadas. Provavelmente, a perda aparente destas 

moléculas de superfície poderia estar relacionada a alterações nos processos regulatórios das 

relações núcleo-citoplasma devido ao aumento no número de núcleos no interior destas células. 

Todavia a resposta a esta questão ainda não é completamente desconhecida. O padrão de 

expressão de Hl.A-DR e moléculas de adesão durante o processo de diferenciação e formação 

de células gigantes multinucleadas in vitro pode estar relacionado aos passos envolvidos nos 

processos de iniciação, manutenção e modulação das reações granulomatosas. Estes resultados 

asseguram um importante papel regulador para os monócitos, macrófagos e células gigantes, 

que, através de sua capacidade de mudança na expressão de marcadores fenotípicos durante o 

processo de diferenciação in vivo, poderiam controlar localmente a intensidade das respostas 

imunopatológicas desenvolvidas na esquistossomose humana. Provavelmente, a regulação 

destas respostas dirigidas aos antígenos do S. mansoni, assim como a diferenciação de diversos 



99 
 

tipos celulares, também dependem do perfil de citocinas presentes no microambiente. 

 

6.4- Produção de citocinas na esquistossomose humana 

Inicialmente, investigamos a produção de citocinas por células mononucleares de 

indivíduos com esquistossomose intestinal crônica estimuladas com PHA. Os resultados 

obtidos demonstram que a estimulação das células mononucleares com PHA é capaz de induzir 

a produção de todas as citocinas investigadas neste trabalho. É interessante notar que a IL-10 e 

o TNF- são produzidos pelas células mononucleares, mesmo na ausência de estimulação com 

PHA. Provavelmente, outros tipos celulares, alem dos linfócitos, poderiam contribuir para o 

perfil de produção de citocinas observado na esquistossomose humana. A produção de citocinas 

por células acessórias também é capaz de alterar o balanço Th1/Th2 e direcionar o tipo de 

resposta a ser desenvolvida no hospedeiro (Romagnani, 1995). Este fato coloca as células da 

linhagem monocítica/macrofágica como candidatos potenciais a esta produção de IL-10 e TNF-

 observada na ausência de antígenos e mitógenos. 

Após a identificação do perfil de citocinas secretado devido à estimulação com PHA, 

passamos a investigar a produção in vitro de citocinas por células mononucleares de indivíduos 

esquistossomóticos após a estimulação com os antígenos do parasita (SEA e SWAP). 

Investigamos inicialmente a produção de IL-4 por células mononucleares de indivíduos com 

esquistossomose intestinal crônica após estimulação com antígenos do S. mansoni.   

A IL-4 é uma glicoproteína  de aproximadamente 20  kD secretada 

principalmente por linfócitos T ativados e mastócitos (Paul;  Ohara, 1987). Inicialmente a 

IL-4 foi descrita como uma citocina capaz de estimular o crescimento e a diferenciação de 

células B (Paul; Ohara, 1987). Na esquistossomose experimental, vários estudos têm avaliado 

a produção de IL-4 em camundongos infectados pelo S. mansoni (Cheever et al., 1994; 

Henderson et al., 1992; Vella et al., 1992). Nestes experimentos a IL-4 parece estar associada 

ao desenvolvimento das respostas do tipo Th2, além de contribuir para o desenvolvimento da 

fibrose hepática em camundongos infectados (Cheever et al., 1994). Esta resposta Th2 dirigida 

aos ovos do parasita caracteriza-se pela produção de altos níveis de IL-4, IL-5 e IL-10, com 

uma população que utiliza a IL-4 como fator de crescimento autócrino (Vella et al., 1992). 

Henderson et al. (1992) identificaram uma grande produção de RNA mensageiro para IL-4 em 

granulomas de fígado de camundongos infectados pelo S. mansoni. Existem poucos estudos 

descrevendo a produção de IL-4 na esquistossomose mansoni humana e a maioria dos trabalhos 

avaliam a produção de IL-4 estimulada somente por mitógenos ou ésteres de forbol 
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(Zwingenberger et al., 1991; Araújo et al., 1996).  

