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Resumo

A imunosenescéncia tém sido bem descrita em humanos e em uma variedade de
espécies animais apresentando grande influéncia nas alteragdes funcionais do sistema
imune que podem ser observadas tanto em 6rgdos linféides, quanto nos componentes
celulares do sistema imunologico. Foi demonstrado, por exemplo, alteragdes no fenotipo,
repertorio e ativacdo dos linfocitos, bem como no perfil de citocinas produzido por essas
celulas. Existe, também uma forte associacédo entre resisténcia a infeccdes e reinfeccdes por
parasitos helminticos Schistosoma sp. e senescéncia. Na esquistossomose humana, por
exemplo, a intensidade de infeccdo aumenta muito nas duas primeiras décadas de vida. A
partir dos 30 anos de idade, esses mesmos individuos apresentam um declinio progressivo
na intensidade da infeccdo que poderia ser devido a presenca de mecanismos
imunomoduladores. E uma doenca cronica e se sobrepde ao processo de envelhecimento.
Nesse estudo, estudamos a influéncia das alteracbes imunoldgicas que ocorrem durante a
senescéncia na esquistossomose humana. Individuos entre 10-95 anos de idade foram
divididos em 4 grupos (10-24; 25-49; 50-69 e 70-95) de acordo com a intensidade da
infeccdo em funcdo dessa categoria (>100 ovos/g fezes), de ambos os sexos, moradores de
area endémica. Individuos que se mostraram negativos para ovos no exame de fezes
pertencentes as mesmas faixas etarias descritas acima foram considerados nosso grupo
controle. N6s analisamos, por citometria de fluxo, o perfil de sintese de citocinas por
leucdcitos do sangue periférico (células NK, linfocitos B, TCD4 e TCD8) apds incubacao
in vitro de 5 horas com meio de cultura ou com os antigenos (SEA ou SWAP). Ao
analisarmos os leucdcitos totais do sangue periférico observamos, na cultura néo
estimulada, que o envelhecimento esta associado ao aumento do percentual de 1L-10 por
leucdcitos do sangue periférico em individuos idosos negativos e infectados, sugerindo um
aumento na capacidade de modular a infec¢do maior que os individuos jovens. Além disso,
tambem observamos paralelo ao aumento de IL-10, o aumento no percentual de IL-2 por
esses leucocitos nos individuos infectados mais idosos (70-95 anos), sugerindo o aumento
da reatividade celular ou apoptose das células. O perfil de sintese de citocinas por células

NK, linfocitos B, TCD4 e TCDS8, ndo estimulados, mostrou-se também bastante alterado



com o envelhecimento. NOs observamos que, na idade jovem, ha uma grande participacéo
dos linfocitos T CD8" caracterizado pelo aumento IL2",IFN-y",1L-4*. Com a infecgdo, esse
perfil muda, levando a diminuicéo dessas células positivas para IL-2 e IL-4, mas mantendo
alto o percentual de células positivas para IL-10 e IFN-y. Com o envelhecimento,
observamos um perfil diferente. Existe uma grande contribuicio de células T CD4"
caracterizado pelo aumento de células IL-10" e IFN-y". Com a infecgo, evidenciamos uma
forte contribuicdo de ambas as subpopulagdes de linfocitos. Ocorre a diminuicao de células
T CD4'IL-10" e IFN-y" e 0 aumento de células CD4*IL-2*. Com relagdo aos linfocitos T
CD8", ocorre uma leve diminuicio de células IL-4" e IFN-y" e um aumento de células
CD8" IL-10" nessa faixa etaria. Ao estimularmos a cultura de células com antigenos
solGveis do ovo (SEA) ou antigenos sollveis do verme adulto (SWAP), os individuos
idosos infectados (70-95 anos) mostraram um aumento no percentual de ceélulas
CD16"IFN—y" que ndo foi observado em individuos negativos idosos (70-95 anos) e, uma
diminuicdo no percentual de linfocitos B positivos para IL-10. Os resultados mostram que
as diferencas se localizam nos polos extremos da vida. Os individuos adultos entre 25 e 69
anos apresentam padrdes relativamente estaveis de sintese de citocinas. No entanto,
diferencas marcantes nos padrdes de citocinas positivas principalmente para células CD4",
CD16" e CD8" foram observadas em individuos negativos e infectados acima de 70 anos de
idade. Esses dados sugerem fortemente que as alteragdes imunoldgicas encontradas estdo
relacionadas ao processo do envelhecimento. Além disso, a manutencdo do percentual
elevado de IL10 (mesmo que sintetizado por diferentes populacdes celulares) nos
individuos infectados idosos provavelmente estd diretamente relacionada a indugdo de
mecanismos imunomoduladores tipicos da fase cronica da infeccdo. Podemos dizer que o
envelhecimento tem um forte efeito no percentual de citocinas e na imunidade a infec¢do

