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RESUMO

Os ovos do Schistosoma mansoni depositados nos tecidos do hospedeiro induzem ao
aparecimento de uma reagao de hipersensibilidade do tipo granulomatosa, principal responsavel
pela imunopatologia observada nesta doenga. As células da linhagem monocitica/macrofagica
representam uma importante populacdo celular participante destas reagdes granulomatosas,
tanto pelo numero quanto pela variedade de fatores soluveis produzidos. Neste trabalho,
avaliamos o processo de formagdo de células gigantes multinucleadas sobre a imunorregulagao
da resposta aos antigenos do S. mansoni durante ensaios de proliferacao celular e formacao de
granuloma in vitro por células mononucleares de individuos com esquistossomose intestinal
crOnica. Avaliamos as principais citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN-y e TNF-a)
produzidas durante estes ensaios pela técnica de ELISA, a expressdo de marcadores de
superficie (CD 29, CD 54 e HLA-DR) durante aformagao de células gigantes multinucleadas
por citometria de fluxo, além das consequéncias da resposta de células mononucleares de
individuos com esquistossomose intestinal cronica aos antigenos do S. mansoni sobre
aspectos funcionais de mondcitos e macrofagos, tais como atividade metabolica avaliada pela
metabolizacdo de MTT e a produg¢dao da monocinas TNF-a por ELISA. Os resultados obtidos
mostram que que as c¢lulas gigantes multinucleadas, uma vez formadas, estdo envolvidas em
mecanismos de regulacdo das respostas proliferativas das células mononucleares dos
individuos infectados e associadas a um concomitante decréscimo na intensidade das reagdes
granulomatosa desenvolvidas in vitro. Além disto, verificamos que um dos provaveis
mecanismos responsaveis por esta imunorregulacao seria a modulagdo na expressao de HLA-
DR, CD29 e CD54. Os dados obtidos pela estimulagio com antigenos do parasita
mostraram a existéncia de um padrdo irrestrito (Tho) e bastante complexo de produgdo de
citocinas na esquistossomose humana, tanto pelos tipos de citocinas secretadas quanto pela
sequéncia em que sdo produzidas. Os resultados deste trabalho sugerem que, o padrdo de
producdo de citocinas por células mononucleares apds estimulagdo antigénica e o
desenvolvimento local de células gigantes multinucleadas, podem ser causas provaveis da

imunorregulacdo da resposta observada na esquistossomose humana.

Palavras chaves: Esquistossomose; granuloma; macréfagos; 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, IFNy and
TNFa) 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-a 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 (ThO) 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-INTRODUCAO

A Esquistossomose constitui-se em grave problema de saude publica afetando mais de
duzentos milhdes de pessoas em todo o planeta. E uma doenga parasitaria endémica capaz de
reduzir a produtividade levando, em alguns casos, ao desenvolvimento de esplenomegalia,
varizes esofagianas, hipertensdo portal e até mesmo a morte dos individuos infectados (Allison
et al, 1974). O parasita causador desta doengca ¢ um trematddeo digenético do género
Schistosoma. Existem atualmente cinco espécies deste género 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 ¢ endémico no hemisfério sul em partes

da Africa, ilhas do Caribe, em regides da América do Sul e principalmente no Brasil.

1.1 Esquistossomose mansoni: Ciclo biolégico do parasita

O ciclo evolutivo do S. mansoni ¢ bastante complexo e comegou 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, parasitaria e a dependéncia de um hospedeiro
intermediario. Individuos 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 embrido que vive em meio fluido envolto
por um membrana vitelina dentro de uma protecao de esclerotina. A presenca de uma espicula
lateral ¢ uma caracteristica morfologica do ovo do S. mansoni capaz de diferencia-lo dos ovos
de outras espécies pertencentes ao mesmo género. Os ovos eliminados junto as fezes do
hospedeiro eclodem em meio aquoso, liberando uma larva ciliada de vida livre (miracidio)
capaz de penetrar ativamente no hospedeiro intermediério. Este geralmente ¢ um molusco da
familia Planorbidae do género Biompha/aria. No Brasil existem trés espécies deste género
(Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagofi/a) que sio vetores
do S. mansoni (Pessoa; Martins, 1982).

No interior do hospedeiro intermediario os miracidios se reproduzem assexuadamente
originando inicialmente os esporocistos de primeiro estadio e algum tempo depois (8 a 10 dias)
os esporocistos de segundo estadio. Posteriormente os esporocistos de segundo estadio migram
para as glandulas digestivas do molusco e se reproduzem assexuadamente formando as
cercarias. Neste processo um Unico miracidio € capaz de produzir milhares de cercérias 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 penetracdo as cercarias perdem a sua cauda bifurcada caracteristica e transformam-
se em esquistossomulos (Gordon; Griffths, 1951; Standen, 1953; Alisson et al, 1974).
Os esquistossdmulos permanecem na pele pelo menos 2 dias até migrarem para os pulmdes, 4
a 7 dias apds a penetragdo, utilizando o sistema vascular do hospedeiro (Miller; Wilson, 1978).
Posteriormente alcangcam o figado pela corrente circulatoria ou através do espaco diafragma-
peritoneo-figado, ou ainda através da utilizacdo de ambas as rotas (Pereira ef al., 1972; Miller;
Wilson, 1978). Atingindo o sistema porta- hepatico crescem rapidamente, tornando-se adultos
e sexualmente ativos.

A fémea adulta ¢ filiforme, quase cilindrica, medindo de 7 a 17 mm, possuindo duas
ventosas, uma oral e outra ventral. O macho ¢ alongado, mede de 6 a 12 mm e seu corpo ¢
composto de duas porcdes distintas, uma anterior que possui duas ventosas e outra posterior
que dobra-se no sentido longitudinal formando o canal ginec6foro que abriga a fémea (Alisson
et al., 1974; Pessoa; Martins, 1982). O processo de penetragdo, transformagao, migracao e
desenvolvimento que origina os vermes adultos ativos, ocorre no homem, em um periodo que
varia de 4 a 6 semanas. Eveland et al. (1982) demonstraram a existéncia de um tropismo
entre machos e fémeas do S. mansoni, e que tal atracdo ¢ de natureza quimica, fato este que
explicaria o encontro e acasalamento dos vermes no hospedeiro definitivo. O processo de
pareamento de machos e fémeas que vivem in copula no sistema porta resulta na indugdo da
completa maturidade dos vermes que, assim pareados, podem migrar até as veias mesentéricas
inferiores (Damian, 1984). A partir dai inicia-se a postura, € 0os ovos que passam através das
paredes do intestino alcancam as fezes e sao eliminados para o meio exterior, completando-se
assim o ciclo biologico do parasita. Aproximadamente entre 20 e 60% dos ovos permanecem
no interior do hospedeiro, sobretudo no intestino, figado e pulmdes provocando em torno de si
uma reagdo granulomatosa, principal responsavel pela patogenicidade da doenca (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 ¢ uma doenga cuja patologia envolve a participagdo de efetores
imunoldgicos. Os ovos do parasita depositados no figado, intestino e pulmdes do hospedeiro
induzem ao aparecimento de uma reagdo 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 hepdatico pode apresentar um volume até
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cem vezes maior que o ovo, levando ao bloqueio do fluxo sanguineo local, desenvolvimento de
fibrose, hipertensdo portal e aparecimento das manisfestagdes clinicas proprias 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 sdo inicialmente pequenas, mas aumentam
quando o miracidio amadurece e, posteriormente, regridem de forma lenta e gradual com a
morte do ovo e sua desintegracdo (von Lichtenberg, 1987). Diversos trabalhos sugerem que o
granuloma esquistossomotico seja uma reagdo de hipersensibilidade mediada basicamente por
linfécitos T sensibilizados por antigenos liberados pelo miracidio vivo através de poros
ultramicroscopicos 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 ¢ um processo dindmico, onde a populagao de
c€lulas infiltradas no local varia com o decorrer da infecgdo (Stenger et al, 1967, Smith,
1977; Chensue; Boros, 1979).

O estabelecimento de modelos experimentais in vivo e in vitro possibilitou a
identificacdo de linfocitos, macrofagos, células gigantes multinucleadas, eosinodfilos,
neutrofilos, mastocitos 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 sdo em parte
desconhecidas, podendo estar relacionadas as caracteristicas proprias do parasita, do tecido e a
reatividade imunolédgica do hospedeiro (Akpon ef al., 1970; Lukacs et al., 1994a).

Diversos trabalhos mostraram que as reagdes granulomatosas sdo necessarias para se
conter os efeitos toxicos de enzimas e secrecoes do ovo e evitar danos aos hepatdcitos
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 a
medida que a infec¢do evolui, atingindo um diametro maximo por volta da oitava semana de
infeccdo e uma acentuada regressdo a partir da vigésima quinta semana (Andrade; Warren,
1964; Warren, 1982). Na esquistossomose humana, a fase aguda pos-postural é caracterizada

por um quadro clinico variado que inclui eosinofilia, febre, dores musculares, mal estar e
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desconforto abdominal (Hiati ef al., 1979). A fase cronica compreende basicamente as formas
intestinal (geralmente assintomatica), além das formas hepatointestinal e hepatoesplénica (com
sintomatologia mais severa). Apenas uma porcentagem relativamente pequena da populacao
infectada (1 a 10%) apresenta as manifesta¢des e formas mais graves da doenga, caracterizadas
por hipertensdo portal, varizes esofagianas e hepatoesplenismo (Warren, 1973; Warren, 1982;
Pessoa; Martins, 1982; Andrade; Van Marck, 1984). Durante a infec¢ao existe uma progressao
da fase aguda para uma fase cronica, 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 compreensdo dos fatores
que controlam o estabelecimento e a manuten¢gdo de mecanismos imunorreguladores na
esquistossomose constituem-se em aspectos essenciais a uma melhor compreensao desta

parasitose.

1.3-Imunorregulacio da resposta do hospedeiro aos antigenos do parasita

Na infecgdo esquistossomotica parece existir uma relagdo hospedeiro-parasita bastante
complexa oriunda de uma exposi¢ao continua do hospedeiro aos antigenos de diversos estadios
do parasita (esquistossomulo, verme adulto e ovo). A intensidade das reagdes inflamatérias no
hospedeiro parece ser controladas por mecanismos imunorreguladores desenvolvidos na fase
cronica da doenca. 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
antigenos e/ou mitdgenos (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 ef al., 1980; Rocklin et al., 1981; Barral-Neto et al,, 1982; Gazzinelli et
al., 1985). Ellner et al. (1980) demonstraram que a resposta blastogénica in vitro das células
obtidas de pacientes com a forma clinica hepatoesplénica compensada frente a antigenos do
parasita ¢ maior do que aquela observada para células de pacientes portadores da forma
intestinal cronica. Gazzinelli et al. (1985) verificaram que pacientes de drea ndo endémica, na
fase aguda da infec¢do esquistossomotica, apresentavam indices maiores de proliferacdo

linfocitaria in vitro induzida por antigenos soliveis de ovo (SEA) do que pacientes de area
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endémica na fase cronica da infec¢do. Segundo Ottesen et al. (1978) e Gazzinelli et al. (1985)
a diminuicao progressiva da reatividade linfocitaria frente aos antigenos do parasita no decorrer
da infecgdo poderia estar associada ao desenvolvimento de mecanismos imunorreguladores ¢ a
"cronificacao" da doenca. Colley et al. (1986) investigaram especificamente a resposta
proliferativa de células mononucleares frente a SEA e concluiram que as células de pacientes
com forma hepatoesplénica apresentavam respostas mais altas do que as células de pacientes
com a forma intestinal cronica. Estes autores formularam a hipotese de que ap6s uma intensa
resposta imunologica dirigida contra os antigenos do parasita (fase aguda) e posterior
estabelecimento de uma infec¢do estavel (fase cronica), muitos pacientes desenvolvem
diversos mecanismos que modulam o grau da resposta imune dirigida contra os antigenos
do § mansoni (Colley et al., 1986). Entretanto, alguns pacientes nunca expressam esta
modulagdo e respondem vigorosamente durante toda a infec¢do levando ao aparecimento de
reacdes imunopatoldgicas graves, capazes de afetar a funcdo de fibroblastos. Os resultados de
Dunn et al. (1979), mostrando que os tecidos hepaticos de individuos com esquistossomose na
forma hepatoesplénica descompensada sintetizam colageno com uma velocidade até 25 vezes

maior que a normal, refor¢gam este ponto de vista.

1.3.2-Imunorregulagado e a participacao de linfécitos T supressores

Outros mecanismos imunomoduladores foram descritos na esquistossomose mostrando
que até 50% dos pacientes infectados possuem linfocitos T capazes de serem induzidos in vitro
a exercer fungdes supressoras, como a inibi¢do da resposta proliferativa de células
mononucleares estimuladas por mitégenos ou por SEA. (Colley et al., 1978; Ellner et al., 1980;
Rocklin ef al., 1981). Colley et al. (1978) demostraram que a supressao mediada por linfocitos
T afetava somente a resposta blastogénica inespecifica induzida por mitdégenos enquanto que
Rocklin et al. (1981) apresentaram estudos com células supressoras capazes de inibir a
reatividade in vitro de linfocitos a antigenos do parasita.

1.3.3-Imunorregulacao e a participacao de células aderentes.

A participagdo de células aderentes (mondcitos/macrofagos) 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 populagao de
células mononucleares de individuos esquistossomoticos na fase cronica, resultando em um
aumento da resposta proliferativa linfocitaria estimulada por antigenos do parasita (verme

adulto e cercaria) sem, contudo, alterar a resposta a mitdgenos e antigenos nao relacionados
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como a Candida albicans (Ottesen, 1979; Todd et al., 1979; Tweardy et al., 1983). Ottessen
(1979) mostrou que a reposicao de macrofagos restaurava a inibicao anteriormente apresentada
frente a estimulag@o antigénica (antigenos do ovo, cercria ¢ verme adulto). Segundo este
autor a atividade supressora por células aderentes nao estd presente com 4 meses, mas so €
desenvolvida ap6s 20 meses de infeccdo. Por outro lado, ndo foram encontradas evidéncias
desta atividade supressora mediada por macrofagos em pacientes com hepatoesplenomegalia
(Tweardy et al., 1983).

Outros fatores também associados as células aderentes podem afetar a resposta imune
do hospedeiro na esquistossomose. Macréfagos obtidos de granulomas desenvolvidos pela
embolizagdo de ovos do S. mansoni nos pulmdes de camundongos secretam grandes
quantidades de espécies reativas de oxigénio quando comparados com macrofagos controle
(granuloma de corpo estranho). A administracdo de anti-oxidantes como o alfa- tocoferol, por
via oral ou parenteral, ¢ capaz de reduzir em até 60% o tamanho dos granulomas recém-
formados. Além disto, a administracao parenteral de superoxido dismutase e catalase € capaz
de provocar uma redugdo de até 40% no tamanho dos granulomas. Estes resultados sugerem
que as espécies reativas de oxigénio produzidas por macréfagos também participem no
desenvolvimento das reacdes granulomatosas. (Chensue et al., 1984)

1.3.4- O estudo da imunorregulagdo 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 blastogénica, foi ampliada pelo advento da
técnica de analise monoldgica da formagao 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 possivel demonstrar que
pacientes de area nao-endémica infectados ha mais de dois anos apresentam uma reatividade
celular bastante reduzida, se comparada a pacientes com infec¢do recente (Doughty; Phillips,
1984a). Esta técnica também pennitiu uma melhor investigagdo dos mecanismos e fatores
envolvidos na modulacdo da reacdo granulomatosa. Esta reagdo ¢ bloqueada quando a
apresentacdo de antigenos aos linfocitos T pelos macrofagos ¢ inibida (Phillips; Lammie,
1986). Em alguns pacientes a remog¢ao de células CD8+ aumenta a formagao de granuloma in
vitro anti-antigenos do ovo do parasita (Doughty et al., 1984b). Foi demonstrado com o uso
desta metodologia que a estimulagdo de células T anti-idiotipicas (isolada da populagdo de
células mononucleares de pacientes esquistossomodticos) também pode regular a formagao de
granuloma in vitro SEA especifico (Doughty et al., 1987; Doughty et al., 1989). Atualmente

acredita-se que a formagdo do granuloma in vivo e in vitro seja uma reagdo dependente de
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linfocitos T sensibilizados (Wellhausen; Boros, 1981; Doughty; Phillips, 1982b; Doughty et
al., 1984b; Lammie et al., 1985), mantida por mediadores soltiveis produzidos localmente
(Phillips; Colley, 1978; Colley 1981a; Colley 1981b; Phillips & Lammie, 1986).

1.3.5- Imunorregulagdo e participagdo de componentes do soro

Além da participacao de células na imunorregulagdo da resposta do hospedeiro, o soro
de pacientes infectados também possui fatores supressores capazes de inibir a proliferagdo in
vitro de linfocitos estimulados com antigenos do parasita (Colley et al., 1977c; Cottrel et al.,
1980; Ottesen; Poindexter, 1980; Rocklin ef al, 1980; Barral-Neto, 1982; Kamal; Higashi,
1982). Existe um grande numero de trabalhos sugerindo que essa soro-supressao seja antigeno
especifica (Colley et al., 1977b; Ottesen; Poindexter, 1980; Rocklin et al., 1980; Barral-Neto
et al., 1982). Segundo Tody et al. (1980) esta modulacao especifica pode ser o resultado de
interacdes entre as células e os soros com capacidade supressora. Gazzinelli et al. (1985)
verificaram que os niveis de anticorpos anti antigenos do parasita (ovo, cercaria ou verme
adulto) em individuos com infec¢ao aguda, eram maiores do que aqueles encontrados no soro
de pacientes com a forma intestinal cronica. A natureza da imunorregulacao por componentes
presentes no soro também pode envolver interagdes idiotipo/anti-idiotipo. Foi demonstrado que
pacientes cronicos desenvolvem anticorpos anti-SEA capazes de estimular células T anti-
idiotipicas em ensaios de proliferagdo celular (Lima et al., 1986; Parra et al., 1988).

1.3.6- Participacao de imunocomplexos e prostaglandinas

O envolvimento de imunocomplexos na regulacao da reacao 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 E; ¢ E»
eram algumas das substancias responsaveis pelo controle da reatividade celular anti-antigenos
de ovo do S. mansoni (Goes et al., 1994). A adi¢do exodgena 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 antigenos do ovo do
parasita reduzindo o tamanho dos granulomas formados no figado e nos pulmdes (Chensue et
al., 1986). Os efeitos imunomodulatorios das prostaglandinas envolvem a supressdo da
produgdo de IL-2, menor producdo de O:- e queda na expressdo de antigenos la pelos
macrofagos dos granulomas periovulares (Chensue et al., 1986).

1.3.7-0 envolvimento de fatores genéticos

A predisposicdo genética para o desenvolvimento dos sintomas associados as formas
mais graves da esquistosssomose pode depender de uma série de eventos que compreendem

desde o processamento e apresentacdo dos antigenos, até a producao de citocinas, mobilizacao
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de células inflamatdrias e a sintese e degradacdo do coldgeno. Dentro deste contexto surgiram
trabalhos tentando associar um determinado haplotipo do MHC a morbidez e ao aparecimento
das diversas formas clinicas observadas nesta parasitose (Abdel-Alam ef al., 1979. Abdel-Alam
et al., 1981; Abdel-Alam et al., 1986; Bina et al., 1978). Foram descritas associagdes entre os
pacientes que expressavam HLA-A; e Bs e o desenvolvimento de hepatoesplenismo (Abdel-
Alam et al., 1979; Abdel-Alam et al., 1986).

1.3.8-Alteragdes metabodlicas e imunoregulacao na esquistossomose.

Estudos realizados com pacientes esquistossomoticos portadores da forma intestinal
cronica identificaram alteragdes funcionais e metabdlicas na populacio de células
mononucleares durante a infec¢do. Nogueira-Machado et al. (1983) verificaram que as células
mononucleares de individuos esquistossomoticos possuem uma reduzida capacidade citotoxica
dirigida contra esquistossomulos se comparada as células de doadores normais. Chaves et al.
(1990) observaram que as células mononucleares de doadores esquistossomoéticos com a forma
intestinal cronica apresentam uma menor reatividade a estimulacao por PHA do que doadores
nao infectados. Estas alteragdes envolvem uma menor formacao de inositolpolifosfatos (IPx) e
parecem estar relacionadas ao inicio da interfase mitotica (retardamento de GO para G1), o que
também pode estar associado a produgdo de citocinas. O desenvolvimento de reacgdes
granulomatosas em camundongos infectados pelo S. mansoni também ¢ bloqueado pelo
tratamento com inibidores da via das lipooxigenases. Estes inibidores também suprimem a
expressao de antigenos la pelos macrofagos presentes nos granulomas enquanto que os
inibidores da via das ciclooxigenases exercem um efeito contrario nos macrofagos. Os
principais metabdlitos da via das lipooxigenases sintetizados pelos macréfagos presentes nos
granulomas sdo o leucotrieno C4 e os dcidos mono-hidroxieicosatetraenoicos (Kunkel et al.,
1984). Outros grupos de pesquisadores encontraram também o tromboxano A, como o principal
produto da via das lipooxigenases sintetizado pelos macrdfagos presentes nos granulomas de
camundongos infectados pelo S. mansoni (Tripp et al., 1988).

Embora diversas alteracdes tenham sido detectadas em células mononucleares de
individuos esquistossomoticos, poucos foram os trabalhos realizados no sentido de se investigar
a reatividade e a participagdo do outro compartimento leucocitario, os granuldcitos, em
circuitos imunorregulatorios presentes nesta doenga. Na realidade, a grande maioria dos
trabalhos realizados com granuldcitos na esquistossomose envolveu apenas o estudo dos
mecanismos associados a regulacdo da funcao citotdxica.