Ao contrário do observado para a infecção esquistossomótica em camundongos, os 

nossos resultados mostram que a estimulação com antígenos do S. mansoni não induz à 

produção de IL-4 pelas células mononucleares dos indivíduos infectados em nenhum dos 

tempos avaliados (figura 21). Também não constatamos a produção de IL-4 durante a reação 

de fonnação de granuloma in vitro (figura 27). A produção desta citocina foi detectada somente 

após estimulação mitogênica com PHA (figura 20). Vários aspectos podem ser levantados na 

tentativa de compreender os resultados obtidos. Uma vez que a IL-4 poderia contribuir para o 

desenvolvimento da fibrose hepática (Cheever et al., 1994), diversos mecanismos reguladores 

da produção desta citocina podem ter se desenvolvido nos indivíduos com esquistossomose 

intestinal crônica de modo a limitar este tipo de resposta e prevenir um excesso de dano tecidual. 

Outras hipóteses também podem ser formuladas, tais como o consumo rápido desta citocina in 

vitro ou mesmo a inibição da produção de IL-4 por outras citocinas produzidas 

simultaneamente pelas células mononucleares estimuladas com os rmtígenos do S. mansoni. 

Os resultados referentes a produção de IL-5 na esquistossomose humana mostram um perfil 

bastante diferente do observado na esquistossomose murina experimental (Cheever et 

al., 1991) e em trabalhos anteriores na esquistossomose humana onde foram encontrados 

níveis mais elevados de produção desta citocina (Roberts et al., 1993). A IL-5 é uma 

glicoproteína de 40-50 kD produzida por linfócitos CD4+ e por mastócitos (Takatsu et al., 

1994). Assim como a IL-4, a IL-5 também estimula o crescimento e a diferenciação de 

células B. Além disto, a IL-5 também promove o crescimento e a diferenciação de eosinófilos 

(Takatsu et al., 1994). 

Na esquistossomose murina, a resposta Th2 desenvolvida após estimulação com os 

ovos do parasita caracteriza-se pela produção de altos níveis de IL-5 (Pearce et al., 1991). 

Além disto, a neutralização da produção de IL-5 com anticorpos monoclonais é capaz de reduzir 

o tamanho dos granulomas hepáticos récem-formados, assim como o número de eosinófilos 

nestas lesões, mas não é capaz de reduzir a fibrose hepática em camundongos infectados pelo 

S. mansoni (Cheever et al., 1991). A proliferação e diferenciação de eosinófilos em 

granulomas esquistossomóticos também parece ser controlada pela IL-5 (el-Cheikh et al., 

1991). Os nossos resultados mostram que a produção de IL-5 pelas células mononucleares 

dos indivíduos infectados após a estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni só é 

detectada no 5º dia de cultura (figura 22). Por outro lado, não constatamos a produção desta 
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citocina após estimulação com PB-SEA e PB-SWAP (figura 28). Diante dos resultados 

obtidos, algumas hipóteses podem ser levantadas. A produção de IL-5 poderia estar inibida 

nos períodos iniciais de cultura por outras citocinas produzidas simultaneamente pelas 

células mononucleares estimuladas com os antígenos do S. mansoni. À medida que as 

concentrações destas citocinas inibitórias fossem decaindo, passaríamos a detectar a produção 

de níveis significativos de IL-5. O mesmo raciocínio poderia ser aplicado de modo inverso, 

ou seja, o aparecimento de citocinas estimuladoras da produção de IL-5 poderia ocorrer 

por volta do 5º dia de cultura o que levaria à produção de níveis detectáveis de IL-5 

neste período. A investigação de outras citocinas produzidas na esquistossomose mansoni 

humana é importante para o esclarecimento destas questões. Castro et al. (1995) mostraram 

evidências de que a IL-5 pode ser produzida in vivo por outros tipos celulares além dos 

linfócitos T. Estes dados nos levam a uma hipótese adicional sobre a IL-5 detectada no 5º dia 

de cultura em nossos experimentos. Poderíamos especular que o perfil de citocinas presente 

neste microambiente (no 5º dia de cultura) contribuiria para desenvolvimento e ativação de 

outros tipos celulares (células não T) que seriam as responsáveis pela produção de IL-5. No 

entanto, a comprovação destas hipóteses requer a utilização de técnicas de fracionamento, e 

estudos das subpopulações celulares obtidas. 