pelo S. mansoni.



Abstract

The immunosenescence have been well described in humans and in a variety of
animal species presenting large influence on the immune system functional changes which
can be observed both in lymphoid organs and in cell components of immune system. It was
demonstrated, for example, changes on the phenotype, repertoire and lymphocyte
activation, as well as on the cytokine profile produced by this cells. There are also a strong
association between the resistance to Schistosoma sp. helminthic infection and reinfection
and senescence. In human schistosomiasis, for example, the worm burden increase in the
two first decades of life.

These same individuals, from the age of 30, show a progressive decline in the
intensity of infection that could be due to the presence of immunomodulatory mechanisms.
Schistosomiasis is a chronic disease and overlap to the aging process. This study, we assess
the influence of the immunological changes that occur during senescence in human
schistosomiasis. Individuals between 10 and 95 years old, of both gender, living in endemic
area, were segregated in four groups of age (10-24; 25-49; 50-69 e 70-95). In each group,
the subjects were categorized according the worm burden in either no eggs in faeces or
more than 100 eggs/g of faeces. Individuals that presented no egg in faeces exam belonging
to the same age group, described above, were considered our control group. We analyzed,
with flow cytometry, the cytokine profile produced by periferic blood leucocytes (NK cells,
B lymphocytes, T cells CD4+ and T cells CD8+) after 5 hours of in vitro incubation with
either no stimuli or specific antigen stimulation (SEA or SWAP). When we analyzed the
total leucocytes of periferic blood, we observed, in non-stimulated culture, that aging is
associated to the increase of the frequency of leucocyte producing IL-10 from elderly
infected and not infected, suggesting a greater ability to modulate the infection than young
subjects. Moreover, we also observed, together to the increased of IL-10, the increase on
the frequency of IL-2 in the leucocytes from older infected individuals (70 to 95 years old),
suggesting the gain on the cellular reactivity or cell apoptosis. The cytokine profile
produced by NK cells, B lymphocytes, T cells CD4+ and T cells CD8+, not stimulated,



shows also very altered with aging. We observed that, in younger ages, there are a strong
participation of the T CD8 lymphocytes characterized by the increase of IL2",IFN-y",1L-4"
cells. With infection, this profile changes, taking a decrease of this IL-2 and IL-4 positive
cells, but keeping the high percentage of IL-10 and IFN-y positive cells. With aging
process, we observed a different profile. There is a important contribution of the TCD4
cells characterized by the increase of IL-10" e IFN-y" cells. In the infection context, we
noted a strong contribution of both the subpopulation of lymphocytes. It occurs a decrease
of T CD4*IL-10" and IFN-y" cells and the increase of CD4"IL-2" cells. Regarding to the
TCD8" lymphocytes, occurs a slight decrease of IL-4" and IFN-y" cells and an increase of
the CD8" IL-10" cells in this age. With either the SEA-stimulation or SWAP-stimulation,
the infected elderly (70 to 95 years old) showed an increase on the CD16 IFN—y" cells
percentage that was not observed in negative elderly (70 to 95 years old), and, a decrease
on the B cells percentage IL-10 positives. The results shows that the differences are located
in the extremes of lifetime. The adults subjects between 25 and 69 years old presents
stables pattern of cytokine synthesis. However, outstanding differences on the positive
cytokine pattern to CD4*, CD16" and CD8" cells were observed in negative and infected
individuals over 70 years old. This data strongly suggest that the immunological changes
found are aging-related. In addition, the maintenance of the high percentage of IL-10 (even
that produced by different cells populations) in the elderly infected individuals probably is
directed related to the induction of immunomodulatory mechanisms typical of the chronic
phase of infection. We can say that aging has a strong effect on the percentage of cytokine