1.3.9-A imunorregulacao da fungao citotoxica dos granulécitos

A maioria dos trabalhos publicados envolvendo granuldcitos 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 eosindfilos de cobaias, em presenca de anticorpos, eram
capazes de aderir aos esquistossomulos sem induzir lesdo ou morte. Segundo estes autores os
neutr6filos eram, na realidade, os efetores da morte da larva. Resultados analogos foram obtidos
com neutrofilos de rato (Dean et al., 1975). Entretanto, Mackenzie et al. (1977), Ramalho-Pinto
et al. (1978) e Capron et al. (1979) demonstraram que os eosinofilos de rato também sao
capazes de aderir aos esquistossomulos na presen¢a de anticorpos, provocando lesdo e morte.
Butteworth et al. (1974) verificaram, usando a técnica de liberacdo do °'Cr, que granulécitos
humanos induziam lesdes na larva do S. mansoni na dependéncia de anticorpos. Prosseguindo
em seus experimentos, Butteworth et al. (1975, 1977a) mostraram que, dentre os granuldcitos
humanos, somente o eosindfilo era citotéxico para o esquistossomulo. Contudo, Vadas et al.
(1979) demonstraram que os neutréfilos também eram citotoxicos para a larva. Anwar ef al.
(1979), Kazura (1981) e Moser; Sher (1982) apresentaram resultados onde a morte dos
esquistossomulos era mediada por eosindfilos e/ou neutréfilos na dependéncia de anticorpos.
Novato-Silva et al. (1980) verificaram que granulocitos de individuos esquistossomoticos
também tém atividade citotoxica contra a larva do S. mansoni em mecanismo dependente de
complemento. Nogueira-Machado et al. (1983) demonstraram que as capacidades citotoxicas
de granulécitos obtidos de individuos normais e infectados pelo S. mansoni contra
esquistossomulos in vitro, sdo idénticas em mecanismo dependente de complemento. As
investigacdes realizadas envolvendo a capacidade citotoxica de granuldcitos contra
esquistossomulos 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 informagdes necessarias ao desenvolvimento in vivo de
métodos de protecao do hospedeiro ("vacinas"). Entretanto, estudos posteriores demonstraram
que estes efeitos toxicos mediados por células contra esquistossomulos in vitro nao
apresentavam qualquer correlagdo com a indugdo da protecao ou efeito in vivo (Bloch, 1984;
Vignali et al., 1988).

Estudos atuais sobre a capacidade citotoxica celular na esquistossomose adicionaram
novos dados a estas antigas questdes. Foi demonstrado que, além dos granulécitos, as células
endoteliais de camundongo ativadas com diversas citocinas (IFN-y, TNF-a., IL-la. ou IL-13
também sdo capazes de matar esquistossomulos in vitro, em um mecanismo dependente de
arginina que envolve a producdo de 6xido nitrico (Oswald et al., 1994). As células endoteliais
sdo capazes de matar formas mais maduras do parasita (18 dias) em comparacdo com a

capacidade citotoxica de outros tipos celulares.
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Além das células endoteliais, estudos mais recentes com macrofagos lancaram novas
hipoteses sobre o ataque aos esquistossomulos in vivo dentro do sistema vascular do hospedeiro.
Na realidade, a imunidade obtida por protocolos de vacinacdo que utilizam cercarias atenuadas
pela radiacdo, seria uma consequéncia do desenvolvimento de macréfagos ativados capazes de
iniciar e manter rea¢des de hipersensibilidade nos pulmdes dos camundongos vacinados. Este
processo deixaria os parasitas "presos" no local, bloqueando a sua posterior rota migratoria e
levando, em ultima consequéncia a morte dos mesmos (Menson; Wilson, 1989).

1.3.10-Imunorregulacao e participacdo de moléculas de adesao

A presenca das moléculas de adesdao, ICAM-1 ("interoellular adhesion molecule-1") e
selectina-E, no soro de pacientes esquistossomodtioos em diversas formas clinicas foi
recentemente investigada (Secor et al., 1994). Todos os grupos de pacientes avaliados tinham
niveis séricos elevados de ICAM-1 quando comparados aos individuos nao infectados.
Pacientes com a forma hepatoesplénica da doenca tinham niveis mais elevados de ICAM-1 do
que pacientes com a forma intestinal. Os niveis de selectina-E eram menores nos pacientes
hepatoesplénicos quando comparados aos pacientes portadores da forma intestinal. Foi
observada uma relacao inversa entre os niveis de ICAM-1 e a resposta proliferativa de células
mononucleares do sangue periférico frente a estimulacdo com SEA, mas ndo com outros antigenos
do parasita, PPD ou mitogenos. E possivel que a liberagdo de ICAM-1 solavel no microambiente
do gnmuloma possa interromper a co-estimulagdo necessaria ao desenvolvimento de uma
resposta especifica para SEA (Secor ef al., 1994).

Na esquistossomose murina experimental foi demonstrado que a resposta proliferativa de
linfécitos T ¢ dependente das moléculas de adesao ICAM-1, LFA-1 ("lymphocyte function-
assoclated antigen-1") e VLA-4 ("very late antigen-4"). O bloqueio destas moléculas de adesdao
com anticorpos monoclonais inibe a producao de IL-2 e 1L-4 por linfocitos assim como a sua
capacidade de resposta linfoproliferativa (Langle; Boros, 1995). Estes resultados sugerem que
estas moléculas de adesdo estdo envolvidas na iniciacdo e manutencdo das respostas dirigidas
aos antigenos do S. mansoni.

1.3.11-Immunorregulacdo e a participacao de citocinas e fatores soliveis.

Acredita-se que as citocinas exercam um papel fundamental em inimeros fendomenos
imunorregulatorios. No final da década de 70 e inicio da década de 80 as principais citocinas
descritas na esquistossomose eram:

- O fator promotor da estimulagdo de eosinofilos, "ESP" (Kazura et al., 1975)
- O fator mitogénico,"MF" (Gazzineli et al., 1983);
- O fator inibidor da citotoxidade de granuldcitos,"GIF" (Nogueira-Machado et al., 1983);
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- O fator inibidor da migragdo de leucécitos,"LIF" (Lima et al., 1985);
- O fator inibidor da aderéncia de leucoécitos, "LAIF" (Nogueira-Machado et al., 1985);
- O fator inibidor da agregagdo de leucocitos (Rouviex ef al., 1985).

Durante a fase cronica da infec¢do foram descritos alguns fatores supressores como o
fator supressor de células T que regula a produgdo de MIF (Chensue et al, 1983), o fator
inibidor de leucocitos (Lima et al., 1985) e o fator soluvel inibidor da citotoxicidade de
granulocitos (Nogueira-Machado et al., 1983).

A partir da segunda metade da década de 80, novos conceitos surgiram em relacdo a
producao de citocinas por linfocitos T. Mosmann ef al. (1986) identificaram em camundongos,
subpopulagdes de linfécitos T helper capazes de produzir padrdoes distintos de citocinas. A
subpopulacdo que produzia IL-2, IFN-y e linfotoxina foi denominada de Thi, enquanto que a
subpopulagdo que produzia IL-4, IL-5 e IL-10 foi denominada de Th,. Posteriormente foi
identificado um terceiro subgrupo, denominado de Tho, com a capacidade de produzir citocinas
de ambos os tipos e considerado como provavel precursor das subpopulacdes Thi e Tho. Além
da produgao diferencial de citocinas, os linfocitos Thi e Th, também apresentam fungdes
biologicas distintas, onde o desenvolvimento de uma determinada subpopulacdo leva a
supressao da produgdo das citocinas e ao bloqueio dos efeitos bioldgicos resultantes da
atividade da outra subpopulagdo (Mosmann; Moore, 1991). Estas descobertas tiveram um
grande impacto sobre a investigagdo das respostas imunologicas em diversos estados
patoldgicos.

Atualmente, o estudo da produgdo diferencial de citocinas do tipo Th; e Th, na
esquistossomose murina experimental ¢ um topico recente de intensa investigacdo onde ja
encontram-se descritos alguns mecanismos envolvidos na imunorregulacdo da resposta do
hospedeiro aos antigenos do S. mansoni. Na esquistossomose humana, no entanto, existem
poucos trabalhos publicados e os estudos realizados encontram-se ainda em fase inicial. A
investigacdo dos mecanismos associados ao "balango" Th; e Th, podera trazer uma maior
compreensdo dos mecanismos envolvidos na resisténcia e no desenvolvimento da
imunopatologia na esquistossomose mansoni humana.

1.3.12- O "balango" Th1/Th2 e a regulacdo da resposta na esquistossomose

Os mecanismos associados ao desenvolvimento das respostas do tipo Thl e Th2
na esquistossomose ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Os trabalhos atualmente
publicados revelam a existéncia de interagdes complexas entre tipos celulares e citocinas,

conforme descreveremos a seguir: Na esquistossomose murina, as células do baco e as células
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participantes das reagdes granulomatosas secretam citocinas tanto do tipo Th; quanto do tipo
Thy (Cook et al., 1993; Joseph; Boros, 1993; Wynn et al., 1993).

Resultados de varios laboratérios tém demonstrado a importancia de algumas
citocinas na esquistossomose experimental, entre as quais destacam-se a IL-2, IL-4, IL-5,
IL-10, IFN-y e o TNF-a (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 ¢ capaz de reduzir a produgdo de IL-5 estimulada por
antigenos do parasita, o tamanho dos granulomas hepaticos e a fibrose em comparagdo com
camundongos nao tratados. Ramadan ef al. (1995) mostraram a importancia da IL-2 através da
utilizacdo 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 ¢ capaz de suprimir a formagao de granuloma in vitro, a expressao de receptores para 1L-2
em linfocitos T, a resposta proliferativa frente a antigenos do parasita, o desenvolvimento de
granulomas e a deposicao de colageno in vivo no figado dos camundongos infectados. Os
trabalhos de el-Cheikh et al. (1990) ressaltam a importancia da IL-5 e de outros fatores soltveis
no controle da proliferacao e diferenciacao de eosinéfilos em granulomas esquistossomaticos.
Na fase aguda da infecgdo a atividade de IL-5 ¢ predominante, enquanto que na fase cronica a
eosinofilopoiese periférica ¢ sustentada por fatores soliveis produzidos pela populagdao de
células aderentes (el-Cheikh; Borojevic, 1990). Cheever et al. (1991) também mostraram
que a neutralizacao dos efeitos da IL-5 ou do IFN-y in vivo com anticorpos monoclonais € capaz
de reduzir o tamanho dos granulomas hepaticos assim como o numero de eosinofilos presentes
nestas lesdes, mas ndo € capaz reduzir a fibrose hepatica 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 ef al. (1990)
obtiveram resultados contrarios aos anteriormente descritos onde a neutralizacao da IL-5 ou do
IFN-y ndo apresentou nenhum efeito sobre o tamanho dos granulomas desenvolvidos em
camundongos infectados pelo S. mansoni.

Na esquistossomose experimental a IL-4 estd associada ao desenvolvimento de
respostas do tipo Th> além de contribuir para o desenvolvimento de fibrose hepatica nos
camundongos infectados (Cheever et al., 1994). Além disto a IL-4 ¢ capaz de inibir a producdo
de 6xido nitrico e a morte de esquistossomulos in vitro (Cheever et al., 1994). Os niveis de
RNA-mensageiro para IL-2 e IL-4 foram avaliados em granulomas do figado de camundongos

infectados pelo S. mansoni e os resultados obtidos mostraram uma grande produgdo de RNA
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mensageiro para [L-4 e baixos niveis para IL-2 (Henderson et al., 1991; Henderson et al., 1992).
Posteriormente foram avaliados os niveis de RNA mensageiro para 1IFN-y, IL-4 e IL-2 em
células totais de linfonodos mesentéricos, bago ¢ granulomas de figado de camundongos
durante o curso de modulagdo e cronificagdo da infec¢do esquistossomotica (Gregory et al.,
1992). Os resultados obtidos revelaram uma queda generalizada na producao de citocinas (tanto
Thi quanto Thy) apos a 16* semana de infeccdo. Foi demonstrado também, em camundongos
infectados, que a postura de ovos pelo parasita € o principal estimulo para o aumento na
producao das citocinas caracteristicas da resposta Th, e uma supressao da resposta mediada por
linfécitos Thy (Pearce et al., 1991). Vella; Pearce, (1992) demonstraram que esta resposta do
tipo Thy desenvolve-se rapidamente a partir de um estagio intermediario denominado Thy
caracterizado por um aumento no nimero de células expressando altos niveis do Pgp-1
(receptor cuja expressao esta elevada em células de memoria). O desenvolvimento da resposta
T helper do tipo 2 em camundongos infectados pelo Schistosoma mansoni, caracteriza-se pela
producao de altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10. Além disto, durante a resposta aos ovos
do parasita, a queda observada na producdo de IFN-y correlaciona-se com o aumento da
producao de IL-10 (Vella et al., 1992).

A IL-10 ¢ uma citocina capaz de inibir a produgdo de oOxido nitrico, a capacidade
citotoxica contra esquistossomulos e a sintese de TNF-o.. por monocitos (Bogdan et al., 1991;
Fiorentino et al., 1991; Cunha et al, 1992; Gazzinelli et al., 1992, Oswald ef al, 1992). Em
camundongos a IL-10 ¢ produzida por linfécitos Tho, Tho, monécitos, macréfagos e
linfécitos B (Howard & O'garra, 1992). Flores-Vlllanueva et al. (1993) demonstraram
que a IL-10 inibe a capacidade de macréfagos de camundongos infectados de apresentarem
antigenos do ovo do S. mansoni. Posteriormente, este mesmo grupo de pesquisadores
demonstrou que a IL-10 inibe a capacidade de apresentacdo de antigenos do S. mansoni através
damodulagdo expressao de moléculas co-estimuladoras como o B7 e o B7-2 (Flores-Vlllanueva
& Stadecker, 1994). Recentemente, Flores-Villanueva et al (1996) demonstraram que a
administracdo de IL-10 recombinante em camundongos infectados pelo S. mansoni também inibe
aformacdo de granuloma.

O papel da IL-12 na esquistossomose murina experimental também foi recentemente
investigado (Chensue ef al., 1995a). A IL-12 promove a atividade de células "natural killer' e o
desenvolvimento das respostas do tipo Th1. Macrdéfagos obtidos de granulomas induzidos nos
pulmdes através da embolizagdo de microesferas acopladas a SEA em camundongos pré-

sensibilizados revelam um bloqueio na capacidade de produzir IL-12. Por outro lado, macréfagos
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obtidos de granulomas induzidos por microesferas acopladas a protéinas derivadas do
Mycobacterium tuberculosis (PPD) sdo capazes de produzir grandes quantidades de IL-12
(Chensue et al., 1995a). Anticorpos monoclonais anti-IL-10 e anti IL-4 revertem o bloqueio na
produgdo de IL-12 em macrofagos obtidos do granuloma anti-SEA, e monoclonais anti-1L-12
e anti-IFN-y reduzem a produgdo de 1L-12 por macréfagos provenientes do granuloma anti-
PPD. Estes resultados sugerem a existéncia de um "feedback™ positivo da estimulacdo da
producao de IL-12 por IFN-y, que por sua vez € regulada pela produgdo de IL-10 e IL-
4. Este grupo de pesquisadores denominaram os granulomas anti-SEA de granulomas com
envolvimento de citocinas Thy (ou granulomas tipo 2) e os granulomas anti-PPD de granulomas
com o envolvimento de citocinas do tipo Thy (ou granulomas do tipo 1). Estes granulomas
diferem profundamente quanto a modulacdo induzida por diferentes citocinas. Anticorpos
monoclonais anti-IFN-y reduzem em 20% o tamanho de granulomas anti-PPD mas aumentam
em até 50% o tamanho de granulomas anti-SEA. Anticorpos monoclonais anti-TNF-o
diminuem o tamanho de granulomas do tipo 1 em até¢ 40% e do tipo 2 em 15%. Além disto, a
neutralizacdo de TNFa. em camundongos onde foram induzidos granulomas do tipo 2 ¢ capaz
de reduzir a produgdo de IL-4 e IL-10 nos linfonodos regionais, mas nao produz nenhum efeito
nos camundongos onde foram induzidos granulomas do tipo 1 (Chensue et al., 1995b).
Alguns estudos também tém tentado utilizar a [L-12 como uma vacina para prevengao
da fibrose induzida na infeccao pelo S. mansoni, uma vez que a sensibilizacdo de camundongos
com ovos do parasita e IL-12 ¢ capaz de inibir parcialmente a formagao 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 auséncia de IFN-y (utilizando camundongos
"knock-out" para IFN-y), ao invés de suprimir, a IL-12 exacerba as reacdes imunopatologicas
dependentes de linfocitos Thy (Wynn et al, 1995b). Estes resultados mostram que a IL-12 inibe
indiretamente o desenvolvimento de linfocitos Tha in vivo através da estimulacao da sintese de
IFN-y. Tomando em conjunto todos os dados expostos parece que na esquistossomose murina
experimental, de uma forma geral, os vermes adultos estimulam respostas do tipo Th; que sdo
moduladas por respostas do tipo Thz induzidas preferencialmente pelos antigenos do ovo no
decorrer da infec¢do (Pearce; Sher 1991). Na esquistossomose humana, Zwingenberger et al.
(1989) demonstraram a presenca de baixas concentracdes de IL-2 no sobrenadante de cultura
de células de pacientes intestinais e hepatoesplénicos estimuladas com PWM ("pookweed

mitogen"), SEA ou SWAP quando comparada a individuos ndo infectados. Foi constatada também
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a produgdo de niveis reduzidos de IFN-y por células mononucleares de individuos infectados
apos estimulacdo com antigenos do S. mansoni.

Willians et al. (1994) ndo constataram nenhum aumento na produ¢do de RNA
mensageiro para [FN-y e IL-2 pelas células mononucleares de individuos esquistossomoticos apos
estimulagdo com antigenos do ovo S. mansoni. Viana et al. (1994) avaliaram a producao de IFN-
v por células mononucleares de individuos identificados por Correa-Oliveira et al. (1989) como
normais endémicos (NE). Este grupo de individuos reside em areas endémicas, tem contato
permanente com 4aguas contaminadas, mas ndo apresentam sinais da infeccdo. Células
mononucleares de individuos NE produzem mais IFN-y do que as células dos individuos
infectados, mostrando uma correlagao entre resisténcia a infec¢ao e a producao desta citocina.
Recentemente foram publicados alguns trabalhos indicando que a IL-10 tem um papel
importante na modulagdo das respostas proliferativas de linfocitos T e na regulacao da produgao
de IFN-y por células mononucleares de individuos 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 identifica¢ao de respostas Thi e Th, 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 mondcitos, linfocitos B, linfocitos Tho, Thy e Th, (Yssel et al.,, 1992; Del Prete
et al., 1993), toma ainda mais complexa a andlise dos resultados atualmente disponiveis neste
sistema.

Inumeras questdes ainda permanecem sem resposta, tais como: Porque o ovo do S.
mansoni estimula preferencialmente uma resposta Th, na esquistossomose experimental?
Quais sao os fatores que levam preferencialmente ao desenvolvimento de respostas do tipo Th;
ou Th,? Quais seriam as citocinas adicionais que regulariam o desenvolvimento das populacdes
de linfécitos Thy e Thy in vivo? Seriam monocinas? Qual o papel das diferentes populagdes de
células apresentadoras de antigenos neste processo? Esta lista de perguntas estd longe de
esgotar todas as lacunas da compreensdo atual sobre os mecanismos de desenvolvimento e
regulacdo das células Th e a consequente producdo de citocinas na esquistossomose. As
respostas a varias destas questdes podem estar associadas a investigacdo de mnovos
mecanismos envolvidos na imunorregulacdo das respostas do hospedeiro aos antigenos do
parasita.

Dentro deste contexto, estudos recentes estdo adicionando novos graus de complexidade
aos eventos envolvidos na atividade inflamatoria anti-antigenos do ovo do S. mansoni. Estes

trabalhos mostram que, além das citocinas, outras substancias como os neuropeptideos, enzimas
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proteoliticas e prostaglandinas também sdo capazes de alterar a atividade dos linfocitos Th;
e Tho (Phipps et al, 1991; Blum et al,1992; Finkelman; Urban, 1992; Pearce; Appleton,
1992; Cook et al., 1994), conforme veremos a seguir:

1.3.13-0O "balanc¢o" Th1/Th2 e produgao de neuropeptideos

Recentemente foi demonstrada a produgdo de neuropeptideos (P-endorfina e ACTH)
pelo S. mansoni com propriedades de inibir a producao de IFN-y pelo hospedeiro e favorecer o
aparecimento de uma resposta caracteristica de linfocitos Tho (Pearce; Appleton, 1992).
Linfécitos T isolados de granulomas esquistossomoticos em camundongos infectados possuem
receptores para a substancia P produzida por eosinofilos. A substincia P € capaz de modular a
producao de IFN-y apos interacao com este receptor (Cook ef al., 1994). Além disto, linfocitos
CD4+ presentes nos granulomas também possuem receptores para somatostatina e respondem
a estimulagdo destes receptores com uma queda na produgdo de IFN-y (Blum ef al., 1992).
Derivados da somatostatina quando administrados a camundongos infectados reduzem as
reagoes granulomatosas in vivo (Blum et al., 1992).

Uma grande parte da populacao de macrdofagos, linfécitos e granuldcitos participantes
das reacdes granulomatosas também possuem receptores para histamina. No interior do
granuloma encontramos predominantemente células que expressam receptores do tipo Hi e
alguns linfécitos que expressam receptores do tipo H,. O tratamento de camundongos
infectados com cimetidina (antagonista dos receptores Hi) aumenta a resposta granulomatosa
enquanto que e o tratamento com difenildramina (antagonista dos receptores H») reduz esta
mesma resposta. Linfocitos que ndo expressam receptores para histamina parecem mediar a
producao de MIF estimulada por SEA e participam da supressao de reagdes granulomatosas
por transferéncia adotiva de células (“Tpu cells”) enquanto que linfocitos Ts que regulam a
produgdo de citocinas dentro das reagdes granulomatosas parecem possuir receptores para
histamina. (Weinstock ef al., 1983).

1.3.14-O "balango" Th1/Th2 e a agao de enzimas proteoliticas

Produtos secretados em grandes quantidades pelo parasita, como algumas enzimas
proteoliticas, comecaram a ser testados como possiveis indutores de respostas do tipo Th»
(Finkelman; Urban, 1992). Esta hipdtese baseia-se no papel obrigatério que certas enzimas
proteoliticas desempenham no processo de desenvolvimento dos vermes e invasao dos tecidos
do hospedeiro sem que ocorra a eliminagdo do parasita. Os resultados obtidos reforcaram a
hipotese inicial mostrando que inje¢des subcutianeas de 100 pg de papaina em camundongos

BALB/c estimula um aumento de cerca de 10 vezes nos niveis de IgE no soro, além de um
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aumento de 10 a 30 vezes na produ¢do de RNA mensageiro para [L-4, IL-5 e IL-9 (Finkelman;
Urban, 1992).