A produção de IL-10  na esquistossomose humana também foi investigada em nossos 

experimentos. A IL-10 é um homodímero de 39 kD produzido por linfócitos T CD4+, 

macrófagos, células B ativadas, células epiteliais e timócitos murinos fetais (Howard; O’Garra, 

1992). Esta citocina foi inicialmente identificada em camundongos como um fator produzido 

por células Th2, capaz de inibir a síntese de IFN- por células Th1 (Howard; O'Garra, 1992). A 

IL-10 também é capaz de agir sobre monócitos e macrófagos, inibindo a expressão de moléculas 

de classe II induzida por IFN-, além de bloquear a produção de IL-1, IL-6, IL-8, TNF-., GM-

CSF e G-CSF (Fiorentino et al., 1991; Oswald et al., 1992; Taga; Tosato, 1992). Por outro lado, 

a IL-10 apresenta efeitos opostos sobre os linfócitos B, sendo um fator autócrino para o 

crescimento de células B CD5+, e também capaz de elevar a expressão de moléculas de MHC 

classe II em linfócitos B em repouso (Howard;  O’Garra, 1992). Além disto, também foram 

descritos efeitos inibitórios da IL-10 sobre granulócitos humanos (Chaves et al., 1996). 

  Na esquistossomose murina experimental foi detectada a produção de altos níveis de 

IL-10 devido ao desenvolvimento de uma resposta Th2 anti­ antígenos do ovo do S. mansoni 

(Vella et al., 1992). Na esquistossomose humana, estudos iniciais mostram que o bloqueio 
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destas citocinas com anticorpos monoclonais eleva a formação de granuloma in vitro 

(Pemberton et al., 1994). Além disto, a adição de IL-10 recombinante é capaz de suprimir as 

respostas proliferativas de pacientes infectados e as reações de formação de granuloma in vitro 

(Pemberton et al., 1994). Estes resultados sugerem que a produção desta citocina na 

esquistossomose humana poderia levar à imunorregulação das respostas imunes desenvolvidas 

contra os antígenos do S. mansoni. Em nossos experimentos avaliamos a concentração desta 

citocina em sobrenadantes de cultura de células mononucleares de indivíduos com 

esquistossomose intestinal crônica. Os resultados mostraram a produção de níveis significativos 

de IL-10 por células mononucleares de indivíduos infectados após a estimulação com antígenos 

solúveis do S. mansoni (figura 23). Os dados revelam uma produção mais intensa nas primeiras 

24 horas de cultura e um decréscimo na concentração de IL-10 no 5º dia de cultura. 

Provavelmente, a produção de IL-10 observada nos períodos iniciais de cultura (ex vivo) 

representa, de fonna mais aproximada, os eventos envolvidos na produção in vivo desta citocina 

em indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica, após a estimulação com os 

antígenos solúveis do parasita. Os nossos resultados reforçam os dados·obtidos por Pemberton 

et al. (1994) que estudaram os efeitos desta citocina utilizando bloqueio com anticorpos 

monoclonais anti-IL-10, e confinnam a participação desta citocina em mecanismos 

imunorreguladores presentes na esquistossomose humana. Além disto, os resultados mostram 

que a produção de IL-10 não está associada ao processo de fonnação de granuloma in vitro 

(figura 29). Na realidade, verificamos que existe uma inibição da produção de IL-10 durante o 

desenvolvimento das reações de formação de granuloma in vitro estimuladas por PB-SEA e 

PB-SWAP. Acreditamos que esta diminuição da produção de IL-10 após estimulação com PB-

SEA e PB-SWAP seja um efeito indireto, mediado pela produção de TNF- durante o 

desenvolvimento das reações granulomatosas in vitro (figura 32). A análise dos nossos 

resultados associados aos dados obtidos por outros grupos de pesquisadores (Pemberton et al., 

Araújo et al., 1996; King et al., 1996) sugerem que esta citocina, uma vez produzida, levaria a 

uma diminuição das respostas proliferativas e a uma redução na intensidade das reações 

granulomatosas (figura 36). 