and on the immunity to the S. mansoni infection.
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1. Introducéo

1.1. Senescéncia e o Sistema Imune

O processo de senescéncia tem sido bem descrito em humanos e em uma
variedade de espécies animais, principalmente em roedores, como uma das grandes
fontes de alteragcbes funcionais do sistema imune. Tais modificagbes podem ser
observadas tanto em Orgdos linféides, quanto nos componentes celulares do sistema
imune. O principal efeito do envelhecimento no sistema imune pode ser observado no
timo. Este 6érgdo, local primario para desenvolvimento de células T, é composto pelas
regides cortical e medular que durante o processo de senescéncia sofre grande atrofia
caracterizada pela perda da regido cortical, mas ndo da regido medular. Essa atrofia
acarreta a perda de timécitos imaturos resultando na diminuicdo da populacdo de células
presentes nesse local. O mais importante é que alteracGes no epitélio cortical afetam a
maturacdo das células T por interferéncia no processo de sele¢do dos linfécitos. Além
disso, foi demonstrado que durante o envelhecimento a matriz extracelular presente no
timo (importante para a manutencdo da integridade desse 6rgdo, bem como para o
desenvolvimento dos timdcitos) encontra-se aumentada, ocasionando, entdo, em uma
timopoiese degenerativa (Takeoka et al., 1996).

Duas hipdteses sdo propostas para explicar a atrofia timica associada ao
envelhecimento. A primeira delas propde que o niumero de células tronco migrantes da
medula 6ssea para o timo esta diminuido o que levaria a diminuicdo da producdo de
timdcitos (Tyan,1977; Eren et al,1990; Hartwing et al, 1994). A segunda hipdtese
sugere que a atrofia timica estaria relacionada a deficiéncia no processo de diferenciacdo
das células progenitoras que migraram para o timo. Essa hipdtese se fundamenta em

andlises fenotipicas dos estagios de diferenciacdo intratimica das células T de animais
- - . , , . + -
de vérias idades as quais revelaram que o namero de células imaturas CD44 CD25 .

que apresentam o fenotipo triplo-negativas CD3-CD4-CD8" ndo diminui com a idade.

Entretanto, ocorre uma reducdo, nos animais idosos, na populacdo de células T triplo

negativas com o fendtipo CD44'CD25 caracteristico de células maduras. Este Gltimo
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dado revelou uma ineficiéncia na transicdo do fenoOtipo mais imaturo para 0 mais
maduro. Além disso, foi demonstrado que a deficiéncia no processo de diferenciagao
estaria relacionada ao rearranjo ineficiente do DNA para producéo da cadeia B do TCR
das células T (Aspinall, 1997; Thoman, 1997). Em conjunto, esses trabalhos sugerem
que tanto a diminuicdo da frequéncia dos progenitores de células T que migram para o
timo, bem como a disfuncdo no processo de diferenciacdo intratimica dos timdcitos
podem estar relacionados com a atrofia do érgdo durante o envelhecimento.