1.3.15-O "balango" Th1/Th2 e a agdo das prostaglandinas

As prostaglandinas também podem afetar a resposta imune, alterando o "balanco" da
producdo de citocinas em linfocitos Thl e Th2. Prostaglandinas da série E (PGE; e PGE>)
secretadas por macréfagos, fibroblastos e células dendriticas inibem a sintese de IFN-y, mas
nao a sintese de IL-4 por linfocitos, favorecendo o desenvolvimento de uma resposta do tipo Thz
(Phipps et al., 1991). Diversos mecanismos imunorreguladores foram descritos até aqui nesta
parasitose, incluindo a soro-supressao, participacao de linfocitos T supressores, citocinas e
fatores soluveis, interacdes idiotipicas, fatores genéticos, alteragdes bioquimicas e participagao
de imunocomplexos, entre outros. Por outro lado, existem aspectos dos fenomenos de
imunorregulacdo que atualmente encontram-se pouco investigados na esquistossomose
humana. Dentro deste contexto, podemos destacar o efeito do processo de diferenciagdo celular
sobre a geracdo e manutencao da resposta imune aos antigenos do parasita. O estudo da
diferenciagdo celular e dos fatores soltiveis envolvidos neste processo podem auxiliar na
elucida¢dao dos mecanismos associados as respostas inflamatorias cronicas.

1.3.16- Diferenciagdo de células da linhagem monocitica/macrofagica e a produgao de
citocinas na esquistossomose humana: a investigagdo de novos mecanismos
imunonoreguladores.

Os monocitos nao sdo células "maduras" quando liberados da medula 6ssea e o seu
processo de maturacao 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 diferenciacao in vitro assemelha-se ao processo in vivo
(Adams, 1974; Adams, 1976). Os mondcitos diferenciam-se em macréfagos quando atingem
os tecidos, podendo também ocorrer a formacdo de células gigantes multinucleadas. Estas
células gigantes multinucleadas foram primeiramente identificadas em granulomas na
tuberculose (Rokitansky, 1885) e posteriormente encontradas em associagdo com diversos
estados patologicos cronicos (Adams, 1976; Chambers, 1978; Hill, 1992). As células gigantes
multinucleadas surgem por fusdo de mondcitos e macroragos precursores (Adams, 1976;
Chambers, 1978; Hassan et al., 1989; Weinberg ef al, 1989). Postlethwaith et al. (1982)
identificaram uma proteina termolabil de 60.000 daltons derivada de linfocitos T, capaz de
induzir a formagao de células gigantes in vitro a partir da fusdo de mondcitos do sangue
periférico. Esta proteina foi denominada GCF ("giant cell factor"). Posteriormente foi

descoberto que a formacao de células gigantes multinucleadas também pode ser acelerada pela
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estimulagdo de monoécitos com anticorpos monoclonais anti moléculas de classe 11 do MHC
(Orentas et al., 1992), pela estimulagdo de determinadas moléculas existente na superficie de
mondcitos denominadas proteinas reguladoras da fusdo ("FRP,s") (Tabata et al., 1994) ou ainda
pela adig@o de vitamina D3 (Abe, 1981), ésteres de forbol (Hassan et al., 1989), IL-4 (Mcinnes;
Rennick, 1988), TNF-a (Takasihma et al., 1993) ou IFN-y (Weinberg et al., 1989).

Na esquistossomose murina foi descrita a produg@o de um fator solavel por granulomas
de figado anti-ovo do S. mansoni mantidos in vitro capaz de induzir a formacdo de células
gigantes (Acosta et al, 1992). Estudos recentes na esquistossomose humana demonstraram a
formacao in vitro de células gigantes multinucleadas induzida pela estimulacao com antigenos
do parasita (Silva-Teixeira et al., 1993). Embora a presenca de cé€lulas gigantes multinucleadas
tenha sido observada em inumeros tipos de reagdes inflamatorias cronicas inclusive no
granuloma esquistossomotico, sua participacao em circuitos imunorreguladores associados ao
desenvolvimento das respostas granulomatosas contra os antigenos do S. mansoni ainda nao esta
esclarecida enecessita de investigacao.

Resultados de varios laboratorios tém demonstrado que macréfagos humanos
derivados de diferentes compartimentos ou em estados de diferenciacdo variados, exibem
respostas antagonicas a imunomoduladores (Strieter et al, 1989; Hurme et al., 1992). Toosi et
al. (1996) mostraram que macrofagos alveolares humanos produzem menos TGF-B do que
monocitos obtidos do sangue periférico. Lipopolissacarideos (LPS) sdao capazes de mobilizar
mais calcio em monocitos do que em macrofagos (Hurme et al., 1992). A producao de TNF-a
estimulada por LPS ¢ inibida por prostaglandina e dexametasona em monocitos do sangue
periférico, mas nao ¢ inibida em macréfagos alveolares (Strieter ef al., 1989).

O processo de diferenciacdo também ¢ acompanhado por mudangas funcionais e
bioquimicas caracteristicas (Cohn, 1968; Adams, 1976). A expressdo de inumeros receptores e
moléculas de superficie altera-se durante o processo de diferenciagdo 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 sdo essenciais em diversos processos de
ativacdo, adesdo e interagoes célula-célula. Durante a diferenciagdo de mondcitos existe um
aumento na expressdao dos receptores para adenosina envolvidos na regulagdo da fagocitose
(Eppel, 1989). A secrecao de IL-1 estimulada por LPS diminui durante a maturagdo, assim
como a capacidade de apresentar antigenos (Janson ef al., 1990; Rupper; Peters, 1991). Esta
capacidade ¢ restaurada em macrofagos "diferenciados" pela adi¢do de IL1 e/ou IL6 exdgenos

(Rupper; Peters, 1991). Os niveis de fosfatase acida aumentam durante a diferencia¢do de
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monocitos (Rupper; Peters, 1991), enquanto a atividade de peroxidase diminui (Andeersen,
1983). Existe também um aumento na capacidade citotoxica de macréfagos durante a
diferenciagdo in vitro (Cottrel et al., 1989; James et al., 1990). Provavelmente, a importancia
do processo de maturacio estd em direta associagdo com o local e a funcio especifica a ser
exercida pela célula.

Os mondcitos e macroéfagos representam uma importante populacio celular participante
das respostas granulomatosas tanto em nimero de células quanto na variedade de fatores
soluveis secretados (Akpon et al., 1970; Adams, 1976; Bentley et al., 1985). As estimulacdes
reciprocas entre macrofagos e células T nas reagdes granulomatosas levam a producao de
diversas monocinas e citocinas (Phillips; Lammie, 1986; Shikama ef al., 1989). Estas moléculas
efetoras podem regular os processos de diferenciagdo, recrutamento e ativa¢do das células
envolvidas na formacdo do granuloma (Phillips & Lammie, 1986; Shikama et al., 1989).
Utilizando citocinas conjugadas a microesferas de sephadex, Shikama et al (1989)
demonstraram que o TNF-a tem um papel fundamental no acimulo e desenvolvimento de
macroéfagos durante a formacao de granuloma in vitro. Além disto, macréfagos isolados de
granulomas de figado de camundongos em fase aguda de infec¢ao secretam mais TNF-a do que
os macrofagos isolados de camundongos em fase cronica (Joseph; Boros, 1993). A
administracdo repetida de anticorpos policlonais anti-TNF-a ¢ capaz de suprimir
significativamente o tamanho de granulomas desenvolvidos em camundongos infectados em
fase aguda da infec¢do e a administragdo de TNF-o.. recombinante a camundongos em fase
cronica de infeccdo aumenta o tamanho de granulomas desenvolvidos no figado e nos pulmdes
(Joseph; Boros, 1993). E importante notar que o TNF-a. é capaz de restaurar a formagdo 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 formag¢do do granuloma. O mecanismo de formagdo do granuloma na
esquistossomose mediado pelo TNF-a pode estar associado a inducdo do aumento de expressao
de ICAM-1 por esta citocina (Lukacs et al., 1994). Além disto, o TNF-a € capaz de estimular
a postura de ovos pelo parasita, que desta forma utiliza-se de um produto do sistema imune
do hospedeiro em seu proprio beneficio (Amiri et al., 1992).

Sabe-se atualmente que os macréfagos ativados secretam IL-1 e TNF-a que sdo capazes
de estimular fibroblastos (Nimer et al., 1989; Hamilton, 1993). Por sua vez, os fibroblastos
ativados secretam GM-CSF e M-CSF que s3o citocinas capazes de ativar macrofagos

(Hamilton, 1993), o que poderia criar uma "al¢a" auto-amplificadora da producdo destas
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citocinas. Além disto, macrofagos isolados de granulomas periovulares, na esquistossomose
murina experimental, secretam fatores soltiveis com atividade estimulatoria para recrutamento
e proliferacdo de células da préopria linhagem monocitica/macrofagica, ampliando ainda mais
este processo (Sluiter et al., 1987). Estes dados nos levam a pensar que a produgao de citocinas
na esquistossomose necessita estar altamente regulada a fim de limitar a intensidade da resposta
inflamatoria anti-antigenos do parasita e prevenir um excesso de dano tecidual.

Chensue et al. (1989) obtiveram evidéncias de uma produgdo sequencial de IL-1 (entre
0 2° e 4° dias) e posteriormente de TNF-a. (entre o 8° e 16° dias), na formag¢do do granuloma
pulmonar. Estes resultados sugeriram a IL-1 como importante nos primeiros estidgios de
recrutamento para formagdo do granuloma enquanto que o TNF-a.. teria um papel importante
mais tardiamente na manutengdo das fungdes efetoras dos macrofagos. Outros estudos com
modelos sincronicos de formacdo de granuloma em camundongos (Chensue et al, 1992)
demonstram que o pico de IL-4 ocorre entre os picos de IL-1 e TNF-a.

Todos os resultados aqui expostos sugerem que a formacao e o desenvolvimento do
granuloma envolve uma producao "orquestrada" de citocinas, possivelmente resultante da
participacgdo sequencial de diferentes populacdes celulares. O estudo da diferenciagdo celular e
a investigacdo das citocinas produzidas na esquistossomose mansoni humana podera
acrescentar novos graus de complexidade a cascata de eventos envolvidos no desenvolvimento
e regulacao das respostas imunes do hospedeiro aos antigenos do parasita. Obviamente, estes
dados devem ser importantes para o conhecimento dos mecanismos envolvidos na formagao
dos granulomas e desenvolvimento da imunopatologia na esquistosomose. Diante do exposto,
pretendemos investigar o processo de diferenciagdo das células da linhagem
monocitica/macrofadgica na esquistossomose humana e identificar as principais citocinas

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

O estudo da diferenciacdo de células da linhagem monocitica/macrofagica e a
investigacdo das citocinas produzidas na esquistossomose mansoni humana podera ampliar os
conhecimentos sobre a cascata de eventos envolvidos no desenvolvimento e regulagdo das
respostas imunes do hospedeiro aos antigenos do parasita. Estes dados sdo ser importantes para
o conhecimento dos mecanismos envolvidos na formag¢do dos granulomas e desenvolvimento

da imunopatologia na esquistosomose.
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3 - OBJETIVOS:

OBJETIVO GERAL: Investigar o processo de diferenciacdo das células da linhagem
monocitica/macrofagica na esquistossomose humana e identificar as principais citocinas

produzidas nas respostas dirigidas aos antigenos do S. mansoni.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

I-Investigar o efeito da estimulagdo com antigenos do S. mansoni sobre o processo de
diferenciagdo de mondcitos e formagao de células gigantes multinucleadas in vitro.

2-Avaliar a atividade de sobrenadantes de cultura obtidos de células mononucleares de
individuos esquistossomoticos estimuladas com antigenos do S. mansoni sobre o processo de
diferencia¢do de monocitos e formagao de células gigantes multinucleadas in vitro.
3-Investigar a participagdo do processo de diferenciagdo de mondcitos e formacao de células
gigantes multinucleadas na imunorregulacao da resposta aos antigenos do S. mansoni durante
ensaios de proliferacao celular e formagdo de granuloma in vitro.

4-Investigar a expressdo de marcadores de superficie (CD 29, CD 54 ¢ HLA-DR) durante
o processo de diferenciagdo in vitro de monocitos até a formagdao de células gigantes
multinucleadas utilizando citometria de fluxo.

5-Detectar as principais citocinas produzidas pelas células mononucleares de individuos com
esquistossomose intestinal cronica apds estimulagdo in vitro com antigenos do S. mansoni. A
detecgdo das citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN-ye TNF-a) por ELISA, sera feita no
seguintes casos:

5.1- Durante a resposta proliferativa celular (estimulacdo com antigenos soluveis).

5.2- Durante a formagao do granuloma in vitro (estimulagdo com antigenos conjugados).
6-Investigar as consequéncias da resposta aos antigenos do S. mansoni sobre os seguintes
aspectos funcionais de monocitos e macrofagos:

6. 1- Atividade metabdlica.

6.2- Producao de monocinas (TNF-a).

6.3- Formagao de granuloma in vitro.
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4- MATERIAL E METODOS
4.1 Sangue Humano

4.1.1 Sangue de doadores infectados pelo S. mansoni

Os doadores de sangue eram todos voluntarios e foram informados por técnicos e por
médicos do Hospital Sofia Feldman, do Hospital das Clinicas-UFMG, e do ambulatorio da
ACOFORJA S.A. em Santa Luzia-MG de que o sangue coletado seria usado para pesquisa
basica. Os individuos infectados pelo S. mansoni foram diagnosticados e selecionados por
exames clinicos e parasitologicos (presenca de ovos do S. mansoni nas fezes) realizados por
profissionais que compoem as equipes médicas desses dois centros de saide sob a
responsabilidade da Dr* Geralda Nuzia Simoes.

4.1.2 Sangue de doadores normais

Os individuos normais ndo apresentavam sintomas clinicos de infecgao pelo S. mansoni
e ndo apresentavam ovos deste parasita em suas fezes. Além disto as células mononucleares do
sangue periférico desses pacientes ndo reagiam em testes de proliferacao celular com SEA ou
SWAP. Estes individuos foram selecionados no Departamento de Bioquimica 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 Obtencao 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
presenca 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 solugao de Ficoll -Hypaque [Ficoll
6,42% (SIGMA) e Hypaque 20% (WINTHROP)] em tubosplasticos conicos (FALCON)
de 50 ml. Os tubos eram centrifugados a 1450 rpm por 45 minutos a 18°C em centrifuga
refrigerada. Ao final da centrifugagcdo, obtinha-se um anel de células mononucleares na
interface entre a solug@o de Ficoll e o plasma. O plasma era retirado cuidadosamente e o anel
de células coletado com o auxilio de uma pipeta Pasteur e transferido para um tubo conico de
50,0 ml (FALCON). O excesso de Ficoll era removido por centrifugacio lavando-se as células
por 3 vezes com 30,0 ml de MEM ("Minimal Essential Medium", SIGMA) em cada lavagem,
a 4°C 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 antibidticos 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 camara de Neubauer. A viabilidade celular foi
determinada utilizando-se o teste do azul de tripan. Todos os procedimentos eram realizados
em condigOes estéreis utilizando-se capela de fluxo laminar, com excessdo da contagem de

células.

4.3 Preparaciao de mondcitos

Os mondcitos eram obtidos a partir da populacdo de células mononucleares por
aderéncia ao plastico. As células mononucleares eram incubadas em garrafas de cultivo de
células (em duas passagens) por 45 minutos a 37°C em estufa de CO, na presenga de RPMI
contendo 10% de soro humano AB™ inativado pelo calor (56°C por 30 minutos), 4,75 g/l de
Hepes, 1,6% de L-glutamina, 3% de coquetel dos antibiodticos penicilina e estreptomicina e 0,05
mg de gentamicina. As células aderentes eram entdo recuperadas em RPMI gelado e com o
auxilio de raspador apropriado ("cell scraper"). Todos os procedimentos eram realizados em

condigdes estéreis utilizando-se capela de fluxo laminar.

4.4 Preparacoes de antigenos do S. mansoni

Camundongos BALB/C (com 8 a 10 semanas de idade, fornecidos pelo Centro de
Bioterismo do ICB-UFMG) eram inoculados subcutaneamente com 100 a 120 cercarias de
S. mansoni cepa LE. Estas cercarias eram obtidas pela infeccdo 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 Preparagdo de antigenos soltveis de ovo do S.. mansoni (SEA).

Antigenos soliveis 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 perfusdo do figado de camundongos infectados pelo parasita
segundo procedimento descrito por Smithers; Terry (1965) e triturados em um potter com
pistilo de teflon para a obten¢do de um homogenato. A limpeza dos ovos liberados dos tecidos
era feita por decantag¢do em solucdo salina, filtracdo em tela de Kato (poros: 0,09 mm), reducao
do volume da suspensdo e lavagens adicionais com PBS 0,15M pH 7,4. A suspensdo era
centrifugada a 37.000 rpm (ultracentrifuga SORVALL OTDSB rotor T875) por 1 hora a 4°C,
esterilizada em filtro com poros de 0;22 um de diametro (MILLIPORE), distribuida em aliquotas
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e armazenada a -70°C. O conteudo protéico era dosado pelo ensaio de microdosagem de
Bradford (Bradford., 1976). Para ensaios celulares., o SEA era diluido na concentragdo de

Sug/25ul.

4.4.2 Preparacao de antigenos soluveis de verme adulto (SWAP).

Preparagdes soltveis de vermes adultos (SWAP) sdo obtidos por perfusdo das veias
mesentéricas de camundongos infectados (Smithers; Terry, 1965) com cercarias na oitava
semana apos a infec¢do. Os vermes adultos sdo coletados e lavados em PBS. O antigeno era
preparado em um homogenizador de tecidos e o extrato obtido era centrifugado a 37.000 rpm
(ultracentrifuga SORVALL OTDS5B rotor T875) a 4°C por 1 hora. O sobrenadante era entao
esterilizado em filtro com poros de 0,22 um de didametro (M1LLIPORE}, aliquotado e congelado
a -70°C. O contetdo proteico era dosado pelo ensaio de microdosagem de Bradford (Bradford,

1976). Para ensaios celulares, o SWAP era diluido na concentracao de Sug/25ul.

4.5. Resposta proliferativa de células mononucleares

O ensaio de proliferagao celular era realizado segundo procedimento ja descrito
previamente (Gazzinelll et al, 1983) com ligeiras modificacdes. Cerca de 200.000 células
em 200 pl de RPMI (1,6% de L-glutamina, 3% de coquetel dos antibioticos- 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. Preparagdes de antigenos
do S. mansoni eram adicionadas (5 pg/cavidade) e as placas incubadas em presenca de 5% de
CO2 a 37°C por 5 dias. Eram mantidas, como controle, células cultivadas em meio de cultura
ndo acrescido de antigenos, mitdogenos e sobrenadantes. Nos experimentos realizados para a
avaliagdo da capacidade de apresentacdo de antigenos por células da linhagem
monocitica/macrofagica, foi utlizado aproximadamente 20% de células aderentes (4 x 10*
células/cavidade) para 80% de células ndo aderentes (2 x 10° células/cavidade). No tltimo
dia de cultivo eram adicionados 0,5 pCi de timidina tritiada com atividade especifica de 61
Ci/mmol (ICM BIOMEDICALS) e as placas reincubadas por 18 horas. Apds esse periodo,
as células eram coletadas em papel de fibra de vidro (WHATMAN) com o auxilio de um
aparelho coletor de células ("cell-harverster"- SKATRON). Este papel era seco e colocado
em frascos proprios para determinacdo de cintilagdo liquida. Acrescentava-se a cada frasco
2,5 ml de coquetel de cintilagdo 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 niumero de
cintilagdes por minuto (cpm) utilizando-se um contador de cintilacdo liquida (Beckman
LS100C). Cada amostra era contada por 2 minutos com os canais de H> abertos e todos os
ensaios eram feitos em triplicata. Sobrenadantes de cultura foram coletados em diferentes
periodos de tempo, centrifugados e estocados a -70°C para posterior quantificagao das citocinas

presentes.

4.6. Ensaio de formaciao do granuloma in vitro

4.6.1 Conjugacao das preparacdes antigénicas as microesferas de poliacrilamida.

Segundo Doughty et al. (1987), 100 mg de microesferas de poliacrilamida (40-60pm
Bio-Gel P-40, B10-RAD) eram hidratadas em 50 ml de H>O bidestilada e esterilizadas
por autoclavacdo a 120°C, 1 atm por 30 min. As microesferas de poliacrilamida (PB) eram
lavadas e ativadas em 50,0 ml de tampao bicarbonato estéril (NaHCO3 0,25M, Na>CO3 0,25M,
pH 8.3) por 4 horas a 63°C em banho-maria. Apos esse tempo, as microesferas eram lavados 3
vezes com H>O destilada estéril, e entdo conjugadas a 10 mg de antigenos (SEA, SWAP ou
PPD) em 50 ml de H>O 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
homogeneizagao por 18 horas a 4°C. As microesferas eram lavadas exaustivamente com PBS
0,15M (pH 7,4) estéril e armazenadas a 4°C em 20 ml de PBS estéril contendo 0,1% de azida
sodica. Em paralelo submetiam-se as microesferas de poliacrilamida (PB) aos mesmos
reagentes e procedimentos anteriormente descritos, apenas na auséncia de antigenos. Para
utilizacdo em ensaios celulares, uma aliquota de cada suspensdo de microesferas (conjugadas
ou ndo aos antigenos) era lavada 3 vezes com MEM e ressuspendidas em RPMI na concentragdo
de 200 microesferas por 25 pl. Todos os procedimentos eram realizados em condi¢des estéreis

em capela de fluxo laminar.