Conforme foi dito no decorrer deste trabalho, existem poucos estudos realizados na 

esquistossomose mansoni humana envolvendo a investigação da produção de citocinas. Até o 

presente momento, o padrão de produção de IL-13 em indivíduos infectados pelo S. mansoni 

é pouco conhecido. A IL-13 é uma proteína com peso molecular de aproximadamente 10 kD, 
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que é produzida basicamente por linfócitos Th2 CD4
+ (Minty et al., 1993). Estudos iniciais 

mostram que a IL-13 induz a síntese de IgG4 e IgE e é capaz de elevar a expressão de moléculas 

do MHC de classe II e de CD23 na superfície de monócitos e de linfócitos B. Alguns dos efeitos 

da IL-13 são independentes, porém sinergísticos a ação da IL-4 (Minty et al., 1993). Os nossos 

resultados mostram que a produção de IL-13 pelas células mononucleares dos indivíduos 

infectados após a estimulação com antígenos solúveis do S. mansoni só é detectada no 5º dia 

de cultura (figura 24). Por outro lado, não constatamos a produção desta citocina após 

estimulação com PB-SEA e PB-SWAP (figura 30) indicando que a produção de IL-13 não deve 

ser essencial ao processo de formação de granuloma in vitro. 

A inexistência de dados a respeito do papel da IL-13 na esquistossomose humana, que 

sejam do nosso conhecimento, limita a discussão extrínseca dos resultados. Todavia, algumas 

hipóteses podem ser levantadas. A produção de IL-13 estimulada por antígenos solúveis do       

S. mansoni poderia estar inibida nos períodos iniciais de cultura por outras citocinas produzidas 

simultaneamente pelas células mononucleares. A medida que as concentrações das citocinas 

inibitórias fossem decaindo, passaríamos a detectar a produção de níveis significativos de IL-

13. Por outro lado, o aparecimento de citocinas estimuladoras da produção de IL-13 também 

poderia ocorrer, o que levaria a um aumento na produção desta citocina. A análise dos 

resultados obtidos mostra que o perfil de produção de IL-13 (figura 24) é muito similar ao perfil 

detectado para a produção de IL-5 (figura 22). Poderíamos especular que o perfil de citocinas 

presente neste microambiente no 5º dia de cultura estaria contribuindo para desenvolvimento e 

ativação de outros tipos celulares responsáveis pela produção de IL-5 e IL-13. 

Após a investigação da produção de IL-13, avaliamos a produção de IFN- na 

esquistossomose humana. O IFN- é uma glicoproteína de 21 a 24 kD produzida por 

praticamente todas as células CD8+ e por linfócitos T CD4+ do tipo Th1 (Bertagnolli, 1993). 

Células NK também são uma fonte, embora menor, de IFN- (Bertagnolli, 1993). Esta citocina 

é também um potente ativador de fagócitos mononucleares capaz de elevar o "burst” oxidativo 

e a expressão de moléculas do MHC de classe II nestas células (Bertagnolli, 1993). Na 

esquistossomose murina existe um declínio da produção inicial de IFN- que correlaciona-se 

com aumento na produção de IL-10 e o desenvolvimento das respostas do tipo Th2 dirigidas 

contra os antígenos do ovo do parasita (Vella et al., 1992). Estudos investigando a produção de 