Existem relatos na literatura mostrando que o envelhecimento também estaria
relacionado a alteragdes nos fendtipos das células T periféricas. Tais alteracdes
poderiam incluir mudancas em receptores de adesdo (CD44), receptores ligados a

migracdo de linfdcitos para linfonodos periféricos (CD62L) e marcadores caracteristicos

dos fendtipos de “memoria” ou “virgem” (CD45R) das células T CD4 e CD8+, bem

como alteracbes na proporcdo de tais células. Varios autores mostraram que
camundongos idosos apresentariam uma diminuicdo na proporc¢do de linfécitos T CD4+,
mas ndo de células T CD8+, quando comparados com animais jovens. Além disso, a
frequéncia de linfocitos T CD4" e CD8' ativados (caracterizado pela expressio CD44hi
CD45RBIO CD62L|0) nos animais idosos seria muito maior. Por outro lado, a proporc¢éo
de células T "virgens" (caracterizada pela presenca dos marcadores cD44lo cp45RBh

CD62Lhi) em camundongos idosos estaria diminuida (Ernst, 1993; Barrat et al., 1995;
Kurashima and Utsuyama, 1997; Timm and Thoman, 1999).

Entre outras observacdes relacionadas a composicédo das sub-populacdes de células
T, Wakikawa e colaboradores observaram também a diminuicdo na expressdo das
cadeias o e 3 do receptor de IL-2 (CD25 e CD122 respectivamente, que sdo importantes
no processo de proliferacdo celular) bem como na expressdo da molécula co-
estimuladora CD28 em células T estimuladas pelo mitdgeno concanavalina A (ConA)
em camundongos idosos quando comparado com 0s animais jovens (Wakikawa et al,
1997). Essa diferenca também foi observada em humanos, pois alguns autores
demonstraram um aumento de linfocitos T CD8'CD28 em individuos idosos apos
estimulagdo in vitro. A explicacdo seria a perda da expressdo dessa molécula na

membrana da célula e ndo a expanséo de clones CD28" (Pawalec, et al., 2001).



25

O actimulo de células T expressando um fenotipo de “memoria” em animais e
individuos idosos poderia explicar algumas, mas ndo todas, as alteragdes associadas ao
envelhecimento. Ele pode explicar, por exemplo, as alteracGes observadas no potencial
para producéo de citocinas secretado pelos linfécitos T de animais e individuos idosos,
uma vez que as células T "virgens" secretam um perfil de citocinas diferente das células

T ativadas. Um conjunto de experimentos mostrou que a sintese de IL-2 por células T

CD4" ativadas estd diminuida em relacdo a sintese da mesma citocina pelas células
“virgens”. Em contrapartida, a producao de citocinas efetoras tais como IL-3, IL-4, IL-
5, IL-10 e INF-y por essas células T apresentou-se aumentada com o envelhecimento,
fato consistente com a maior concentracao de linfocitos T ativados nos animais idosos
(Hobbs et al., 1993, 1994). Além disso, observou-se que as alteracGes no perfil de
citocinas relacionadas ao envelhecimento ocorrem gradualmente ao longo da vida do
animal ou do individuo e ndo abruptamente no animal ja senil (Hobbs et al., 1993).

Em humanos, os resultados relacionados ao perfil de citocinas produzido por
linfocitos T em idosos ndo sdo claros. Existem trabalhos que mostram o aumento na
producéo de IFN-y (Born et al, 1995) ou a sua diminuicdo (Candore et al, 1993, Caruso
et al, 1996). Para a producdo de IL-4 também alguns autores relatam, outros ndo
observam alteracdo na sua producdo (Al-Rayes et al, 1992, Candore et al, 1993, Caruso
et al, 1996). Com relacdo a IL-2, alguns autores mostram um impedimento na sintese
desta citocina e essa diminuigcdo poderia ndo estar associada a uma frequéncia alterada
de linfécitos T CD45RA* e CD45RO", diferentemente do observado em modelos
animais. O bloqueio na producdo de IL-2 foi observado em individuos idosos que nao
apresentaram alteracdes nos fendtipos de células T CD45RAY/CD45RO" (Karanfilov et
al., 1999). O aumento dramatico na producéo constitutiva de IL-6 e IL-10 observada em
animais e humanos idosos parece estar relacionado a varios disturbios na reatividade

imunoldgica relacionados ao processo de senescéncia (Daynes et al, 1993).