4.6.1 Reagdo granulomatosa in vitro

O ensaio para formagdo de granuloma in vitro foi realizado segundo procedimento
descrito por Doughty ef al. (1987) com ligeiras modificagdes. Duzentas (200) microesferas de
poliacrilamida recobertas com preparagdes antigénicas do parasita (SEA ou SWAP) ou com
antigenos proteicos derivados do Mycobacterium tuberculosis (PPD) eram adicionadas em um
volume de 100 pl em placas de cultura de tecidos de 24 cavidades. Células do sangue periférico

(1,0 x 10% obtidas de pacientes com esquistossomose ou de individuos ndo infectados sio
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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 L-glutamina, 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 COz a 37°C. A reagdo granulomatosa in vitro
era avaliada pela quantificagcdo da reatividade celular em tomo dos microsferas utilizando um
microscopio invertido (MICF, NIKON). A reatividade celular era determinada baseando-se nos
critérios de contagem do niimero de células que aderidas as microesferas, evidéncia visual de
transformagdes blasticas seguida de migragao celular e camadas de aderéncia celular em torno
das microesferas. Para cada grupo experimental eram feitas 300 detenninagdes separadas da
reatividade celular. Um valor numérico era atribuido a reagdo verificada que correspondia a

seguinte classificacao do granuloma in vitro:

1. Nenhuma célula ligada a microesfera,

2. <de 5 células ligadas a microesfera,

3. > de 5 células ligadas a microesfera,

4, > de 5 células ligadas a microesfera, acompanhada por migracao de células

mononucleares ¢ transformacao blastica,

5. Monocamada de células aderentes ligada a microesfera acompanhada por migragdo de
células mononucleares,

6. Multiplas camadas de células em volta da microesfera seguida por migragdes de células
mononucleares.

O numero de granulomas contados era multiplicado pela classificagao correspondente, somado
e dividido por 100. A média resultante era expressa como Indice de Granuloma (I.G.). Para
cada triplicata era calculada a média do 1.G., dado como média ponderada de 100 determinagdes
de acordo com a formula (Hirsch, 1992):

6
T(aix])
1G.=1=1

Z

onde:

N =100 determinagoes,
a=numero de esferas contadas por classificacao,
1 = classificacdo do granuloma.

Sobrenadantes foram coletados em diversos periodos de tempo das culturas,

centrifugados e estocados a -70°C para posterior quantificagdo das citocinas presentes.
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4.7. Formacao de células gigantes e calculo da porcentagem (%) de fusiao

De acordo com o tipo de experimento a ser realizado, células mononucleares de sangue
periférico (1 x 10° células) ou mondcitos (5 x 10° - 1x 10°) eram cultivados a 37°C em estufa
de CO; em placas de 24 cavidades em presenca de RPMI e 10% de soro humano inativado
AB". O processo de diferenciacio dos mondcitos era acompanhado pelas alteragdes
morfoldgicas e contagem do nlimero de células gigantes (em microscopio invertido). O ensaio
consiste da incubagio de 1,0 x 10® mondcitos em placas de cultura de 24 cavidades, com os
sobrenadantes e substancias a serem testadas a 37°C em atmosfera 5% CO». Apods o periodo de
incubacgao, conta-se o nimero de células gigantes formadas por campo (minimo de 20 campos ao
acaso verificados com aumento de 200X). Considera-se células gigantes as células com
caracteristicas morfoldgicas da linhagem monocitica/macrofagica e que apresentavam dois ou
mais nucleos para o mesmo citoplasma. Posteriormente as células eram lavadas com PBS e
coradas pelo método de Giemsa-Wright (Andeersen ef al., 1983) para calculo da taxa de fusdo
(%). Esta percentagem ¢ calculada pela contagem total do niimero de nticleos dentro das

células gigantes sobre o total de ntcleos encontrados por campo.

nimero total de ntcleos dentro das
células gigantes em x campos

%defusdo = --=--=--=----—mmmm e~ x 100
numero total de nicleos em x campos

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

Células aderentes, mantidas por diferentes periodos 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 sddica. 2.0 x 10° células (40 pl) eram incubadas,
em cada caso, com 10 pl dos seguintes anticorpos monoclonais: anti- HLA-DR (SIGMA), anti-
CD29 (BIOSOURCE) ou anti-CD54 (PHARMINGEN) por 30 min, a 4°C ao abrigo da luz. As
células eram novamente lavadas e ressuspensas em 500 pl de PBS com 1% de FCS e 0.1 %
de azida sddica para aquisi¢ao dos dados em um citdometro de fluxo (BECTON-DICKSON
— Flowcytometer-FACScan). Antes de cada experimento a estabilidade e reprodutibilidade
do citometro era checada com o kit Calibrite™ beads (BECTON DICKSON). Os tubos
controle incluiam células incubadas somente com meio de cultura (controle de fluorescéncia
basal) e células incubadas com anticorpos de camundongo IgG controle conjugados a

isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE) como controle negativo de ligacao
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inespecifica. Durante a aquisi¢cdo, dez mil eventos eram contados por amostra. Monocitos e
macrofagos eram identificados pelas caracteristicas de tamanho e granulosidade desta
populacao ("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. Metabolizacao de sal de tetrazolio (MTT)

A metabolizagdo de MTT [brometo de 3-(4,5 dimeteiltiazol-2-i1)2,5 difenil tetrazolio,
SIGMA] foi avaliada segundo Mosmann (1983) em placas de cultura de 96 cavidades de fundo
chato contendo 2 x 105 c€lulas por cavidade e um volume final ajustado para 200 ul com RPMI.
A solucao de MTT (5 mg/ml de PBS) era adicionada (20 pl/cavidade) e as placas eram
incubadas a 37°C, 5% de CO; durante 2 horas. A reagdo era paralisada pela adicdo de 100 pl
de solugdo de SDS/HCI (29,9 ml de SDS a 10% e 0,1 ml de HCI concentrado) e a leitura
realizada em leitor de ELISA a 570nm.

4.10. Quantificacao de citocinas

4.10.1 ELISA ("Enzyme Linked Immunosorbent Assay")

As citocinas presentes nos sobrenadantes de cultura foram dosadas por ELISA
utillizando kits comerciais disponiveis para IL-4, IL-10, IL-13, IFNy e TNFa. (BIOSOURCE)
e IL-5 (R&D SYSTEMS) segundo as respectivas instrugdes contidas em cada kit. Placas de 96
pocos de fundo chato, foram recobertas com os anticorpos monoclonais especificos para a
captura da citocina que ia ser dosada. Foram adicionados 100 pl de citocina padrdo
recombinante seguindo dilui¢des seriadas 1:2 & partir das concentragdes iniciais. As outras
fileiras foram adicionados controles e 100 pul/pogo do sobrenadante obtido de cultura a ser
dosado. As placas eram incubadas a 37°C por uma hora e lavadas por 6 vezes com uma solucao
contendo PBS-Tween 20 (PBS-T). A seguir, eram adicionados 100 pl/pogo do anticorpo anti-
citocina a ser dosada, conjugado a biotina, diluido em PBS-T. As placas eram reincubadas por
| hora a temperatura ambiente e novamente lavadas por 6 vezes em PBS-T. Apos esta etapa,
eram adicionados 100 pl/poco de streptoavidina conjugada a peroxidase, diluida 1:100 em PBS-
T. As placas de ELISA eram entdo incubadas por 1 hora e lavadas por 6 vezes com PBS-T,
quando era adicionado 100 p1/pogo de substrato cromogeno estabilizado-TMB. A reacdo era
interrompida (quando desenvolvida a cor correspondente) com 100 pl de HCI 2,0 N. Os

resultados eram obtidos pela diferenca entre as absorbancias a 450 e 540nm (Absaso - Abssao)
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medida em um leitor automatico de ELISA (BIO-RAD 2550 READER EIA). A concentragao
de citocinas nos sobrenadantes era determinada em pg/ml através da comparagdo com as
absorbancias obtidas em uma curva padrdo da respectiva citocina recombinante realizada
simultaneamente.

4.10.2 Bioensaio para a deteccdo de TNF

4.10.2.1 Manutengdo da linhagem de células [.-929

Para a detec¢do de TNF-a. 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 concentracoes reduzidas (<20 ng/ml). As células eram
cultivadas em RPMI suplementado com 10% SFB, crescendo em monocamadas aderidas a
superficie do frasco de cultura. Para o repique das culturas, o meio era desprezado e as células
desprendidas pelo tratamento com uma solugdo de tripsina 0,2% (GIBCO-BRL), a 37°C, por 3
min. As células eram ressuspendidas em 10 ml de MEM, transferidas para tubo plastico,
mantido em banho-de-gelo para evitar a aderéncia celular, e centrifugadas a 1.600 rpm, por
10 min, a 4°C. Sempre em banho de gelo, o sobrenadante era removido por aspiragao e as
células eram ressuspendidas em meio fresco e recultivadas. Para manutencdo do estoque, as
c€lulas eram tripsinizadas, lavadas, congeladas e mantidas em nitrogénio liquido.

4.10.2.2 Congelamento e descongelamento das células

Para o congelamento, aliquotas de células L-929 mantidas em cultura eram
centrifugadas a 1.400 rpm por 10 min a temperatura ambiente, ressuspendidas em 1,0 ml de FCS
contendo 10% de DMSO (dimetil sulféxido, SIGMA), congeladas imediatamente a -70°C e
transferidas 24 horas depois para armazenamento em N> liquido. Para o descongelamento e
recuperagdo das células estocadas, a suspensdo celular armazenada em FCS contendo 10% de
DMSO era retirada do N2 liquido e imediatamente descongelada em banho maria a 37°C. A
suspensdo celular era entdo diluida lentamente (gota a gota) com o auxilio de uma pipeta do
tipo Pasteur em 9,0 ml de RPMI contendo 10% de FCS. A suspensdo celular era lavada
uma vez com RPMI para a retirada do excesso de DMSO e cultivada por 24 horas. Apos
este periodo, metade do volume do meio de cultura era trocado por meio fresco e as células
recolocadas em cultura sofrendo trocas periddicas de RPMI sempre que fosse necessario.

4.10.2.3 Detecgao de TNF
Em alguns experimentos a presenca de TNF em sobrenadantes de cultura de células

foi quantificada por Bioensaio utilizando células L-929 (ATCC) sensiveis a agao citotoxica

desta citocina. O ensaio era realizado segundo técnica previamente descrita (Ruff; Giford,
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1980; Lattime et al., 1988) com ligeiras modificagdes.

A linhagem L-929 era previamente cultivada até o crescimento confluente das
células aderidas ao fundo da garrafa. Estas células eram individualizadas por tripsinizagao
e ressuspendidas em RPMI contendo 10% de FCS e 1 pg/ml de Actinomicina-D (solugdo
estoque: 2,0 mg/ml em etanol; SIGMA) de modo a obter 6 x 10° células por ml. Os
ensaios eram realizados em placas de cultura de 96 pogos em duplicata. O padrdao de TNF-
o humano recombinante (solucao estoque: 0,1 mg/ml ; solu¢do de uso: 10 ng/ml em PBS;
PROMEGA) era aplicado em dilui¢ao seriada com a concentragao inicial de 1:3 da solucao
de uso, em um volume de 100 pl por pogo. Os sobrenadantes de cultura a serem testados
quanto a concentracdo de TNF eram adicionados em dilui¢cdes sucessivas (de modo
equivalente ao utilizado para a dilui¢dao do padrao de TNF-a.. recombinante). O controle de
viabilidade das células L-929 (sem TNFao e sem sobrenadantes) recebia 100 ul/pogo de
RPMI contendo 10% de FCS. Aos pocos correspondentes ao padrdo, amostras e controle
de viabilidade celular, eram acrescentados 50 pl da suspensdo celular contendo 3 x 10*
cé¢lulas L-929 completando um volume de 150 pl/pogo. Nos pogos correspondentes ao
branco da reagdo, eram distribuidos 150 pl de RPMI contendo 10% de FCS e 0,05 ug de
actimomicina-D (mesma concentragao final dos pogos com células). As placas eram entao
incubadas a 37°C e 5% de COs. Ap6s 18 horas de incubagdo, eram adicionados 20 ul de
solucao de MTT (5mg/ml) e as placas eram incubadas a 37°C e 5% CO; durante 4 horas.
A reagdo era paralisada com 100 pl de uma solugdo de SDS/HCI [29,9 ml de SDS a 10%
(duodecil sulfato de s6dio) e 100 ul de HCI]. As placas eram entdo incubadas nas mesmas
condigdes anteriores por um periodo adicional de 18 horas para a dissolu¢cao completa dos
cristais de formazan formados. A absorbancia era determinada a 570 nm em leitor de ELISA
(BIO-RAD 2550 READER EIA). Os resultados eram expressos em porcentagem de

citotoxicidade (% Ctx), de acordo com a seguinte formula:

Abs amostra
%Ctx =1 - X 100
Abs controle

A quantidade de TNF era determinada por comparagdo com a curvao padrao de TNFa
recombinante. Como controle também foram usados anticorpos monoclonais anti-TNFa,
neutralizadores de sua acdo citotéxica. Uma unidade de TNF ¢ definida como a quantidade de

citocina capaz de provocar a morte de 50% das células L-929.
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4.11 Tratamento estatistico:

Testes e analise de varianca (ANOVA) foram feitos para dados que apresentavam
dispersdo Gaussiana. Os dados que ndo apresentaram dispersao Gaussiana foram submetidos a
testes ndo paramétricos. Para efeito comparativo de diferentes grupos foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis e para comparar as diferengas entre dois grupos utilizamos o teste de Mann-
Whitney, adotando-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05). As analises foram realizada
com o auxilio do programa estatistico SIGMAST ATTM versdao 1.0 produzido pela Jandel
Scientific Corporation - USA.
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5- RESULTADOS

5.1- Diferenciacao de células da linhagem monocitica/macrofagica e formacao de células
gigantes in vitro na esquistossomose humana.

5.1.1- “Mondcitos humanos obtidos do sangue periférico de individuos normais ou
infectados pelo S. mansoni sdo capazes de diferenciar-se in vitro em macrofagos e
células gigantes multinucleadas"

Inicialmente, realizamos observagdes das alteragdes morfologicas ocorridas em
monocitos humanos mantidos em cultura de longa duragdao. Os monocitos recém- coletados do
sangue periférico eram inicialmente pequenos, de aparéncia circular € com poucos granulos
visiveis no citoplasma (figura 1). A partir do 4° ou 5° dia em cultura desenvolviam-se em
macréfagos, que eram células maiores com alguns granulos visiveis no citoplasma e que
apresentavam diversos formatos, tais como: circular, tridngular e até mesmo epitelioide (figura
2). Geralmente no 7° dia de cultura ja era possivel se observar a presenga de algumas células
gigantes multinucleadas (figura 3).

A partir destas observagdes morfologicas iniciais, passamos a investigar o processo de
diferenciagdo in vitro utilizando os métodos de contagem do nimero de células gigantes
multinucleadas formadas por campo e determinacdo das taxas de fusdo dos mondcitos
précursores mantidos em cultura. Verificamos que o inicio da formagdo de cé€lulas gigantes
multinucleadas in vitro correspondia geralmente ao periodo entre o 5° e o 8° dia de cultura
(figura 4), aumentando progressivamente a partir deste ponto. A taxa de fusdo dos mondcitos
in vitro também aumentava com o decorrer do tempo em cultura (figura 5), seguindo um padrao
similar ao observado para a formagdo de células gigantes por campo. Os resultados destes
experimentos indicam que as células da linhagem monocitica/macrofagica sofrem um processo
de diferenciacdo in vitro com alteragdes morfologicas equivalentes as etapas do processo de
diferenciagdo que ocorre in vivo, inclusive com a formacgao de células gigantes multinucleadas.
O estudo cinético do processo de diferenciacdo dos mondcitos in vitro revelou a existéncia
de um padrdo similar entre as células de individuos normais e esquistossomoticos. Os
resultados mostram que, na auséncia de estimulacdo antigénica, os mondécitos obtidos de
individuos normais ou de individuos esquistossomoticos apresentam equivalentes taxas de
fusdo (figura 5) e formacao de células gigantes multinucleadas in vitro (figura 4).

Embora as células gigantes multinucleadas tém sido comumente encontradas no
granuloma esquistossomotico in vivo, diversos aspectos relacionados ao envolvimento dos

antigenos do parasita no desenvolvimento deste tipo celular pennanecem desconhecidos No
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préoximo grupo de experimentos passamos a investigar a participagdo dos antigenos do S.
mansoni no processo de diferenciacio de monocitos e fonnacdo de células gigantes

multinucleadas in vitro na esquistossomose humana.

Figura 01: Aspecto morfoldgico de células humanas da
linhagem monocitica/ macrofagica, recém coletadas de
sangue periférico, no tempo 0 de cultura.

Figura 02: Aspecto morfoldgico de células humanas da
linhagem monocitica/macrofagica, no 5° dia de cultura.

Figura 03: Aspecto morfoldgico de células humanas da
linhagem monocitica/macrofagica, no 8° dia de cultura,
mostrando o inicio da formagdo de células gigantes
multinucleadas ao lado de microesfera de
poliacrilamida conjugada aos antigenos soluveis do
ovo do S. mansoni (PB SEA)
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Cinética de formacao de células gigantes multinucleadas humanas in vitro
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Figura 04: Cinética de formagdo de células gigantes multinucieadas humanas in vitro. A formagdo de células
gigantes multinucleadas in vitro foi avaliada conforme descrito em material ¢ métodos a partir de culturas de
mondcitos (1 x 10°/ cavidade) obtidos de individuos esquistossométicos portadores da forma intestinal cronica e
individuos normais. Os resultados estdo expressos em numero de células gigantes formadas por campo e
correspondem a média +/- desvio padrdo de 10 experimentos em triplicata.
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Figura 05: Taxa de fusdo in vitro de mondcitos humanos. Mondcitos (1 x 10%cavidade) obtidos de individuos
esquistossomoticos portadores da forma intestinal crénica e de individuos normais foram mantidos em cultura e
corados pelo método de Wright-Giemsa para avaliacdo da taxa de fusdo conforme descrito em material ¢ métodos.
Os resultados estdo expressos em porcentagem (%) de fusdo e correspondem a media +/- desvio padrdo de 10
experimentos em triplicata. As barras com simbolos iguais (¥, #, @ &) apresentam diferengas estatisticamente
significativas entre si ( p < 0,05).
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5.1.2  "A estimulagdo de células mononucleares de individuos esquistossomoticos
com antigenos do S. mansoni conjugados a microesferas de poliacrilamida induz a
um aumento na formacao de células gigantes multinucleadas in vitro.”

Investigamos o efeito da estimulagdo de células mononucleares de individuos normais
e esquistossomoticos com antigenos do S. mansoni conjugados a microesferas de poliacrilamida
sobre o processo de diferenciagdo in vitro de mondcitos. Os resultados obtidos mostram que a
estimulacdo de células mononucleares de individuos esquistossomdticos com antigenos do
parasita induz ao aumento na formacao de células gigantes in vitro (figura 6) e a elevagdo das
taxas de fusdo dos mondcitos precursores (figura 7). Por outro lado, a estimulacao das células
mononucleares de individuos normais com antigenos do S. mansoni nao foi capaz de provocar
um aumento significativo na formacao de células gigantes in vitro (figura 8) ou na taxa de fusao
dos mondcitos (figura 9). De posse deste resultado, elaboramos a hipdtese de que o aumento
observado na formagao de células gigantes multinucleadas poderia ser mediado pela produgao
de fatores soluveis por células mononucleares de individuos infectados apos estimulagcdo com
os antigenos do S. mansoni. Para a investigacdo desta hipdtese, avaliamos os efeitos dos
sobrenadantes de cultura de células mononucleares de individuos esquistossomoticos
estimuladas com antigenos do S. mansoni sobre o processo de diferenciacdo de monocitos e

formacgao de células gigantes multinucleadas in vitro.