IFN- na esquistossomose humana (Willians et al., 1994) não detectaram a produção de níveis 

significativos desta citocina por células mononucleares de indivíduos esquistossomóticos após 
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a estimulação com antígenos do S. mansoni. Nós também não detectamos a presença de IFN- 

após 24 e 48 horas de estimulação com os antígenos do S. mansoni. Entretanto, fomos capazes 

de detectar a produção de altos níveis de IFN- após a estimulação com antígenos solúveis do 

S. mansoni  no  5º  dia  de  cultura (figura 25). A avaliação do padrão de produção de IFN 

em indivíduos portadores de esquistossomose intestinal crônica revelou aspectos bastante 

interessantes. A alta produção de IFN- no 5º dia de cultura (figura 25) correlaciona-se com um 

declínio na concentração de IL-10 neste mesmo período (figura 23). Provavelmente a produção 

de IFN- é inibida pelas altas concentrações de IL-10 presentes nos períodos iniciais de cultura 

após estimulação com os antígenos do S. mansoni. Por outro lado, ainda não podemos 

estabelecer com precisão, quais seriam as prováveis interações existentes entre a produção de 

IL-5 e IL-13 e a produção de IFN- no 5º dia de cultura. Também constatamos a produção desta 

citocina no 5º dia de formação de granuloma in vitro (figura 31). Os resultados obtidos mostram 

a produção de IFN- em níveis estatísticamente elevados se comparados ao controle no 5º dia 

de formação de granuloma in vitro (figura 31) e sugerem o envolvimento desta citocina nos 

mecanismos de formação de granuloma in vitro. Além disto, estes dados abrem perspectivas 

para a investigação de uma série de novas questões. Seria o mesmo tipo celular capaz de 

produzir IL-5, IL-13 e IFN- na esquistosomose humana ? Seriam células não T ? Seriam 

linfócitos Th0 ? Teríamos mais de um tipo celular envolvido neste processo ? Seriam interações 

entre células não T e linfócitos Th0 ? Diversas questões envolvendo o balanço da resposta 

Th1/Th2 na esquistossomose humana ainda permanecem sem resposta. A lista de perguntas 

apresentada está longe de esgotar todas as lacunas do conhecimento atualmente existentes sobre 

a produção de citocinas e a regulação das respostas nesta parasitose. 

A investigação da produção de TNF- por células mononucleares de indivíduos 

esquistossomóticos acrescentou novos graus de complexidade à produção de citocinas na 

esquistossomose humana. Sabe-se que o TNF- é uma proteína transmembrânica não­ 

glicosilada de 25 kD quando presente na superfície de fagócitos mononucleares ativados. A 

clivagem proteolítica da porção carboxi-tenninal extracelular libera um fragmento de 17 kD. O 

TNF- solúvel presente na circulação é composto de três unidades de 17 kD sendo na realidade 

um homotrímero de 51 kD. O trimero é a forma que se liga aos receptores presentes nas 

membranas dos diversos tipos celulares (Bertagnolli, 1993). 

Na esquistossomose experimental, macrófagos isolados do fígado de camundongos 
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infectados em fase aguda de infecção secretam mais TNF- do que macrófagos isolados de 

camundongos em fase crônica (Joseph; Boros, 1993). A administração repetida de anticorpos 

policlonais anti-TNF é capaz de suprimir significativamente o tamanho dos granulomas 

desenvolvidos em camundongos infectados na fase aguda da infecção. A administração de 

TNF recombinante a camundongos na fase crônica da infecção aumenta o tamanho dos 

granulomas desenvolvidos no figado e nos pulmões (Joseph; Boros, 1993). O TNF também é 

capaz de restaurar a formação de granulomas em camundongos SCID infectados pelo S. 

mansoni (Amiri et al., 1992) sugerindo um papel muito importante desta citocina nos processos 

de formação do granuloma. 

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a estimulação com antígenos solúveis 

do parasita induz a produção de TNF. Esta produção é mais elevada nas primeiras 24-48 horas 

de cultura e declina após este período (figura 26). Lucaks et al. (1994b) afirmam que o 

mecanismo de formação do granuloma na esquistossomose deve ser mediado pela produção de 

TNF- e pode estar associado a indução do aumento da expressão de ICAM-1 por esta citocina. 

Os nossos resultados indicam que, na esquistossomose humana, o TNF também parece 

exercer um papel essencial nos processos de formação das reações granulomatosas (figura 32 e 

36). Os resultados também sugerem que o TNF tenha um papel essencial no processo de 

desenvolvimento de células gigantes multinucleadas nas reações granulomatosas, uma vez que 

os sobrenadantes de cultura obtidos destas reações apresentam atividade estimulatória para a 

formação de células gigantes in vitro (figuras 10 e 11). 

 

6.5- Consequências do desenvolvimento da resposta aos antígenos do S. mansoni sobre 

as funções de monócitos e macrófagos in vitro. 

Os dados deste trabalho mostraram a existência de um perfil diferenciado de produção 

de citocinas para cada modelo experimental investigado (blastogênese ou formação de 

granuloma in vitro). Este fato nos levou a realização de experimentos adicionais visando 

compreender quais seriam as consequências destas respostas desenvolvidas após a estimulação 

com os antígenos do S. mansoni sobre as funções das células da linhagem 

monocítica/macrofágica (figuras 33-36). De uma maneira geral, a estimulação com SEA ou 

SWAP solúveis apresentou consequências inibitórias sobre várias funções celulares. 

Verificamos que a estimulação com antígenos solúveis do parasita inibe a formação de células 

gigantes multinucleadas in vitro (figura 33), ao contrário do observado anteriormente para 
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antígenos imobilizados (figura 06). Provavelmente, o perfil de citocinas secretado após a 

estimulação com os antígenos solúveis do S. mansoni (figuras 21 a 26) origina um 

microambiente desfavorável a formação de células gigantes multinucleadas in vitro. Por outro 

lado, o perfil de citocinas secretado durante as reações granulomatosa in vitro (figuras 27 a 32) 

favorece a formação de células gigantes multinucleadas. Dentre as citocinas produzidas no 

modelo de formação de granuloma in vitro, tanto o IFN- quanto o TNF- já foram descritos 

como capazes de acelerar o processo de fonnação de células gigantes multinucleadas (Weiberg 

et al., 1989; Takashima et al., 1993). Uma vez que vários fatores solúveis já foram descritos 

na literatura como capazes de induzir à formação de células gigantes multinucleadas, 

acreditamos que a ação combinada de IFN- e TNF-, e de outras citocinas não investigadas 

neste trabalho, poderia resultar no aumento observado na formação de células gigantes durante 

o desenvolvimento das reações de formação de granuloma. Outro efeito observado da 

estimulação com SEA ou SWAP solúveis sobre as funções de monócitos/macrófagos foi a 

inibição da atividade metabólica celular (avaliada pela redução de MTT). A estimulação com 

antígenos conjugados a microesferas de poliacrilamida apresentou efeitos opostos, elevando 

esta mesma atividade metabólica (figura 33). 

Os dados obtidos mostram uma reatividade diferencial associada à natureza da 

estimulação antigênica. Estes fatos poderiam estar relacionados a aspectos, tais como:  

1)Envolvimento de diferentes células apresentadoras de antígenos em cada caso, 

2)Padrões diferentes de diferenciação das células produtoras de citocinas dependente da 

natureza da estimulação antigênica,  

3) Produção de diferentes fatores solúveis e citocinas em cada caso, conforme foi descrito neste 

trabalho (figuras 21-32).  

Acreditamos que a elevada produção de IL-10 após a estimulação com SEA ou SWAP 

solúveis (figura 23) e o aumento na produção de TNF-. após a estimulação com PB-SEA e 

PB-SWAP (figura 32) estejam envolvidos nestes mecanismos de regulação da atividade 

metabólica e da formação de células gigantes multinucleadas (figuras 33 e 34).  