Formagédo de céiulas giganies multinucieadas humanas in vitro.
50 —

®— PB
E  PB-SEA

o ws PB-SWAP
a wmsp—— PB-PPD
E 40 —
@
(s]
o
o
w =30 — A
b #
= *
(1]
=
w
&
=
K
© 10

0

0 5 15 21

Dias em cultura

Figura 06: Taxa de fusdo in vitro de monocitos humanos: Efeito da estimulacdo com antigenos do S. manson.
Células mononucieares (1 x 10%cavidade) de individuos esquistossomoticos portadores da forma intestinal
cronica foram estimuladas com 200 microesferas de poliacrilamida (PB) conjugadas a antigeno soltvel do ovo
do'S. mansoni (PB-SEA), prepara¢do antigénica de vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para
avaliacdo da formacdo da células gigantes multinucleadas in vitro. Os resultados estdo expressos em numero de
células gigantes multinucleadas formadas por campo e representam a média +/- desvio padrio de 09
experimentos em triplicata. PB-SEA, PB-SWAP e PB-PPD sdo estatisticamente diferentes de PB (p<0,05) nos
tempos 15° dia (*) e 21° dia (#).
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Taxa de fusédo in vitro de monécitos humanos
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Figurn 07: Efeito da estimula¢@o com antigenos do S. mansoni sobre a taxa de fusdo de mondcitos in vitro. As
células mononucleares (1 x 10%cavidade) de individuos esquistossomoticos portadores da forma intestinal cronica
foram estimuladas com 200 microesferas de poliacrilamida (PB) conjugadas a antigeno soluvel do ovo do S.
mansoni (PB-SEA), preparac@o antigénica de vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliacdo das
taxas de fusdo de mondcitos. Os resultados estan expressos em percentagem (%) de fusdo e representam a média
+/- desvio padrao de 09 experimentos em triplicata. As barras com simbolos iguais (¥, #) apresentam diferencas
estatisticamente significativas entre si ( p < 0,05).
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Figura 08: Efeito da estimulagdo com antigenos do S. mansoni sobre formagao de células gigantes multinucleadas
humanas in vitro. Células mononucleares de individuos normais foram estimuladas com microesferas de
poliacrilamida (PB) conjugadas a antigeno soluvel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparagdo antigénica de
vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para a avaliagdo da formagdo de células gigantes multinucleadas
in vitro. Os resultados estdo expressos em numero de células gigantes multinucleadas formadas por campo e
representam a média +/- desvio padrdo de 09 experimentos em triplicata. PB-SEA, PB-SWAP e PB sio
estatisticamente diferentes de PB-PPD (p<0,05) nos tempos 15° dia (*) e 21° dia (#).
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Taxa de fusao in vitro de mondcitos humanos
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Figura 09: Efeito da estimulagdo de células mononucleares de individuos normais com antigenos do S. mansoni
sobre a taxa de fus@o de monocitos in vitro. Células mononucleares de individuos normais foram estimuladas com
microesferas de poliacrilamida (PB) conjugadas a antigeno solivel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparagdo
antigénica de vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliacdo da taxa de fusdo de mondcitos
conforme descrito em material e métodos. Os resultados estdo expressos em porcentagem (%) de fusdo e
representam a média +/- desvio padrdo de 09 experimentos em triplicata. Simbolos iguais (¥, #) representam
diferengas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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Figura 10: Efeito de sobrenadantes de cultura de células mononucleares de individuos esquistossomoticos
portadores forma intestinal cronica estimuladas com antigenos do S. mansoni sobre a formacao de células gigantes
multinucleadas in vitro. Células aderentes foram estimuladas com sobrenadantes de cultura de células
mononucleares de individuos esquistosomoticos intestinais cronicos previamente estimuladas com microesferas
de poliacrilamida (PB) conjugadas a antigeno soltuvel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparagdo antigénica de
vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliagdo da formacao de células gigantes multinucleadas in
vitro conforme descrito em material ¢ métodos. Os resultados estdo expressos como nimero de células gigantes
por campo e representam a média +/- desvio padrdo de 04 experimentos em triplicata. As barras com simbolos
iguais (*, #, @) apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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Taxa de fusao in vitro de mondcitos humanos
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Figura 11: Efeito de sobrenadantes de cultura de células mononucleares de individuos esquistossomoticos
portadores da forma intestinal cronica estimuladas com antigenos do S. mansoni sobre a taxa de fusdo de mondcitos
in vitro. Células aderentes foram estimuladas com sobrenadantes de cultura de células mononucleares de
individuos esquistosométicos intestinais cronicos previamente estimuladas com microesferas de poliacrilamida
(PB) conjugadas a antigeno soltivel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparagdo antigé€nica de vermes adultos
(PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliagdo da taxa de fusdo de monocitos. Os resultados estdo expressos em
porcentagem (%) de fusdo e representam a média +/- desvio padrdo de 04 experimentos em triplicata. As barras
com simbolos iguais (¥, #, @) apresentam diferengas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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Figura 12: Efeito de sobrenadantes de cultura de células mononucleares de individuos normais estimuladas com
antigenos do S. mansoni sobre a formacao de células gigantes multinucleadas in vitro. Células aderentes foram
estimuladas com sobrenadantes de cultura de células mononucleares de individuos normais previamente
estimuladas com microesferas de poliacrilamida (PB) conjugadas a antigeno soltvel do ovo do S. mansoni (PB-
SEA), preparagdo antigénica de vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliagdo da formagdo de
células gigantes multinucleadas in vitro. Os resultados estdo expressos como nimero de células gigantes por campo
e representam a média +/- desvio padrdo de 04 experimentos em triplicata. As barras com simbolos iguais (*, #,
@) apresentam diferengas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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Taxa de fusao in vitro de mondcitos humanos
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Figura 13: Efeito de sobrenadantes de cultura de células mononucleares de individuos normais estimuladas com
antigenos do S. mansoni sobre a taxa de fusdo de mondcitos in vitro. As células aderentes foram estimuladas com
sobrenadantes de cultura de células mononucleares de individuos normais, previamente foram estimuladas com
microesferas de poliacrilamida (PB) conjugadas a antigeno solivel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparagdo
antigénica de vermes adultos (PB-SWAP) ou PPD (PB-PPD) para avaliagdo da taxa de fusdo dos mondcitos. Os
resultados estdo expressos em porcentagem (%) de fusdo e representam a média +/- desvio padrdo de 04
experimentos em triplicata. As barras com simbolos iguais (*, #, @) apresentam diferengas estatisticamente
significativas entre si (p < 0,05).
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5.2- Immunorregulacio da resposta do hospedeiro aos antigenos do S. mansoni.

5.2.1- “A intensidade de formag¢ao do granuloma in vitro por células mononucleares de
individuos esquistossomoticos € inversamente proporcional & formagdo de células
gigantes multinucleadas.”

Realizamos um estudo cinético da reagdo granulomatosa in vitro e simultaneamente
investigamos o processo de diferenciacdo de monocitos por um periodo de 21 dias em cultura.
Os resultados obtidos mostram que o pico maximo de reatividade granulomatosa ocorre entre
0 6% e 0 122 dia de cultura e declina significativamente apos este periodo, enquanto que neste
mesmo periodo aumenta significativamente o nimero de células gigantes multinucleadas
formadas por campo (figura 14). Verificamos a existéncia de uma correlagdo entre o
aparecimento de um maior namero de c€lulas gigantes por campo e uma redugdo dos indices
de formacao de granuloma in vitro. Estes resultados sugerem, inicialmente, que a formagao de
células gigantes multinucleadas in vitro na esquistossomose humana poderia estar associada ao
desenvolvimento de mecanismos imunorreguladores da resposta celular do hospedeiro aos
antigenos do parasita.

Durante o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica existem diversos pontos onde
¢ teoricamente possivel a agdo de mecanismos imunorreguladores. A apresentagcdo de antigenos
¢ uma destas etapas consideradas essenciais a formagao do granuloma e ao desenvolvimento de
reacoes de proliferagdo celular. Dentro deste contexto, passamos a investigar a capacidade de
apresentacao de antigenos por células da linhagem monocitica/macrofagica em diversos graus
de maturagdo e os seus efeitos sobre a regulacao da resposta blastogénica na esquistossomose

humana.
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Reacao granulomatosa e formacao de células gigantes in vitro
por células mononucleares de individuos portadores
de esquistossomose intestinal crénica
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Figura 14: Cinética da reagdo granulomatosa e formagdo de células gigantes multinucleadas in vitro. As células
mononucleares de individuos esquistossométicos foram estimuladas com microesferas de poliacrilamida (PB)
conjugadas a antigeno soluvel do ovo do S. mansoni (PB-SEA), preparagdo antigénica de vermes adultos (PB-
SWAP) ou PPD (PB-PPD). Os resultados referentes a formagdo de granuloma in vitro (grafico de barrras) estio
expressos em indice de granuloma (I.G.) e representam a média +/- desvio padrio de 05 experimentos em triplicata.
Os resultados referentes a formacdo de células gigantes multinucleadas in vitro (grafico de linhas) estdo expressos
em numero de células gigantes formadas por campo e representam a média +/- desvio padrdo de 05 experimentos
em triplicata.
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5.2.2- “Células gigantes multinucleadas apresentam uma menor capacidade de
apresentacdo de antigenos do S. mansoni quando comparadas aos monoécitos e
macrofagos precursores.”

Avaliamos a capacidade de apresentacdo de antigenos de células da linhagem
monocitica/macrofagica durante o processo de diferenciacdo in vitro. Mondcitos obtidos do
sangue periférico de individuos esquistossomaticos eram mantidos em cultura por periodos de
tempo determinados (0, 5, 15 ou 21 dias). Ao final do periodo de tempo indicado, adicionamos
linfécitos autdlogos recém-coletados dos pacientes esquistossomoticos as células aderentes
(macrofagos) que haviam permanecido em cultura, e realizamos o ensaio de proliferagao celular
(figuras 15 e 16). Os resultados obtidos mostram que macrofagos do 52 dia de cultura exibem
uma maior capacidade de apresentagdo de antigenos do que monocitos recém-coletados do
sangue periférico (p<0,05). No entanto, apds este periodo, existe uma reducao progressiva na
capacidade de apresentagcdo de antigenos pela populagdo de células de origem
monocitica/macrofagica no 15° dia de cultura e uma redu¢do ainda mais acentuada no 21° dia
(p<0,05). O perfil basico encontrado foi uma elevacdo da capacidade apresentadora de
antigenos pelas células da linhagem monocitica/macrofagica até o 5° dia de diferenciacao in
vitro € uma posterior regressao a partir deste ponto (figuras 15 e 16).

Os resultados obtidos mostram que a imunorregulacdo da resposta de proliferagao in
vitro ¢ dependente do grau de maturacao das células da linhagem monocitica/macrofagica
envolvidas no processo de apresentagdo de antigenos. Objetivando identificar os possiveis
mecanismos envolvidos neste fendmeno de imunorregulagdo, passamos a avaliar a expressao
de moléculas de superficie associadas a proliferacao e ativagao celulares (HLA-DR e moléculas
de adesdo) durante o processo de diferenciacdo in vitro das células da linhagem

monocitica/macrofégica.
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Resposta proliferativa de células mononucleares de individuos
portadores de esquistossomose intestinal cronica
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Figura 15: Capacidade de apresentagdo de antigenos soltveis do ovo do Schistosoma mansoni (SEA) por células
da linhagem monocitica/macrofagica em diversos estagios de diferenciagdo. Células mononucleares de individuos
esquistossomoticos foram fracionadas em populagdes de linfocitos ndo aderentes (LINF) e mondcitos/macrofagos
aderentes (MO). Os mondcitos e macrofagos foram mantidos em cultura por diferentes periodos de tempo (5, 15
e 21 dias em cultura) e co-cultivados por 5 dias na presenca de SEA e de linfocitos ndo aderentes autdlogos recém-
coletados do sangue periférico para avaliagdo da resposta de proliferagdo celular (barras marrons). Células
mononucleares totais ndo fracionadas (PBMC), obtidas do mesmo grupo de individuos infectados foram utilizadas
como controle da resposta de proliferagdo celular (barras cinza). Os resultados estdo expressos em E/C x 1000 e
representam a média (c.p.m.) +/- desvio padrido de 04 experimentos em triplicata. As barras com simbolos iguais
(*, #) apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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Resposta proliferativa de células mononucleares de individuos
portadores de esquistossomose intestinal crénica
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Figura 16: Capacidade de apresentagdo de antigenos solveis do verme adulto do Schistosoma mansoni (SWAP)
por células da linhagem monocitica/macrofagica em diversos estagios de diferenciagdo. Células mononucleares
de individuos esquistossomoticos foram fracionadas em populacdes de linfocitos ndo aderentes (LINF) e
monocitos/macrofagos aderentes (MO). Os monocitos e macrofagos foram mantidos em cultura por diferentes
periodos de tempo (5, 15 € 21 dias em cultura) e co-cultivados por 5 dias na presenca de SWAP e de linfocitos ndo
aderentes autologos recém-coletados do sangue periférico para avaliagdo da resposta de proliferagdo celular (barras
marron). Células mononucleares totais ndo fracionadas (PBMC), obtidas do mesmo grupo de individuos infectados
foram utilizadas como controle da resposta de proliferagdo celular (barras cinza) . Os resultados estdo expressos
em E/C x 1000 e representam a média (c.p.m.) +/- desvio padrao de 04 experimentos em triplicata. As barras com
simbolos iguais (¥, #) apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si ( p < 0,05).
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5.3- Expressio de marcadores de superficie em células da linhagem
monocitica/macrofagica durante o processo de diferenciacio in vitro.

5.3.1- “Durante o processo de diferenciacao in vitro de mondcitos e formagao de células
gigantes multinucleadas existe uma diminui¢do na expressdo de moléculas de HLA-DR
de superficie.”

O padrao de expressdo das moléculas do MHC de classe II (HLA-DR) durante o
processo de diferenciacao in vitro das células da linhagem monocitica/macrofagica foi avaliado
utilizando citometria de fluxo (figura 17). Os resultados obtidos mostram que a populagdo de
células presente no 5° dia de cultura (constituida basicamente de macrofagos) apresenta um
aumento na expressao das moléculas de HLA-DR de superficie quando comparada a populagao
presente no tempo 0 de cultura (constituida basicamente de monoécitos). A populacao de células
presente no 15° dia de cultura (constituida basicamente de macréfagos e células gigantes
multinucleadas) apresenta uma redugdo na expressao destas moléculas, sendo que a populagao
encontrada no 219 dia (rica em células gigantes multinucleadas) apresentou uma reducao ainda
maior na expressao de HLA-DR de superficie. O perfil basico encontrado foi uma elevacao da
expressao de HLA-DR até o 5° dia e uma posterior regressao a partir deste ponto. Estes dados
indicam que a reducdo na capacidade de apresentacdo de antigenos observada durante o
processo de diferenciacao in vitro de monocitos pode estar associado a modulagdo na expressao

das moléculas de HLA-DR de superficie.
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Figura 17: Expressdo de moléculas de HLA-DR de superficie em células da linhagem monocitica/macrofagica em
diferentes estagios de diferenciagfo avaliada por citometria de fluxo. Células aderentes obtidas de individuos com
esquistossomose intestinal cronica foram mantidas em cultura por 0 (A), 5 (B), 15 (C) e 21 dias (D). 2 x 10 células
foram marcadas com anticorpo monoclonal anti-HLA-DR humano conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(histogramas claros) e analisadas em um citdmetro de fluxo (Becton-Dickson FACScan Flowcytometer). Tubos
controles (histogramas escuros) correspondem a células incubadas com anticorpos controle IgG também
conjugados ao isotiocianato de fluoresceina. A figura mostra um experimento representativo de um total de quatro
experimentos realizados.
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5.3.2- “A expressdo da B-integrina (CD29) em células da linhagem monocitica/
macrofagica mantém-se constante durante todo o processo de diferenciacdo de
monocitos e formacao de células gigantes in vitro.”

O padrao de expressao da molécula de adesao CD29 durante o processo de diferenciacao
de monocitos in vitro foi avaliado por citometria de fluxo (figura 18). Os resultados obtidos
mostram que macrofagos de 5 dias apresentam expressdo equivalente desta molécula se
comparados a mondcitos recém coletados de sangue periférico. A populagdo celular presente
no 15° e 21° dias de cultura também continua a expressar niveis similares de CD29. O perfil
encontrado foi uma expressdo praticamente constante de CD29 na superficie durante todo o

processo de diferenciacdo in vitro das células da linhagem monocitica/macrofagica.

5.3.3- “Durante o processo de diferenciagdo de mondcitos e formacdo de células
gigantes multinucleadas in vitro existe uma diminui¢ao da expressao de ICAM-1”

O padrao de expressao da molécula de adesao ICAM-1 (CD54) durante o processo de
diferenciagdo de monocitos in vitro foi avaliado por citometria de fluxo (figura 19). Os
resultados obtidos mostram que a populagao de células presente no 5° dia de cultura apresenta
uma maior expressdo de ICAM-1 se comparados a monocitos recém coletados de sangue
periférico. A populagdo de células encontrada no 15° dia de cultura exibe uma redugao na
expressao destas moléculas de adesao, sendo que a populagdo celular presente no 21 dia exibe
uma reducao ainda maior na expressao de ICAM-1 de superficie. O perfil basico encontrado
foi uma elevacao da expressao de ICAM-1 até o 5% dia e uma posterior regressao a partir deste
ponto. Estes dados indicam que a redugdo na capacidade de apresentacdo de antigenos mostrada
anteriormente durante o processo de diferenciagdo in vitro de mondcitos também pode estar
associada a modulagdo da expressao destas moléculas na superficie celular.

Nos experimentos anteriores demonstramos que as cé€lulas gigantes multinucleadas
formadas in vitro na esquistossomose humana podem participar da imunorregulagao da resposta
aos antigenos do S. mansoni. Neste bloco de experimentos foi demonstrado que a mudanga na
configuracdo fenotipica destas células (mudanca na expressdo de marcadores de superficie)
durante o processo de diferenciacdo in vitro, pode ser um dos mecanismos através do qual os
fendmenos de imunorregulacdo anteriormente descritos ocorrem. No proximo bloco de
experimentos passamos a investigar as citocinas produzidas durante o desenvolvimento das
respostas de proliferagdo celular e formagao de granuloma in vitro na esquistossomose humana,
na tentativa de conhecer os provaveis mediadores soluveis associados aos mecanismos de

imunorregulacdo anteriormente descritos neste trabalho.
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Figura 18: Expressdo de moléculas de CD29 de superficie em células da linhagem monocitica/macrofagica em
diferentes estagios de diferenciagio avaliada por citometria de fluxo. Células aderentes obtidas de individuos com
esquistossomose intestinal cronica foram mantidas em cultura por 0 (A), 5 (B), 15 (C) € 21 dias (D). 2 x 103 células
foram marcadas com anticorpo monoclonal anti-CD29 humano conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(histogramas claros) e analisadas em um citdmetro de fluxo (Becton-Dickson FACScan Flowcytometer). Tubos
controles (histogramas escuros) correspondem a células incubadas com anticorpos controle IgG também
conjugados ao isotiocianato de fluoresceina. A figura mostra um experimento representativo de um total de quatro
experimentos realizados.
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Figura 19: Expressdo de moléculas de CD54 de superficie em células da linhagem monocitica/macrofagica em
diferentes estagios de diferenciagio avaliada por citometria de fluxo. Células aderentes obtidas de individuos com
esquistossomose intestinal cronica foram mantidas em cultura por 0 (A), 5 (B), 15 (C) € 21 dias (D). 2 x 103 células
foram marcadas com anticorpo monoclonal anti-CD54 humano conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(histogramas claros) e analisadas em um citdmetro de fluxo (Becton-Dickson FACScan Flowcytometer). Tubos
contrdles (histogramas escuros) correspondem a células incubadas com anticorpos controle IgG também
conjugados ao isotiocianato de fluoresceina. A figura mostra um experimento representativo de um total de quatro
experimentos realizados.



68

5.4- Identificacdo de citocinas produzidas in vitro por células mononucleares em resposta
aos antigenos soluveis do S. mansoni

5.4.1- “C¢lulas mononucleares de individuos com esquistossomose intestinal cronica
estimuladas com PHA produzem citocinas tanto do tipo Th; quanto do tipo Th,”

Investigamos a producdo de citocinas por células mononucleares de individuos com
esquistossomose intestinal cronica estimuladas por 48 horas com PHA. Os resultados referentes
a producao de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN-y e TNF-a encontram-se na figura 20. Os dados
obtidos mostram que a estimulagcdo mitogénica € capaz de induzir a uma produgao irrestrita de
todas as citocinas investigadas. E interessante notar também que a IL-10 ¢ o TNF-a sdo
produzidos pelas células mesmo na auséncia da estimulagcdo mitogénica. Apds a identificagdo
do perfil de citocinas secretado pela estimulagdo com PHA, investigamos a produgdo in vitro

de citocinas por células mononucleares estimuladas com antigenos do S. mansoni.
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Figura 20: Produgdo de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN-y e TNF-a) por células mononucleares apos
estimulagdo com PHA. As células mononucleares de individuos normais (NOR) e portadores de esquistossomose
intestinal cronica (ESQ) foram estimuladas por 24 horas com 2 g de PHA por cavidade e os sobrenadantes de cultura
coletados para quantificagdo das citocinas por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de cada citocina
por mililitro e representam a média +/- desvio padrdo de oito experimentos em duplicata. As barras com simbolos
iguais (*) apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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5.4.2- “Células mononucleares de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica

ndo produzem niveis significativos de IL-4 apds estimulagdo com antigenos soltveis do S.
*99

mansoni

Avaliamos a producao in vitro de IL-4 por células mononucleares de individuos nonnais
e portadores de esquistossomose intestinal cronica apos estimulagdo com antigenos soliveis do
S. mansoni. Os resultados obtidos mostram que as células mononucleares de individuos
normais e infectados ndo foram capazes de induzir a produgao in vitro de niveis significativos
de IL-4 em nenhum dos periodos de tempo avaliados (figura 21).
CINETICA DE PRODUCAD DE IL-4 POR CELULAS MONOMUCLEARES DE
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Figura 21: Producdo de IL-4 por células mononucleares ap6s estimulagdo com antigenos soltveis do S. mansoni. As
células mononucleares (2 x 10°) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de individuos
normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para quantificag@o
de IL-4 por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de IL-4 .por mililitro e representam a média
+/- desvio padrio de oito experimentos em duplicata
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5.4.3- “"Células mononucleares de individuos portadores de esquistossomose
intestinal cronica estimuladas com antigenos soluveis do S. mansoni produzem niveis
significativos de IL-5 somente apds 120 horas de cultura"”

Avaliamos a cinética de producio de IL-5 por células mononucleares de individuos
normais e portadores de esquistossomose intestinal cronica ap6s a estimulacdo in vitro com
antigenos soluveis do S. mansoni. Os resultados obtidos (figura 22) mostram que somente no
5° dia de cultura foi possivel detectar a presenga de niveis significativos de IL-5 apds a

estimulagdo com antigenos soluveis do parasita.

CINETICA DE PRODUGAO DE IL-5 POR CELULAS MONONUCLEARES DE
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Figura 22: Produgdo de IL-5 por céluias mononucleares ap6s estimulagdo com antigenos soluveis do S. mansoni.
As células mononucleares (2 x 10°) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de
individuos normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para
quantificagdo de IL-5 por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de IL-5 por mililitro e representam
a média +/- desvio padrdo de oito experimentos em duplicata. As barras com simbolos iguais (*, #) apresentam
diferengas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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5.4.4- “A estimulacdo in vitro de células mononucleares de individuos portadores de
esquistossomose intestinal cronica com antigenos soluveis do S. mansoni induz a
produgdo de altos niveis de IL-10 que decrescem com o passar do tempo em cultura"

Avaliamos a produgdo de IL-10 por células mononucleares de individuos normais e
portadores de esquistossomose intestinal cronica estimuladas com antigenos soltveis do S.
mansoni. Os resultados obtidos mostram que a estimulagdo com SEA ¢ SWAP induzem
aumentos estatisticamente significativos da produgdo de IL-10 pelas células de individuos
infectados (p<0,05) mas nao por células de individuos normais (figura 23). As concentragdes de
IL-10 estimuladas por antigenos decrescem com o passar do tempo em cultura, sendo que no 5°
dia ndo existem mais diferencas significativas em relacdo ao controle onde nio foram
adicionados antigenos do S. mansoni.