Os efeitos de antígenos solúveis sobre células mononucleares são geralmente avaliados 

em ensaios blastogênicos. Por outro lado, a reatividade diferencial nos levou a investigar quais 

seriam os níveis de proliferação celular frente a estimulação com antígenos imobilizados (PB-

SEA ou PB-SWAP). Ao contrário do observado anterionnente, a estimulação com antígenos 

imobilizados não estimula a proliferação celular in vitro (figura 35). A análise do perfil de 

citocinas produzidas quando existe proliferação celular (modelo de estimulação com antígenos 
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solúveis), mostra que a IL-5 e a IL-13 são produzidas exclusivamente neste modelo. Durante o 

desenvolvimento da reação de fonnação de granuloma in vitro, estas citocinas não foram 

detectadas e também não foi constatada a estimulação da proliferação celular neste caso. Estes 

dados sugerem que estas citocinas (IL-5 e IL-13) poderiam, de alguma forma, estar envolvidas 

nos processos de proliferação celular estimulada por antígenos do S. mansoni.  Os resultados 

mostrados neste trabalho revelam que estes dois modelos experimentais (ensaio blastogênico e 

formação de granuloma in vitro) avaliam fenomenos biológicos bem distintos. 

Com relação a fonnação de granuloma in vitro, os nossos resultados indicam que este 

fenômeno parece ser dependente da produção de TNF- por monócitos e macrófagos, enquanto 

que a IL-10 produzida após estimulação com os antígenos solúveis do S. mansoni apresenta 

um efeito oposto, sendo capaz de inibir a produção TNF- por células da linhagem 

monocítica/macrofágica e levar a inibição da fonnação de granuloma in vitro na 

esquistossomose humana (figura 36). Na figura 39 apresentamos um modelo teórico proposto 

para a ação da IL-10 e do TNF- sobre as funções de monócitos e macrófagos e os efeitos 

resultantes sobre a fonnação do granuloma na esquistossomose humana. A produção de altos 

níveis de lL-10 após a interação entre linfócitos T e células apresentadoras de antígenos levaria 

a uma redução na capacidade de produção de TNF- por monócitos/macrófagos e a 

consequente modulação da formação do granuloma in vitro na esquistossomose humana. 
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Figura 39: Modelo teórico proposto para a ação da IL-10 e do TNF-. sobre as funções de monócitos e 

macrófagos e os efeitos resultantes sobre a formação do granuloma na esquistossomose humana. A produção de 

altos níveis de IL-10 após a interação entre· linfócitos T e células apresentadoras de antígenos levaria a uma redução 

na capacidade de produção de TNF- por monócitos/macrófagos e à consequente modulação da formação do 

granuloma in vitro na esquistossomose humana.  

 

A análise em conjunto de todos os resultados obtidos neste trabalho mostra a existência 

de um padrão bastante complexo de produção de citocinas, tanto pelos tipos quanto pela 

sequência em que são produzidas. Os resultados envolvendo as células da linhagem 

monocítica/macrofágica mostram a participação destas células, e do processo de diferenciação, 

em mecanismos de imunorregulação presentes na esquistossomose humana. Estes dados 

acrescentam novos graus de complexidade aos eventos envolvidos nas respostas imunológicas 

dirigidas aos antígenos do S. mansoni e devem ser importantes para a compreensão dos 

mecanismos envolvidos na formação e regulação das reações granulomatosas responsáveis 

pela imunopatologia na esquistossomose. 
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7- CONCLUSÕES: 

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a participação das células da linhagem 

monocítica/macrofágica, e do processo de diferenciação celular, nos mecanismos de 

regulação das respostas estimuladas pelos antígenos do S. mansoni. Além disto constatamos 

a existência de um padrão bastante complexo de produção de citocinas na esquistossomose 

humana, tanto pelos tipos de citocinas secretadas quanto pela sequência em que são 

produzidas. Os dados reforçam a idéia de que a formação e o desenvolvimento do granuloma 

envolve uma produção "orquestrada" de citocinas, possivelmente resultante da participação 

sequencial de diferentes populações celulares e em diferentes estados de diferenciação. 
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