CINETICA DE PRODUGAO DE IL-10 POR CELULAS MONONUCLEARES DE
INDIVIDUOS PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA
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Figura 23: Produgdo de IL-10 por células mononucleares apds estimulagdo com antigenos soluveis do S. mansoni.
As células mononucleares (2 x 10%) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de
individuos normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para
quantificacdo de IL-10 por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de IL-10 por rnlliiitro e
representam a média +/- desvio padrao de oito experimentos em duplicata. As barras com simbolos iguais (*#, @,
&) apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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5.4.5- “Células mononucleares de individuos portadores de esquistossomose intestinal
cronica com antigenos soluveis do S. mansoni produzem niveis significativos de IL-13
somente ap6s 120 horas de cultura"

A IL-13 foi quantificada nos sobrenadantes de cultura de células de individuos normais
e portadores de esquistossomose intestinal cronica que foram estimuladas por antigenos
soluveis do S. mansoni. Os resultados obtidos (figura 24) para células de individuos
esquistossomoticos mostram um perfil semelhante ao observado na produgdo de IL-5. A
presenca de IL-13 somente foi detectada em niveis significativos apenas no 5° dia de cultura

(p<0,05).

CINETICA DE PRODUGAO DE IL-13 POR CELULAS MONONUCLEARES DE
INDIVIDUOS PORTADCORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA
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Figura 24: Producdo de IL-13 por células mononucleares apos estimulagdo com antigenos soltiveis do S. mansoni.
As células mononucleares (2 x 10°) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de
individuos normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para
quantificacdo de IL-13 por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de IL-13 por mililitro e
representam a média +/- desvio padrdo de oito experimentos. As barras com simbolos iguais (*, #) apresentam
diferengas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05)
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5.4.6- “A producao de IFN-y por células mononucleares de individuos portadores de
esquistossomose intestinal cronica apds estimulacdo com antigenos soluveis do S.

mansoni € detectada somente no 5° dia de cultura"

Avaliamos a producdo de IFN-y por células mononucleares de individuos normais e

portadores de esquistossomose intestinal cronica apds estimulagdo com antigenos soliveis do

S. mansoni. Os resultados obtidos (figura 25) para as células de individuos esquistossomoticos,

mostram um perfil semelhante a producao de IL-5 e IL-13 onde a producao de IFN-y somente

¢ detectada em niveis significativos no 5° dia de cultura.
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Figura 25: Producdo de IFN-y poi células mononucleares apds estimulagdo com antigenos soltiveis do S. mansoni.
As células mononucleares (2 x 10°) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de
individuos normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para
quantificacdo de IFN-y por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de IFN-y por mililitro e
representam a média+/- desvio padrdo de oito experimentos em duplicata. As barras com simbolos iguais (*, #)

apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05)



74

5.4.7- “A estimulacdo in vitro de células mononucleares de individuos portadores de
esquistossomose intestinal cronica com antigenos soluveis do S. mansoni induz a
produgdo de TNFa.."

Avaliamos a producao de TNFa por células mononucleares de individuos infectados
apos a estimulacdo com antigenos do parasita. Os resultados obtidos mostram que existe um
aumento na produgdo de TNFa (p<0,05) por células mononucleares de individuos infectados
apos estimulagcdo com antigenos soluveis do parasita (figura 26). As células mononucleares
de individuos normais nao elevam significativamente a sua producdo de TNFa. apods a

estimulagdo com antigenos soluveis do S. mansoni.

CINETICA DE PRODUGAO DE IFN-y POR CELULAS MONONUCLEARES DE
INDIVIDUOS PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA
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Figura 26: Producao de TNF-a por células mononucleares apos estimulagdo com antigenos soluveis do S. mansoni.
As células mononucleares (2 x 10%) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de
individuos normais (B) foram estimuladas com meio, SEA ou SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para
quantificacdo de TNF-a por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de TNF-a por mililitro e
representam a média +/- desvio padrdo de oito experimentos em duplicata. As barras com simbolos iguais (¥, #)
apresentam diferengas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05)
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Os resultados obtidos pela estimulagdo com antigenos soluveis do Schistosoma mansoni
mostram a existéncia de um padrdo bastante complexo de produgdo de citocinas na
esquistossomose humana, tanto pelo tipo de citocinas quanto pela sequéncia em que sdo
produzidas. Os resultados do primeiro bloco deste trabalho mostraram que o desenvolvimento
de reacdes granulomatosas in vitro é capaz de afetar o processo de diferenciagdo de mondcitos
e macrofagos e elevar a formagao de células gigantes multinucleadas. O préximo grupo de

experimentos investigou as citocinas produzidas nestas reacdes granulomatosas in vitro.

5.5- Identifica¢do de citocinas produzidas por células mononucleares durante a formacao
de granuloma in vitro em resposta aos antigenos imobilizados do S. mansoni.

5.5.1- “O desenvolvimento de reagdes granulomatosas in vitro possuem um perfil
distinto de producao de citocinas quando comparado ao modelo da resposta blastogénica
com estimulacao por antigenos soluveis"

As citocinas produzidas pelas células mononucleares de individuos esquistossomoticos
estimuladas pelos antigenos do S. mansoni durante os ensaios de formagdo de granuloma in
vitro foram avaliadas (figuras 27 a 32). Os resultados obtidos mostram um perfil distinto de
producao de citocinas para cada modélo experimental investigado (blastogénese ou formagao
de granuloma in vitro).

5.5.2- “Células mononucleares de individuos com esquistossomose intestinal cronica
nao produzem IL-4 durante a reagdo de formagao de granuloma in vitro"

Avaliamos a produgao de IL-4 por células mononucleares de individuos portadores de
esquistossomose intestinal cronica apods estimulacio com PB, PB-SEA e PB- SWAP. Os
resultados obtidos mostram que nao foi detectada a producdo de niveis significativos de 1L-4
pelas células mononucleares de individuos normais e infectados durante o desenvolvimento das

reacdes de formagao de granuloma in vitro (figura 27).
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Figura 27: Producéo de IL-4 por células mononucleares durante a formagdo de granuloma in vitro. As células
mononucleares (2 x 10%) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de individuos
nonnais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados para
quantificagdo de IL-4 por ELISA. Foi utilizada curva padrdo obtida com quantidades conhecidas de IL-4
recombinante para o calculo das concentragdes de IL-4 presentes nos sobrenadantes de cultura. Os resultados estdo
expressos em picogramas de IL-4 por mililitro e representam a média +/- desvio padrdo de oito experimentos em
duplicata.
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5.5.3- “O desenvolvimento da reagdo granulomatosa in vitro ndo leva a producao de
IL-5 pelas células mononucleares estimuladas com PB-SEA e PB-SWAP."

Ao contrario do anteriormente observado para a estimulagdo com antigenos soluveis do
S. mansoni, ndo foi detectada a producdo de niveis significativos de IL-5 pelas células
mononucleares durante o desenvolvimento das rea¢des de formagdo de granuloma in vitro ap6s

a estimulacdo com PB-SEA ¢ PB-SWAP (figura 28).

CINETICA DE PRODUCAO DE IL-5 POR CELULAS MONONUCLEARES DE
INDIVIDUOS PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA
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Figura 28: Producdo de IL-5 por células mononucleares durante a reagdo de formacdo de granuloma in vitro. As
células mononucleares (2 x 10°) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de
individuos nom1ais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados
para quantificagdo de IL-5 por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de IL-5 por mililitro e
representam a média +/- desvio padrdo de oito experimentos em duplicata.
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5.5.4- “Os niveis de producdo de IL-10 durante desenvolvimento da reacdo
granulomatosa in vitro sdo significativamente inferiores aos niveis detectados pela
estimulagdo com antigenos soltveis do S. mansoni em ensaios blastogénicos".
Avaliamos a producdo de IL-10 por células mononucleares de individuos normais e
portadores de esquistossomose intestinal cronica apds estimulagdo com PB, PB-SEA e PB-
SWAP. As células mononucleares de individuos normais e infectados nao elevam a produgao
de IL-10 durante as reagdes de formacao de granuloma in vitro (figura 29). Os resultados
mostram, na realidade, uma redugdo da producdo de IL-10 por células mononucleares de
individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica apds estimulagdo com PB-SEA e

PB-SWAP.

CINETICA DE PRODUGAO DE IL-10 POR CELULAS MONONUCLEARES DE
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Figura 29: Produgdo de IL-10 por células mononucleares durante a reagdo de formagdo de granuloma in vitro.
As células mononucleares (2 x 10°) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de
individuos normais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura
coletados para quantificagdo de IL-10 por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de IL-10 por
mililitro e representam a média +/- desvio padrdo de oito experimentos em duplicata. As barras com simbolos
iguais (*, #, @, &) apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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5.5.5- “O desenvolvimento da rea¢do granulomatosa in vitro nao leva a producao de
IL-13 pelas células mononucleares apds estimulagdo com PB-SEA ou PB- SWAP."

A IL-13 foi quantificada nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares de
individuos normais e portadores de esquistossomose intestinal cronica, durante as reagdes de
formacao de granuloma in vitro estimuladas por PB, PB-SEA ou PB- SWAP. Nao foi detectado
a producgdo estatisticamente significativa de IL-13 em nenhum dos periodos de tempo

investigados (figura 30).

CINETICA DE PRODUGAO DE IL-13 POR CELULAS MONONUCLEARES DE
INDIVIDUOS PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA
DURANTE A REAGAO DE FORMAGAO DE GRANULOMA IN VITRO.
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Figura 30: Produgao de IL-13 por células mononucieares durante a reacdo de formacao de granuloma in vitro. As
células mononucleares (2 x 10°) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de
individuos normais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados
para quantificagdo de IL-13 por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de IL-13 por mililitro e
representam a média +/- desvio padrdo de oito experimentos em duplicata
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5.5.6- “O processo de formacao de granuloma in vitro estimulado por PB-SEA ou PB-

SW AP induz a produgdo de IFN-y.

Avaliamos a produgdo de IFN-y durante o processo de formagdo de granuloma in vitro
por células mononucleares de individuos infectados pelo S. mansoni. Os resultados obtidos
mostram que ndo existe uma produ¢do de IFN-y durante os periodos iniciais do processo de
formacao de granuloma in vitro. Todavia, no 5° dia da reacdo granulomatosa in vitro, passamos
a detectar a producao de IFN-y por células mononucleares de individuos infectados estimuladas

por antigenos do parasita conjugados a microesferas de poliacrilamida (figura 31).

CINETICA DE PRODUGAO DE IFN-y POR CELULAS MONOMUCLEARES DE
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Figura 31: Produgdo de IFN-y por células mononucleares durante a reagdo de formagdo de granuloma in vitro. As
células mononucleares (2 x 10°) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de
individuos normais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados
para quantificagdo de IFN-y por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de IFN-y por mililitro e
representam a média +/- desvio padrdo de oito experimentos em duplicata. As barras com simbolos iguais (*, #)
apresentam diferengas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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5.5.7- “O processo de formagdo de granuloma in vitro ao redor de microesferas
conjugadas aos antigenos do S. mansoni involve a producdo de TNF-o..”

A produgdo de TNF-a por células mononucleares apds estimulagdo com PB, PB-SEA
ou PB-SWAP foi avaliada (figura 32). Os resultados mostram uma elevada produgdo de TNF-
o pelas células mononucleares de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica
apos estimulacdo com PB-SEA ou PB-SWAP, sugerindo um papel importante para esta citocina

no processo de formagao das reagdes granulomatosas na esquistossomose humana.

CINETICA DE PRODUCAD DE TNF-a POR CELULAS MONONUCLEARES DE
INDIVIDUOS PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA
DURANTE A REAGAO DE FORMAGCAO DE GRANULOMA IN VITRO.
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Figura 32: Produgdo de TNF-a por células mononucleares durante a reagdo deformagdo de granuloma in vitro.
As células mononucleares (2 x 10%) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica (A) ou de
individuos normais (B) foram estimuladas com PB, PB-SEA ou PB-SWAP e os sobrenadantes de cultura coletados
para quantificacdo de TNF-a por ELISA. Os resultados estdo expressos em picogramas de TNF-a por mililitro e
representam a média+/- desvio padrdo de oito experimentos em duplicata. As barras com simbolos iguais (*, #, @,
&) apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05)
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Existem poucos estudos realizados na esquistossomose mansoni humana envolvendo a
investigacdo da producdo de citocinas. Os resultados obtidos revelam um padrdo complexo de
produgdo de citocinas na esquistossomose humana e trazem uma maior compreensdo dos
mecanismos associados a imunorregulacao da resposta aos antigenos do S. mansoni que foram
descritos anteriormente neste trabalho. Os resultados obtidos também revelam um perfil
diferenciado de producdo de citocinas para cada modelo experimental investigado
(blastogénese ou formacao de granuloma in vitro). No proximo bloco, investigamos quais
seriam os efeitos desta reatividade diferencial sobre varias fun¢des de monodcitos e macrofagos,
tais como: atividade metabolica, diferenciacao celular, producdo de monocinas e capacidade de

formacdo de gramuloma in vitro.

5.6- Consequéncias do desenvolvimento da resposta aos antigenos do S. mansoni sobre as
funcdes de monocitos e macrofagos in vitro.

5.6.1- “A estimulacdo de células mononudeares de individuos portadores de

esquistossomose intestinal cronica com antigenos soluveis do S. mansoni inibe a

formacdo de células gigantes multinudeadas in vitro."

Ao contrario dos efeitos observados anteriormente quando as células mononucleares de
individuos infectados foram estimuladas com PB-SEA e PB-SWAP, a estimulacdo destas
células com antigenos soluveis do S. mansoni inibe a formacdao de células gigantes

multinucleadas in vitro (figura 33).
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Figura 33: Formagdo de células gigantes multinucleadas in vitro ap6s a estimulacio de células mononucleares de
individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica com antigenos soluveis do S. mansoni ou com antigenos
imobilizados em microesferas de poliacrilamida. As células mononucleares (1 x 10°) foram estimuladas com
antigenos soluveis do S. mansoni (A) ou imobilizados em microesferas de poliacrilamida (B) e o numero de células
gigantes formadas por campo foi avaliado apds 21 dias de cultura conforme descrito anteriormente em material e
métodos. Os resultados estdo expressos em niimero de células gigantes por campo e representam a médias+/- dp de
05 experimentos em triplicata. As barras com simbolos iguais (*, #, @, &) apresentam diferengas estatisticamente
significativas entre si (p < 0,05).
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5.6.2- “A estimulacao com PB-SEA ¢ PB-SWAP aumenta, enquanto que a estimulacio
com SEA e SWAP soluveis reduz, a metabolizagdo de MTT por células mononucleares
de individuos portadores esquistossomose intestinal cronica."

Investigamos a metabolizagdo de MTT utilizando estimulagdo com antigenos soluveis
(modelo da blastogénese) ou antigenos conjugados a microesferas de poliacrilamida (modelo
de formagdo do granuloma in vitro). No modelo de formagdo de granuloma in vitro, a
metabolizagio de MTT no 52 dia de cultura ainda nfio revela diferengas estatisticamente
significativas entre as cé€lulas estimuladas com PB-SEA ¢ PB-SWAP quando comparadas ao
controle PB. Entretanto, somente a partir do 15° dia de cultura em diante, passam a existir
diferencas significativas (p < 0,05) quanto a esta atividade metabodlica entre as células
estimuladas antigenicamente e os controles (figura 34). Ao contrario do observado para os
antigenos imobilizados, a estimulagdo com SEA e SWAP soluveis inibe a metabolizagdo de
MTT por células mononucleares de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica

(figura 34).
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CINETICA DE METABOLIZAGAO DE MTT POR CELULAS MONOMUCLEARES
DE INDIVIDUOS PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA
ESTIMULADAS COM SEA OU SWAP SOLUVEIS.
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Figura 34: Metabolizagdo de MTT por células mononucleares de individuos portadores de esquistossomose
intestinal cronica apds estimulagdo com antigenos soliveis do S. mansoni ou com antigenos imobilizados em
microesferas de poliacrilamida. Células mononucleares (2 x 10%) foram estimuladas com antigenos soluveis do
S. mansoni (A) ou com antigenos imobilizados em microesferas de poliacrilamida (B) para a avaliagdo da
rnetabolizacdo de MTT conforme descrito anteriormente em material e métodos. Os resultados estdo expressos em
D.O. (570 nm) e representam a média +/- dp de 05 experimentos em triplicata. As barras com simbolos iguais (*,
#, @, &) apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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5.6.3- “Células mononucleares de individuos esquistossomoéticos entram em
proliferacdo apds a estimulacdo com antigenos soliveis do S mansoni, mas nao
apresentam resposta proliferativa frente a estimulagdo com antigenos do parasita
conjugados a microesferas de poliacrilamida."

Os efeitos de antigenos soltiveis sobre células mononucleares sdo geralmente avaliados
em ensaios blastogénicos. Por outro lado, a reatividade diferencial anteriormente observada nos
levou a investigar quais seriam os tipos de resposta (entrada ou ndo em proliferacao celular)
apos a estimulagdo com antigenos do parasita imobilizados em microesferas de poliacrilamida.
Como controle paralelo dos experimentos foram realizados ensaios blastogénicos utilizando
antigenos soluveis do parasita e células mononucleares dos mesmos individuos infectados. Os
resultados obtidos mostraram que a estimulagdo de células mononucleares de individuos

esquistossomoticos com PB-SEA ou PB-SWAP ndo induz a resposta de prolifera¢do celular

(figura 35), indicando que os dois modelos in vitro avaliam fendomenos distintos.
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RESPOSTA BLASTOGENICA IN VITRO DE CELULAS MONONUCLEARES DE
INDVIDUOSPORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA
ESTIMULADAS COM SEA OU SWAP SOLUVEIS.
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RESPOSTA BLASTOGENICA DE CELULAS MONONUCLEARES DE INDIVIDUOS
PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA
ESTIMULADAS COM PB, PB-SEA, PB-SWAP
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Figura 35: Resposta blastogénica de células mononucleares de individuos portadores de esquistossomose intestinal
cronica estimulada com antigenos soluveis do S. mansoni ou com antigenos imobilizados em microesferas de
poliacrilamida As céiulas mononucleares (2 x 10°) de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica
fornm estimuladas com meio, PHA, SEA ou SWAP em (A) e PB, PB-SEA ou PB-SWAP em (B). Apds o periodo
de 5 dias foi avaliada a incorporagdo de timidina tritiada conforme descrito anteriormente em material e métodos.
Os resuitados estdo expressos em c.p.m. (contagens de cintilagdo liquida por mi.t,uto) e representam a média-+/-
d.p. de 05 experimentos em triplicata. As barras com simbolos iguais (¥, #, &) apresentam diferencas
estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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5.6.4- “A  estimulacdo prévia de células mononucleares de individuos
esquistossomoticos com antigenos soluveis do S. mansoni regula a produgdo de
TNFa por monddtos e reduz o indice de formagao de granuloma in vitro."

Células mononucleares de individuos esquistossomoticos foram pré-estimuladas in vitro
por 24 horas com antigenos soluveis do S. mansoni. A produ¢dao de TNFa. por mondcitos
isolados desta populacao de células mononucleares foi avaliada por bioensaio utilizando células
L-929 conforme descrito anteriormente em material e métodos. Observamos que a estimulagao
de células mononucleares (1 x 10%cavidade) de individuos esquistossomdticos com os
antigenos soluveis do parasita ¢ capaz de modular a producdo de TNF-a. por monoécitos
aderentes estimulados com LPS (figura 36). Avaliamos também o efeito do pré-tratamento de
células mononucleares de individuos esqiustossomoticos por 24 horas com 20 U/ml de IL-10
recombinante sobre a producdo de TNF-a, por mondcitos estimulados com 1 pg/ml de LPS.
Os resultados obtidos mostram que, tanto a pré-estimulagdo de células mononucleares de
individuos infectados com antigenos soliveis do parasita quanto o tratamento com IL-10
recombinante, sdo capazes de inibir a producdo de TNF-a. por monoécitos (figura 36).
Paralelamente, investigamos a capacidade de forma¢do de granuloma in vitro por células
mononucleares de individuos esquistossomoticos que foram pré-tratadas in vitro com IL-10
recombinante ou pré-estimuladas com antigenos soltveis do S. mansoni por 24 horas. Os
resultados obtidos mostram que tanto a pré-estimulagdo com antigenos soliiveis do parasita
quanto o tratamento com IL-10 recombinante sdo capazes de modular a formagao de granuloma

in vitro (figura 36).
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EFEITO DA PRE-ESTIMULAGAO DE CELULAS MONCNUCLEARES DE INDIVIDUOS
PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA SOBRE A
PRODUCAO DE TNF-a POR CELULAS DA LINHAGEM MONOCITICAMACROFAGICA
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EFEITO DA PRE-ESTIMULAGAO DE CELULAS MONONUCLEARES DE INDIVIDUOS
PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE INTESTINAL CRONICA COM ANTIGENOS
SOLUVEIS DO S. mansoni SOBRE A REAGAO DE FORMACAO DE GRANULOMA /N VITRO.
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Figura 36: Pré-estimulacdo de células mononucleares de individuos portadores de esquistossomose intestinal
cronica com antigenos soluveis do S. mansoni ou com IL-10 recombinante: Efeitos sobre a produgido de TNF-a por
células da linhagem monocitica/macrofigica estimuladas com LPS e sobre a formago de granuloma in vitro. As
células mononucieares (1 x 10° de individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica foram tratadas com
meio, SEA, SWAP ou 20 U/ml de IL-10 recombinante por 24 horas. Apos este peiiodo foi avaliada a produgdo de
TNF-a pelas células aderentes estimuladas por LPS (1 pg/ml) em (A) e a formag@o de granuloma in vitro a PB-SEA
em (B). Os resultados estdo expressos em picogramas de TNF-a por mililitro em A e indice de granuloma in vitro
em B e representam a média+/- desvio padrao de quatro experimentos em triplicata. As barras com simbolos iguais
(*, #, &) apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).
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Os resultados obtidos neste bloco mostram que a estimulacdo com antigenos soluveis
do S. mansoni inibe diversas fun¢des de monocitos e macrofagos, tais como: formagdo de
células gigantes (figura 33), metabolizagdo de MTT (figura 34), producdo de TNF-o e
formacgao de granuloma in vitro (figura 36). Portanto, a natureza da estimulagdo antigénica
(antigenos soluveis x antigenos imobilbizados) afeta diferencialmente as fungdes das células da
linhagem monocitica/macrofagica na esquistossomose humana.

Todos os dados obtidos neste trabalho revelam a existéncia de um padrao bastante
complexo de produgdo de citocinas apos estimulacdo com os antigenos do S. mansoni e
mostram a participacdo de células da linhagem monocitica/macrofagica e dos processos de
diferenciagdo celular nos mecanismos de imunorregulacdo presentes na esquistossomose

humana.
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6- DISCUSSAO

A infecgdo pelo S. mansoni desencadeia uma resposta imune complexa no hospedeiro
vertebrado, cuja patologia é predominantemente associada as reagdes granulomatosas que se
formam ao redor dos ovos do parasita alojados no figado e no intestino (Boros; Warren, 1970;
Colley, 1981b). A intensidade destas reacdes inflamatdrias, assim como as lesdes resultantes,
parecem ser controladas por mecanismos imunorreguladores desenvolvidos em infecgdes
parasitarias cronicas (Stenger et al., 1967; Phillips; Colley, 1978; Warren, 1982). O estudo dos
fatores que controlam o estabelecimento e a manutencdo destes mecanismos imunorreguladores
na esquistossomose constitui-se em um aspecto essencial a uma melhor compreensao desta
parasitose.

No presente trabalho investigamos o processo de diferenciagdo das células da linhagem
monocitica/macrofagica e a produ¢do de citocinas na esquistossomose humana. O
envolvimento destes aspectos nos mecanismos de imunorregulagdo serdo enfatizados nesta

discussdo.

6.1. Diferenciacao de células da linhagem monocitica/macrofagica na esquistossomose

Em nosso sistema experimental, investigamos as mudangas morfologicas sofridas in
vitro pelas células da linhagem monocitica/macrofagica. Estas células foram mantidas em
cultura de longa duragdo e ao final do periodo investigado (21 dias) encontravam-se vivas, em
boas condigdes fisiologicas e metabolizavam MTT ativamente. Os monocitos recém-coletados
eram redondos ou de aparéncia circular (figura 1), mas se desenvolviam apos 4 ou 5 dias em
células maiores e com diversos formatos (figura 2). A partir do 7° dia de cultura passamos a
observar a formacdo de células gigantes multinucleadas (figura 3). A diferenciagdo destas
células em nosso sistema experimental in vitro apresentou caracteristicas similares as
observadas em culturas realizadas em outros laboratérios (Johnson et al., 1977; Zuckerman et
al., 1979). Na medula 6ssea, o mais primitivo dos fagocitos mononucleares encontrados ¢ o
monoblasto (Goud et al., 1975). Esta célula se divide para dar origem aos pro-monocitos que
por sua vez se diferenciam em mondcitos. Os mondcitos imaturos sdo liberados na circulacao
sanguinea e apos um curto espaco de tempo deixam a circulagdo para entrar nos tecidos e se
transformarem em macrofagos (van der Meer et al., 1982; van Furth; Sluitter, 1983). Estes
monocitos e macroéfagos podem, através de um processo de fusdo 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 diferenciagdo das células da linhagem monocitica/macrofagica parece recapitular os
principais passos do processo de diferenciacdo que ocorrem in vivo, inclusive com a formagao
de células gigantes multinucleadas. Verificamos em nosso sistema in vitro que, na auséncia de
estimulagdo por antigenos ou mitdégenos, os mondcitos de individuos normais ou
esquistossomoticos apresentaram equivalentes taxas de fusdo (figura 5) e formagao de células
gigantes multinucleadas (figura 4).

Células gigantes multinucleadas tém sido comumente detectadas em associacdo com
diversas respostas inflamatorias cronicas (Chambers, 1978), inclusive no granuloma
esquistossomotico (Chensue et al., 1992; Silva-Teixeira et al, 1993). Todavia, diversos
aspectos relacionados a participagdo dos antigenos do parasita no desenvolvimento deste tipo
celular ainda s3ao desconhecidos na esquistossomose humana. Dentro deste contexto,
realizamos experimentos visando avaliar o efeito da estimulagdo com antigenos do S. mansoni
sobre o processo de diferenciacdo de monocitos e formagao de células gigantes multinucleadas
in vitro. Os resultados obtidos mostraram que a estimulagdo com os antigenos do S. mansoni
conjugados a microesferas de poliacrilamida leva aum aumento da formacao de células gigantes
multinucleadas in vitro (figura 6) e da taxa de fusdo de monocitos precursores (figura 7).
Verificamos também que a estimulacdo com PB-PPD, tanto em individuos considerados
normais para a esquistossomose quanto nos individuos infectados pelo S. mansoni, foi capaz de
induzir a um aumento no numero de células gigantes formadas e elevar a taxa de fusdao dos
monocitos mantidos em cultura (figuras 6 a 9). Sabe-se que grande parcela da populagao
brasileira ¢ vacinada com o BCG e apresenta reagao positiva ao PPD em diversos ensaios in
vitro. Este fato poderia explicar os efeitos estimulatorios do PPD observados em nossos
experimentos. Por outro lado, a estimulacdo de células de individuos normais com antigenos
do S. mansoni nao foi capaz de provocar um aumento significativo na formagao de células
gigantes in vitro (figura 8) ou na taxa de fusdo dos monocitos (figura 9). Os dados obtidos
sugerem que linfocitos T especificos para os -antigenos do parasita, presentes na populagdo de
células mononucleares dos individuos esquistossomoéticos, poderiam estar envolvidos no
desenvolvimento e na regulacdo do processo de diferenciacdo de mondcitos in vitro. A
producdo de fatores soluveis por estas células T reativas aos antigenos do S. mansoni pode ser
um dos mecanismos associados a formagdo de células gigantes multinucleadas na
esquistossomose humana. Passamos entdo a investigar o efeito de sobrenadantes de cultura de

células mononucleares de individuos esquistossomoticos estimuladas com antigenos do parasita
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sobre o processo de diferenciagdo de mondcitos e formacao de células gigantes multinucleadas
in vitro. Os nossos experimentos mostraram que os sobrenadantes de cultura de células de
individuos infectados estimuladas com antigenos do S. mansoni possuem atividade
estimuladora da fusdo de monocitos e formacao de células gigantes multinucleadas (figuras 10
e 11). Por outro lado, os sobrenadantes originados de células de individuos infectados nao
estimuladas com antigenos do parasita, assim como os sobrenadantes obtidos de células de
individuos nonnais (estimuladas ou ndo com antigenos do S. mansoni) ndo apresentaram
atividade estimuladora do processo de diferenciacdo celular e formacao de células gigantes in
vitro (figuras 12 e 13).

Existem, atualmente, alguns estudos publicados envolvendo a identificagdo de fatores
soluveis com atividade estimuladora da formacdo de células gigantes multinucleadas.
Postlethwaith et al. (1982) identificaram uma proteina termoléabil de 60.000 daltons, produzida
por linfocitos T, capaz de induzir a formagdo de células gigantes in vitro a partir da fusdo de
monocitos do sangue periférico. Esta proteina foi denominada GCF ("giant cell factor").
Posteriormente, foi descoberto em diversos modelos experimentais, que a formacao de
células gigantes multinucleadas também pode ser acelerada pela adigao de vitamina D3
(Abe, 1981), IL-4 (Mcinnes; Rennick, 1988), ésteres de forbol (Hassan et al., 1989), IFNy
(Weiberg et al., 1989) e TNF-a. (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 soluvel capaz de induzir a formagao de células gigantes. Os nossos
resultados mostraram que o processo de diferenciagdo de células da linhagem
monocitica/macrofagica na esquistossomose humana envolve a participagdo de fatores soluveis
secretados pelas células mononucleares dos individuos infectados apos estimulagdo com
antigenos do parasita. Posteriormente, verificamos que os sobrenadantes que possuiam
atividade estimuladora da formacao de células gigantes in vitro (figuras 10 e 11) apresentavam
concentracdes elevadas de TNF-a e niveis reduzidos de IL-10 (figuras 29 e 32).

Provavelmente, estas células gigantes multinucleadas que sdo comumente encontradas
em associacdo com diversas respostas cronicas nos tecidos devem ser formadas por
mecanismos imunologicos envolvendo a presenca de mediadores soluveis produzidos
localmente. Na figura 37 propomos um modelo que mostra, de forma esquemadtica, o
envolvimento dos antigenos do S. mansoni no processo de formacao de células gigantes na

esquistossomose humana. Entretanto, uma vez formadas, qual seria a participacdo destas



94

células gigantes multinucleadas nos mecanismos de imunorregulagio presentes nesta

parasitose?

6.2-Imunorrregulacio da resposta aos antigenos do S. mansoni

Diversos mecanismos imunorreguladores ja foram descritos na esquistossomose, tais
como: a soro-supressdo, interagdes idiotipicas, imunocomplexos, participacao de linfocitos T
supressores, fatores genéticos e alteragdes bioquimicas (Bina et al, 1978; Colley et al., 1978;
Rocklin et al., 1980; Lima ef al., 1986; Chaves et al., 1990; Goes et al., 1991; Goes et al.,
1994; Hirsch et al., 1996). Todavia, existem aspectos dos fendmenos de imunorregulagio que
ainda encontram-se pouco investigados ou mesmo desconhecidos na esquistossomose humana.
Dentro deste contexto, podemos destacar o efeito do processo de diferenciacao das células da
linhagem monocitica/macrofagica sobre a geragdo e manutencdo da resposta imune aos
antigenos do parasita.

Os mondcitos humanos obtidos de sangue periférico nao sdo células maduras e o
processo de diferenciagdo ¢ acompanhado por diversas mudangas funcionais e bioquimicas
caracteristicas (Adams, 1976). Macréfagos humanos derivados de diferentes compartimentos
ou em estados de diferencia¢do variados, exibem respostas antagdnicas a imunomoduladores
(Strieter et al., 1989; Hurme et al., 1992; Toosi et al., 1996). A prostaglandina e a dexametasona
inibem a produgao de TNF-a estimulada por LPS em mondcitos do sangue periférico, mas nao
em macrofagos alveolares (Strieter ef al., 1989). Toosi ef al. (1996) mostraram que macrofagos
alveolares humanos produzem menos TGF-3 do que monocitos obtidos do sangue periférico.
Portanto, a importancia fisiolégica do processo de diferenciagdo das células da linhagem
monocitica/macrofdgica na esquistossomose humana poderia estar associada ao
desenvolvimento de diferentes tipos de respostas funcionais que seriam, em ultima instancia,
dependentes do estado de maturacao em que estas células se encontram. Na realidade, em nosso
proximo grupo de experimentos, observamos que existe um aumento da capacidade de
apresentacdo de antigenos por mondcitos/macrofagos até o 5° dia em cultura. Entretanto, apds
o 5° dia do processo de diferenciagdo das células da linhagem monocitica/macrofagica, ocorre
uma queda na capacidade de apresentacdo de antigenos do S. mansoni (figura 15) e uma reducdo

no indice de formacao de granuloma in vitro (figura 14).
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Figura 37: Modelo tedrico proposto para a a¢do dos antigenos do S. mansoni sobre o processo de formacao
de células gigantes na esquistossomose humana. Neste modelo a estimulacdo de linfocitos T de individuos
esquistossomoticos com antigenos do parasitalevaria a producdo de fatores soltveis com atividade
estimuladora da formag@o de células gigantes multinucleadas in vitro.

Elaboramos um modelo tedrico (figura 38) na tentativa de explicar estes fendmenos de
imunorregulagdo da resposta dirigida aos antigenos do S. mansoni. Neste modelo propomos a
existéncia de duas fases distintas no processo de diferenciagao das células da linhagem
monocitica/macrofdgica. Na primeira fase ou fase I (correspondente a diferenciacdo de
monocitos até macrofagos) existiria um aumento na capacidade apresentadora de antigenos e,
portanto, na forma¢do de granuloma e desenvolvimento de respostas de proliferagdo celular.
Na segunda fase ou fase II (correspondente a diferenciacdo de macrofagos até células gigantes)
ocorreriam os processos de modulagdo da formagdo do granuloma e redugdo da capacidade
apresentadora de antigenos. O desenvolvimento da fase II funcionaria como um “feedback”
negativo para as respostas bioldgicas controladas pela fase I. Logicamente, outros fatores como
a presenca 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 imunorregulacdo das

respostas de proliferacao celular e formagao do granuloma in vitro ¢ dependente do grau de



96

maturacdo das células da linhagem monocitica/macrofagica envolvidas nos processos de

apresentacao dos antigenos do S. mansoni
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Fgura 38: Modelo tedrico proposto para a participagdo do processo de diferenciagio de mondcitos e fomiagdo
de células gigantes multinucleadas nos mecanismos de imunorregulacio da resposta aos antigenos do S.
mansoni. Neste modelo, na fase I (correspondente a diferenciacdo de mondcitos até macrofagos) existiria um
aumento na capacidade apresentadora de antigenos e formagdo de granuloma. Na segunda fase, ou fase II
(correspondente a diferenciacdo de macrofagos até células gigantes), ocorreriam os processos de modulacao
da formagdo do granuloma e reducdo da capacidade apresentadora de antigenos. O desenvovimento
da fase II funcionaria como um "feedback" negativo para as respostas bioldgicas controladas pela fase I.
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A seguir veremos que a investigacao da expressdao de moléculas de superficie durante o
processo de diferenciagdo das células da linhagem monocitica/macrofagica reforgcou a hipdtese
das duas fases (figura 38) e veio esclarecer o modo de acdo dos mecanismos imunorreguladores

anteriormente descritos neste trabalho.

6.3- Expressao de moléculas de superficie durante o processo de diferenciacio de células
da linhagem monocitica/macrofagica.

Para a investigacao mais detalhada dos mecanismos responsaveis pela imunorregulagao
da resposta verificada nos experimentos anteriores, levantamos a hipotese de que as células da
linhagem monocitica/macrofagica, alterariam a sua propria expressdo de determinadas
moléculas de superficie durante o processo de diferenciagdo, e seriam capazes, desta forma, de
modular a resposta de células T a estimulagcdo antigénica persistente. Para investigar esta
hipotese nos avaliamos a expressdo de moléculas de HLA-DR e das moléculas de adesdao CD29
e CD54 na superficie das células da linhagem monocitica/macrofagica durante o processo de
diferenciagdo. Esta moléculas estdo envolvidas em processos de ativagao celular, apresentagao
de antigenos, interagdes célula-célula e possuem importantes propriedades co-estimuladoras
(Renkonen, 1989; Hemler, 1990; Hynes, 1992; Fais et al., 1994).

O CD29 ¢ uma molécula de 130 kD (também conhecida como integrina B1) que ¢
amplamente expressa na superficie de leucocitos e de outras células nao pertencentes ao sistema
imunologico. As moléculas de CD29 quando associadas nao-covalentemente as cadeias oo das
moléculas de CD49e formam os "antigenos de ativacao bastante tardia" ou "very late activation
antigens" (VLA). As moléculas de CD29 estao também envolvidas em processos de fusdo de
monocitos e macrofagos (Tabata er al., 1994), "homing" de- células T, adesdo de leucocitos as
proteinas da matrix extracelular, processos de adesao célula-célula, eco-estimulagao de células
T (Hemler, 1990; Hynes, 1992).

O CD54, também conhecido como "molécula de adesdo intercelular-1" ou "intercellular
adhesion molecule-1" (ICAM-1), ¢ uma glicoproteina de cadeia Uinica também envolvida em
processos de adesdo celular (Renkonen, 1989), fusdo de monodcitos e macréfagos (Fais et
al., 1994), resposta blastogénica de células T (Lukacs et al., 1994) e producdo de citocinas
(Lukacs et al., 1993). Os ligantes celulares para o0 CD54 sdo as moléculas LFA-1 (CDIlla/CDISg)
e as moléculas Mac-1 (CDI 1b/CD18), ambas expressas em células imunes e inflamatorias

(Renkonen, 1989; Lukacs et al., 1994). A expressao de CD54 pode ser induzida por mediadores
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tais como citocinas e ésteres de forbol (Pober ef al., 1986; Pober et al., 1987) e a participacao
das moléculas de CD54 no desenvolvimento da resposta proliferativa de células T e formacgao
de granuloma em camundongos infectados pelo S. mansoni foi recentemente demonstrado
(Lukacs et al., 1993 Lukacs et al., 1994).

Os nossos resultados mostram uma diminui¢ao da expressao de HLA-DR e também das
moléculas de adesdo (CD54) durante o processo de diferenciagdo e formacdo de células
gigantes multinucleadas enquanto que a expressao de CD29 permanece constante (figuras 17-
19). Provavelmente a expressdao de CD29 se mantém constante porque esta molécula deve ser
essencial para a manuten¢ao do processo de fusdo celular. Por outro lado, a expressao de HLA-
DR e CD54 devem ter um papel mais significativo no processo de apresentagdao de antigenos,
mas nao essencial aos processos de fusdo observados mais tardiamente em cultura. O fato de
que a capacidade de apresentagdo de antigenos decresce durante o processo de diferenciagdo in
vitro (figura 15 e 16), enquanto que o processo de fusdo celular e formagao de células gigantes
continua a ocorrer (figura 06 e 07) reforcam esta hipotese.

Fais et al. (1994), utilizando técnicas de imunohistoquimica, mostraram que as
moléculas de CD54 de superficie de macréfagos passam a ser detectadas no centro das células
gigantes multinucleadas recém-formadas. A expressio de HLA-DR também passa a ser
predominantemente citoplasmatica e tende a desaparecer quando da formagdo de células
gigantes multinucleadas. Utilizando citometria de fluxo, mostramos que existe uma queda na
expressao de CD54 e HLA-DR de superficie durante o processo de diferenciagdo de macrofagos
e formagdo de células gigantes multinucleadas. Provavelmente, a perda aparente destas
moléculas de superficie poderia estar relacionada a alteragdes nos processos regulatorios das
relagdes nucleo-citoplasma devido ao aumento no niumero de nicleos no interior destas células.
Todavia a resposta a esta questdo ainda ndo ¢ completamente desconhecida. O padrdo de
expressao de HI.A-DR e moléculas de adesdo durante o processo de diferenciagdo e formagao
de células gigantes multinucleadas in vifro pode estar relacionado aos passos envolvidos nos
processos de iniciagdo, manuten¢do e modulagdo das reagdes granulomatosas. Estes resultados
asseguram um importante papel regulador para os monocitos, macrofagos e células gigantes,
que, através de sua capacidade de mudanga na expressdo de marcadores fenotipicos durante o
processo de diferenciagdo in vivo, poderiam controlar localmente a intensidade das respostas
imunopatoldgicas desenvolvidas na esquistossomose humana. Provavelmente, a regulagao

destas respostas dirigidas aos antigenos do S. mansoni, assim como a diferenciacio de diversos
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tipos celulares, também dependem do perfil de citocinas presentes no microambiente.

6.4- Producio de citocinas na esquistossomose humana

Inicialmente, investigamos a producgdo de citocinas por células mononucleares de
individuos com esquistossomose intestinal cronica estimuladas com PHA. Os resultados
obtidos demonstram que a estimulacao das células mononucleares com PHA ¢ capaz de induzir
a producdo de todas as citocinas investigadas neste trabalho. E interessante notar que a IL-10 e
o TNF-a sdo produzidos pelas células mononucleares, mesmo na auséncia de estimulagdo com
PHA. Provavelmente, outros tipos celulares, alem dos linfocitos, poderiam contribuir para o
perfil de produgdo de citocinas observado na esquistossomose humana. A produgao de citocinas
por células acessorias também ¢ capaz de alterar o balango Thi/Thy e direcionar o tipo de
resposta a ser desenvolvida no hospedeiro (Romagnani, 1995). Este fato coloca as células da
linhagem monocitica/macrofagica como candidatos potenciais a esta producao de IL-10 e TNF-
o, observada na auséncia de antigenos € mitogenos.

Apos a identificacao do perfil de citocinas secretado devido a estimulacdo com PHA,
passamos a investigar a producao in vitro de citocinas por células mononucleares de individuos
esquistossomoticos apds a estimulagdo com os antigenos do parasita (SEA ¢ SWAP).
Investigamos inicialmente a producao de IL-4 por células mononucleares de individuos com
esquistossomose intestinal cronica apds estimulagdo com antigenos do S. mansoni.

A IL-4 ¢ wuma glicoproteina de aproximadamente 20 kD secretada
principalmente por linfocitos T ativados e mastocitos (Paul; Ohara, 1987). Inicialmente a
IL-4 foi descrita como uma citocina capaz de estimular o crescimento e a diferenciacdo de
células B (Paul; Ohara, 1987). Na esquistossomose experimental, varios estudos tém avaliado
a produgdo 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 hepatica em camundongos infectados (Cheever ef al., 1994). Esta resposta Th2 dirigida
aos ovos do parasita caracteriza-se pela producdo de altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10, com
uma populacdo que utiliza a IL-4 como fator de crescimento autdcrino (Vella et al., 1992).
Henderson ef al. (1992) identificaram uma grande producdo de RNA mensageiro para IL-4 em
granulomas de figado de camundongos infectados pelo S. mansoni. Existem poucos estudos
descrevendo a producado de IL-4 na esquistossomose mansoni humana e a maioria dos trabalhos

avaliam a produ¢do de IL-4 estimulada somente por mitdégenos ou ésteres de forbol



100

(Zwingenberger ef al., 1991; Aratjo et al., 1996).

Ao contrario do observado para a infec¢do esquistossomotica em camundongos, os
nossos resultados mostram que a estimulacdo com antigenos do S. mansoni ndo induz a
producdo de IL-4 pelas células mononucleares dos individuos infectados em nenhum dos
tempos avaliados (figura 21). Também ndo constatamos a produgdo de IL-4 durante a reagao
de fonnagdo de granuloma in vitro (figura 27). A produgao desta citocina foi detectada somente
apos estimulagdo mitogénica com PHA (figura 20). Véarios aspectos podem ser levantados na
tentativa de compreender os resultados obtidos. Uma vez que a IL-4 poderia contribuir para o
desenvolvimento da fibrose hepatica (Cheever ef al., 1994), diversos mecanismos reguladores
da producdo desta citocina podem ter se desenvolvido nos individuos com esquistossomose
intestinal cronica de modo a limitar este tipo de resposta e prevenir um excesso de dano tecidual.
Outras hipodteses também podem ser formuladas, tais como o consumo rapido desta citocina in
vitro ou mesmo a inibicdo da producdo de IL-4 por outras citocinas produzidas
simultaneamente pelas células mononucleares estimuladas com os rmtigenos do S. mansoni.
Os resultados referentes a producao 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
niveis mais elevados de producdo desta citocina (Roberts et al, 1993). A IL-5 ¢ uma
glicoproteina de 40-50 kD produzida por linfécitos CD4+ e por mastocitos (Takatsu et al.,
1994). Assim como a IL-4, a IL-5 também estimula o crescimento ¢ a diferenciacao de
células B. Além disto, a IL-5 também promove o crescimento e a diferenciagdo de eosinofilos
(Takatsu et al., 1994).

Na esquistossomose murina, a resposta Thy desenvolvida apds estimulagdo com os
ovos do parasita caracteriza-se pela producao de altos niveis de IL-5 (Pearce et al., 1991).
Além disto, a neutraliza¢ao da producao de IL-5 com anticorpos monoclonais ¢ capaz de reduzir
o tamanho dos granulomas hepaticos récem-formados, assim como o nimero de eosinofilos
nestas lesdes, mas ndo ¢ capaz de reduzir a fibrose hepatica em camundongos infectados pelo
S. mansoni (Cheever et al, 1991). A proliferacio e diferenciagio de eosinodfilos em
granulomas esquistossomoticos também parece ser controlada pela IL-5 (el-Cheikh et al.,
1991). Os nossos resultados mostram que a producao de IL-5 pelas células mononucleares
dos individuos infectados apds a estimulagdo com antigenos soltveis do S. mansoni s6 ¢

detectada no 5° dia de cultura (figura 22). Por outro lado, ndo constatamos a producao desta
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citocina apds estimulagdo com PB-SEA e PB-SWAP (figura 28). Diante dos resultados
obtidos, algumas hipdteses podem ser levantadas. A producdo de IL-5 poderia estar inibida
nos periodos iniciais de cultura por outras citocinas produzidas simultaneamente pelas
células mononucleares estimuladas com os antigenos do S. mansoni. A medida que as
concentragdes destas citocinas inibitdrias fossem decaindo, passariamos a detectar a producao
de niveis significativos de IL-5. O mesmo raciocinio poderia ser aplicado de modo inverso,
ou seja, o aparecimento de citocinas estimuladoras da produgdo de IL-5 poderia ocorrer
por volta do 5° dia de cultura o que levaria a producdo de niveis detectaveis de IL-5
neste periodo. A investigacdo de outras citocinas produzidas na esquistossomose mansoni
humana ¢ importante para o esclarecimento destas questoes. Castro et al. (1995) mostraram
evidéncias de que a IL-5 pode ser produzida in vivo por outros tipos celulares além dos
linfécitos T. Estes dados nos levam a uma hipdtese adicional sobre a IL-5 detectada no 5° dia
de cultura em nossos experimentos. Poderiamos especular que o perfil de citocinas presente
neste microambiente (no 5° dia de cultura) contribuiria para desenvolvimento e ativacao de
outros tipos celulares (células ndao T) que seriam as responsaveis pela producao de IL-5. No
entanto, a comprovagao destas hipoteses requer a utilizacao de técnicas de fracionamento, e
estudos das subpopulacdes celulares obtidas.

A produgao de IL-10 na esquistossomose humana também foi investigada em nossos
experimentos. A IL-10 ¢ um homodimero de 39 kD produzido por linfécitos T CD4+,
macrofagos, células B ativadas, c€lulas epiteliais e timocitos murinos fetais (Howard; O’Garra,
1992). Esta citocina foi inicialmente identificada em camundongos como um fator produzido
por células Th2, capaz de inibir a sintese de IFN-y por células Th; (Howard; O'Garra, 1992). A
IL-10 também ¢ capaz de agir sobre monocitos e macroéfagos, inibindo a expressao de moléculas
de classe II induzida por IFN-y, além de bloquear a produgao de IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a., 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 linfocitos B, sendo um fator autocrino para o
crescimento de células B CD5+, e também capaz de elevar a expressdo de moléculas de MHC
classe II em linfécitos B em repouso (Howard; O’Garra, 1992). Além disto, também foram
descritos efeitos inibitorios da IL-10 sobre granulocitos humanos (Chaves et al., 1996).

Na esquistossomose murina experimental foi detectada a producdo de altos niveis de
IL-10 devido ao desenvolvimento de uma resposta Th, anti- antigenos 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 formagdo de granuloma in vitro
(Pemberton et al., 1994). Além disto, a adi¢ao de IL-10 recombinante ¢ capaz de suprimir as
respostas proliferativas de pacientes infectados e as reagcdes de formagdo de granuloma in vitro
(Pemberton et al., 1994). Estes resultados sugerem que a producdo desta citocina na
esquistossomose humana poderia levar a imunorregulagdo das respostas imunes desenvolvidas
contra os antigenos do S. mansoni. Em nossos experimentos avaliamos a concentracdo desta
citocina em sobrenadantes de cultura de células mononucleares de individuos com
esquistossomose intestinal cronica. Os resultados mostraram a produgao de niveis significativos
de IL-10 por células mononucleares de individuos infectados apos a estimulagdo com antigenos
soluveis do S. mansoni (figura 23). Os dados revelam uma produ¢do mais intensa nas primeiras
24 horas de cultura ¢ um decréscimo na concentragdo de IL-10 no 5° dia de cultura.
Provavelmente, a produ¢do de IL-10 observada nos periodos iniciais de cultura (ex vivo)
representa, de fonna mais aproximada, os eventos envolvidos na produgao in vivo desta citocina
em individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica, apds a estimulagdo com os
antigenos soluveis do parasita. Os nossos resultados reforcam 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 participacdo desta citocina em mecanismos
imunorreguladores presentes na esquistossomose humana. Além disto, os resultados mostram
que a producao de IL-10 ndo estd associada ao processo de fonnagdo de granuloma in vitro
(figura 29). Na realidade, verificamos que existe uma inibi¢ao da producdo de IL-10 durante o
desenvolvimento das reagdes de formacao de granuloma in vitro estimuladas por PB-SEA e
PB-SWAP. Acreditamos que esta diminui¢ao da produgdo de IL-10 apds estimulagdo com PB-
SEA e PB-SWAP seja um efeito indireto, mediado pela producdo de TNF-o durante o
desenvolvimento das reacdes granulomatosas in vitro (figura 32). A andlise dos nossos
resultados associados aos dados obtidos por outros grupos de pesquisadores (Pemberton et al.,
Araujo et al., 1996; King et al., 1996) sugerem que esta citocina, uma vez produzida, levaria a
uma diminui¢do das respostas proliferativas e a uma reducdo na intensidade das reagdes
granulomatosas (figura 36).

Conforme foi dito no decorrer deste trabalho, existem poucos estudos realizados na
esquistossomose mansoni humana envolvendo a investiga¢do da producdo de citocinas. Até o
presente momento, o padrdo de producao de IL-13 em individuos infectados pelo S. mansoni

¢ pouco conhecido. A IL-13 ¢é uma proteina com peso molecular de aproximadamente 10 kD,



103

que € produzida basicamente por linfocitos Tho CDs" (Minty et al., 1993). Estudos iniciais
mostram que a IL-13 induz a sintese de IgGs e IgE e ¢ capaz de elevar a expressao de moléculas
do MHC de classe I e de CD23 na superficie de mondcitos e de linfécitos B. Alguns dos efeitos
da IL-13 sao independentes, porém sinergisticos a agao da IL-4 (Minty ef al., 1993). Os nossos
resultados mostram que a producdo de IL-13 pelas células mononucleares dos individuos
infectados apds a estimulagdo com antigenos soluveis do S. mansoni s6 ¢ detectada no 5° dia
de cultura (figura 24). Por outro lado, ndo constatamos a producdo desta citocina apds
estimulagdo com PB-SEA e PB-SWAP (figura 30) indicando que a producao de IL-13 nao deve
ser essencial ao processo de formacao de granuloma in vitro.

A inexisténcia de dados a respeito do papel da IL-13 na esquistossomose humana, que
sejam do nosso conhecimento, limita a discussdo extrinseca dos resultados. Todavia, algumas
hipdteses podem ser levantadas. A producao de IL-13 estimulada por antigenos solaveis do
S. mansoni poderia estar inibida nos periodos iniciais de cultura por outras citocinas produzidas
simultaneamente pelas células mononucleares. A medida que as concentracdes das citocinas
inibitorias fossem decaindo, passariamos a detectar a producao de niveis significativos de IL-
13. Por outro lado, o aparecimento de citocinas estimuladoras da produgao de IL-13 também
poderia ocorrer, o que levaria a um aumento na produgdo desta citocina. A analise dos
resultados obtidos mostra que o perfil de producao de IL-13 (figura 24) ¢ muito similar ao perfil
detectado para a produgdo de IL-5 (figura 22). Poderiamos especular que o perfil de citocinas
presente neste microambiente no 5° dia de cultura estaria contribuindo para desenvolvimento e
ativacao de outros tipos celulares responsaveis pela producao de IL-5 e IL-13.

Apds a investigacdo da producdo de IL-13, avaliamos a producdo de IFN-y na
esquistossomose humana. O IFN-y ¢ uma glicoproteina de 21 a 24 kD produzida por
praticamente todas as células CD8" e por linfécitos T CD4" do tipo Thl (Bertagnolli, 1993).
Células NK também sdo uma fonte, embora menor, de IFN-y (Bertagnolli, 1993). Esta citocina
¢ também um potente ativador de fagdcitos mononucleares capaz de elevar o "burst” oxidativo
e a expressdo de moléculas do MHC de classe II nestas células (Bertagnolli, 1993). Na
esquistossomose murina existe um declinio da produc¢do inicial de IFN-y que correlaciona-se
com aumento na produgdo de IL-10 e o desenvolvimento das respostas do tipo Tha dirigidas
contra os antigenos do ovo do parasita (Vella ef al., 1992). Estudos investigando a produg¢do de
IFN-y na esquistossomose humana (Willians et al., 1994) nao detectaram a produgdo de niveis

significativos desta citocina por células mononucleares de individuos esquistossomoticos apos
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a estimulagdo com antigenos do S. mansoni. Nos também nao detectamos a presenca de IFN-y
apos 24 e 48 horas de estimulagdo com os antigenos do S. mansoni. Entretanto, fomos capazes
de detectar a producao de altos niveis de IFN-y apds a estimulacdo com antigenos soltiveis do
S. mansoni no 5° dia de cultura (figura 25). A avaliacdo do padrdo de producdo de IFNy
em individuos portadores de esquistossomose intestinal cronica revelou aspectos bastante
interessantes. A alta produgdo de IFN-y no 5° dia de cultura (figura 25) correlaciona-se com um
declinio na concentragdo de IL-10 neste mesmo periodo (figura 23). Provavelmente a produgao
de IFN-y ¢ inibida pelas altas concentragdes de IL-10 presentes nos periodos iniciais de cultura
apds estimulacdo com os antigenos do S. mansoni. Por outro lado, ainda ndo podemos
estabelecer com precisdo, quais seriam as provaveis interagdes existentes entre a producdo de
IL-5 e IL-13 e a producao de IFN-y no 5° dia de cultura. Também constatamos a producao desta
citocina no 5° dia de formagdo de granuloma in vitro (figura 31). Os resultados obtidos mostram
a producao de IFN-y em niveis estatisticamente elevados se comparados ao controle no 5° dia
de formacao de granuloma in vitro (figura 31) e sugerem o envolvimento desta citocina nos
mecanismos de formagao de granuloma in vitro. Além disto, estes dados abrem perspectivas
para a investigacdo de uma série de novas questdes. Seria o mesmo tipo celular capaz de
produzir IL-5, IL-13 e IFN-y na esquistosomose humana ? Seriam células ndo T ? Seriam
linfécitos Tho ? Teriamos mais de um tipo celular envolvido neste processo ? Seriam interacdes
entre células ndo T e linfocitos Thy ? Diversas questdes envolvendo o balango da resposta
Thi/Thy na esquistossomose humana ainda permanecem sem resposta. A lista de perguntas
apresentada estd longe de esgotar todas as lacunas do conhecimento atualmente existentes sobre
a producdo de citocinas e a regulacdo das respostas nesta parasitose.

A investigacdo da producdo de TNF-a por células mononucleares de individuos
esquistossomoticos acrescentou novos graus de complexidade a producdo de citocinas na
esquistossomose humana. Sabe-se que o TNF-o. ¢ uma proteina transmembranica ndo-
glicosilada de 25 kD quando presente na superficie de fagocitos mononucleares ativados. A
clivagem proteolitica da por¢do carboxi-tenninal extracelular libera um fragmento de 17 kD. O
TNF-a soltivel presente na circulagdo é¢ composto de trés unidades de 17 kD sendo na realidade
um homotrimero de 51 kD. O trimero ¢ a forma que se liga aos receptores presentes nas
membranas dos diversos tipos celulares (Bertagnolli, 1993).

Na esquistossomose experimental, macrofagos isolados do figado de camundongos
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infectados em fase aguda de infec¢do secretam mais TNF-a do que macréfagos isolados de
camundongos em fase cronica (Joseph; Boros, 1993). A administragdo repetida de anticorpos
policlonais anti-TNFoa € capaz de suprimir significativamente o tamanho dos granulomas
desenvolvidos em camundongos infectados na fase aguda da infeccdo. A administragdo de
TNFo recombinante a camundongos na fase cronica da infecgdo aumenta o tamanho dos
granulomas desenvolvidos no figado e nos pulmdes (Joseph; Boros, 1993). O TNFa também ¢
capaz de restaurar a formagdo de granulomas em camundongos SCID infectados pelo S.
mansoni (Amiri et al., 1992) sugerindo um papel muito importante desta citocina nos processos
de formacgdo do granuloma.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a estimulacdo com antigenos soltveis
do parasita induz a producao de TNFa.. Esta producao € mais elevada nas primeiras 24-48 horas
de cultura e declina apos este periodo (figura 26). Lucaks et al. (1994b) afirmam que o
mecanismo de formacao do granuloma na esquistossomose deve ser mediado pela producao de
TNF-a e pode estar associado a indugao do aumento da expressdao de ICAM-1 por esta citocina.
Os nossos resultados indicam que, na esquistossomose humana, o TNFo também parece
exercer um papel essencial nos processos de formacao das reagdes granulomatosas (figura 32 e
36). Os resultados também sugerem que o TNFa tenha um papel essencial no processo de
desenvolvimento de células gigantes multinucleadas nas reagdes granulomatosas, uma vez que
os sobrenadantes de cultura obtidos destas reacdes apresentam atividade estimulatoria para a

formagdo de células gigantes in vitro (figuras 10 e 11).

6.5- Consequéncias do desenvolvimento da resposta aos antigenos do S. mansoni sobre
as funcdes de mondocitos e macrofagos in vitro.

Os dados deste trabalho mostraram a existéncia de um perfil diferenciado de producdo
de citocinas para cada modelo experimental investigado (blastogénese ou formacdo de
granuloma in vitro). Este fato nos levou a realizacdo de experimentos adicionais visando
compreender quais seriam as consequéncias destas respostas desenvolvidas apos a estimulacao
com os antigenos do S. mansoni sobre as fungdes das células da linhagem
monocitica/macrofagica (figuras 33-36). De uma maneira geral, a estimulagdo com SEA ou
SWAP soluveis apresentou consequéncias inibitorias sobre varias fungdes celulares.
Verificamos que a estimulagdo com antigenos soliiveis do parasita inibe a formacao de células

gigantes multinucleadas in vitro (figura 33), ao contrario do observado anteriormente para
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antigenos imobilizados (figura 06). Provavelmente, o perfil de citocinas secretado apds a
estimulagdo com os antigenos soluveis do S. mansoni (figuras 21 a 26) origina um
microambiente desfavoravel a formagdo de células gigantes multinucleadas in vitro. Por outro
lado, o perfil de citocinas secretado durante as reagdes granulomatosa in vitro (figuras 27 a 32)
favorece a formagdo de células gigantes multinucleadas. Dentre as citocinas produzidas no
modelo de formagdo de granuloma in vitro, tanto o IFN-y quanto o TNF-a ja foram descritos
como capazes de acelerar o processo de fonnagao de células gigantes multinucleadas (Weiberg
et al., 1989; Takashima et al., 1993). Uma vez que varios fatores soluveis ja foram descritos
na literatura como capazes de induzir a formagdo de células gigantes multinucleadas,
acreditamos que a agdo combinada de IFN-y e TNF-a, e de outras citocinas nao investigadas
neste trabalho, poderia resultar no aumento observado na formagao de células gigantes durante
o desenvolvimento das reagdes de formagdo de granuloma. Outro efeito observado da
estimulacdo com SEA ou SWAP soluveis sobre as funcdes de monocitos/macréfagos foi a
inibicao da atividade metabolica celular (avaliada pela redugao de MTT). A estimulagdo com
antigenos conjugados a microesferas de poliacrilamida apresentou efeitos opostos, elevando
esta mesma atividade metabolica (figura 33).

Os dados obtidos mostram uma reatividade diferencial associada a natureza da
estimulagdo antigénica. Estes fatos poderiam estar relacionados a aspectos, tais como:
1)Envolvimento de diferentes células apresentadoras de antigenos em cada caso,
2)Padrdes diferentes de diferenciagdo das células produtoras de citocinas dependente da
natureza da estimulacao antigénica,

3) Producao de diferentes fatores soluveis e citocinas em cada caso, conforme foi descrito neste

trabalho (figuras 21-32).

Acreditamos que a elevada producdo de IL-10 apds a estimulagdo com SEA ou SWAP
soluveis (figura 23) e o aumento na produgdo de TNF-a. apos a estimulacdo com PB-SEA e
PB-SWAP (figura 32) estejam envolvidos nestes mecanismos de regulacdo da atividade

metabolica e da formagdo de células gigantes multinucleadas (figuras 33 e 34).

Os efeitos de antigenos soltiveis sobre células mononucleares sao geralmente avaliados
em ensaios blastogénicos. Por outro lado, a reatividade diferencial nos levou a investigar quais
seriam os niveis de proliferagdo celular frente a estimulacdo com antigenos imobilizados (PB-
SEA ou PB-SWAP). Ao contrario do observado anterionnente, a estimulagdo com antigenos
imobilizados ndo estimula a proliferacdo celular in vitro (figura 35). A andlise do perfil de

citocinas produzidas quando existe proliferacao celular (modelo de estimulagdo com antigenos
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soluveis), mostra que a IL-5 e a IL-13 sdo produzidas exclusivamente neste modelo. Durante o
desenvolvimento da reagdo de fonnagdo de granuloma in vitro, estas citocinas ndo foram
detectadas e também nao foi constatada a estimulagdo da proliferagdo celular neste caso. Estes
dados sugerem que estas citocinas (IL-5 e IL-13) poderiam, de alguma forma, estar envolvidas
nos processos de proliferagdo celular estimulada por antigenos do S. mansoni. Os resultados
mostrados neste trabalho revelam que estes dois modelos experimentais (ensaio blastogénico e
formagdo de granuloma in vitro) avaliam fenomenos bioldgicos bem distintos.

Com relagdo a fonnagdo de granuloma in vitro, os nossos resultados indicam que este
fendmeno parece ser dependente da produ¢do de TNF-a por mondcitos e macrofagos, enquanto
que a IL-10 produzida apos estimulagdo com os antigenos soluveis do S. mansoni apresenta
um efeito oposto, sendo capaz de inibir a produ¢do TNF-a por células da linhagem
monocitica/macrofagica e levar a inibicdo da fonna¢do de granuloma in vitro na
esquistossomose humana (figura 36). Na figura 39 apresentamos um modelo tedrico proposto
para a acdo da IL-10 e do TNF-a sobre as fungdes de monocitos e macrofagos e os efeitos
resultantes sobre a fonnag¢ao do granuloma na esquistossomose humana. A produgdo de altos
niveis de 1L-10 apds a interagdo entre linfocitos T e células apresentadoras de antigenos levaria
a uma redug¢do na capacidade de producdao de TNF-o por monocitos/macrofagos e a

consequente modulagao da formacao do granuloma in vitro na esquistossomose humana.
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Figura 39: Modelo tedrico proposto para a agdo da IL-10 e do TNF-a. sobre as fungdes de monodcitos e
macrofagos e os efeitos resultantes sobre a formagdo do granuloma na esquistossomose humana. A produggo de
altos niveis de IL-10 ap6s a interagdo entre- linfocitos T e células apresentadoras de antigenos levaria a uma redugéo
na capacidade de producdo de TNF-a por monécitos/macrofagos e a consequente modulagdo da formagdo do
granuloma in vitro na esquistossomose humana.

A andlise em conjunto de todos os resultados obtidos neste trabalho mostra a existéncia
de um padrao bastante complexo de produgdo de citocinas, tanto pelos tipos quanto pela
sequéncia em que sdo produzidas. Os resultados envolvendo as células da linhagem
monocitica/macrofagica mostram a participagao destas células, e do processo de diferenciagao,
em mecanismos de imunorregulagdo presentes na esquistossomose humana. Estes dados
acrescentam novos graus de complexidade aos eventos envolvidos nas respostas imunoldgicas
dirigidas aos antigenos do S. mansoni e devem ser importantes para a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na formacao e regulagdo das reagdes granulomatosas responsaveis

pela imunopatologia na esquistossomose.



7- CONCLUSOES:

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a participagdo das células da linhagem
monocitica/macrofagica, ¢ do processo de diferenciacdo celular, nos mecanismos de
regulacdo das respostas estimuladas pelos antigenos do S. mansoni. Além disto constatamos
a existéncia de um padrao bastante complexo de producao de citocinas na esquistossomose
humana, tanto pelos tipos de citocinas secretadas quanto pela sequéncia em que sao
produzidas. Os dados refor¢am a idéia de que a formacao e o desenvolvimento do granuloma
envolve uma producdo "orquestrada" de citocinas, possivelmente resultante da participagao

sequencial de diferentes populacdes celulares e em diferentes estados de diferenciacao.
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