As células T CD8" também sofrem alteracbes com relacdo a produgdo de citocinas
durante o processo de envelhecimento. De maneira similar as alteracdes em linfocitos T
CD4", ocorre um aumento na producdo de citocinas efetoras como IL-4 e de INF-y e
uma reducdo na secrecdo de IL-2 em animais idosos quando comparados com animais
jovens (Mu and Thoman, 1999).
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Esses defeitos na producdo de citocinas, na verdade, refletem outras alteracdes
importantes observadas durante o envelhecimento: a) o acumulo de linfocitos T
expressando um fendtipo de células ativadas, resultado do processo natural e cumulativo
de ativacdo e da diminuicdo no aporte de células virgens do timo; b) mudancas nas
interacdes com as celulas apresentadoras de antigeno que também apresentam alteracdes
com o envelhecimento; c¢) varias alteracbes na transmissdo de sinais nos linfdcitos
durante o envelhecimento.

Alteracdes na transmissdo de sinais nos linfocitos T podem ser responsaveis pela
deficiéncia na reatividade imunoldgica observada em idosos. Células T de animais e
humanos idosos mostram defeitos na mobilizacéo de calcio (Miller, 1987, Lerner et al,
1988, Grossmam, Ledbetter and Rabinovitch, 1990) e na fosforilacdo de proteinas (Patel
and Miller, 1992) nos primeiros 5 minutos depois do contato com as células
apresentadoras. O envelhecimento leva ao declinio na fosforilagdo promovida tanto por
tirosina-quinases quanto por serina-treonina-quinases em resposta ao mitdgeno ConA,
aos anticorpos anti-CD3 e anti-TCR (Patel and Miller, 1992; Shi and Miller 1992) e a
prépria distribuicdo dessas quinases dentro da célula parece estar também bastante
alterada (Grosh and Miller, 1995). Além disso, muitos autores também demonstraram
uma diminuicéo na atividade das MAP-quinases que sdo essenciais para o crescimento e
diferenciacdo celular, tanto em linfocitos T humanos quanto em murinos (Whisler et al,
1996, Gorgas et al, 1997). Assim, os proprios mecanismos moleculares de ativacdo dos
linfocitos T, tanto atraves de seu receptor clonal quanto através da molécula de CD4,
apresentam alteragdes marcantes no envelhecimento (Shi and Miller, 1992).

Uma série de trabalhos tem relatado também modificacfes na resposta humoral
associadas ao envelhecimento. O efeito da idade na resposta proliferativa das células B,
no entanto, ocorre em propor¢cdes mais limitadas. Alguns atribuem o declinio na
atividade mitogénica das células B a uma reducdo no numero de celulas reativas ao
estimulo e ndo a alteragdes na capacidade de divisdo destas (Abraham, Tal and Gershon,
1977). Em contraste, existem autores que acreditam que a redugdo da resposta
proliferativa das células B estaria relacionada a um defeito intrinseco as células B

especificas e ndo ao seu numero reduzido (Averill and Wolf, 1985) .
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Souvannavong e colaboradores, adeptos da ideia de que a resposta humoral estaria
relacionada a uma reducdo no nimero de células reativas ao estimulo, observaram que
populacdes de células totais do baco de animais idosos apresentaram uma diminui¢do na
resposta proliferativa quando comparados com 0s animais jovens, embora a cinética da
resposta de ambos os grupos tenha sido semelhante. Entretanto, ao comparar linfocitos
B purificados de animais jovens e idosos, esta diferenga ndo foi observada. Além disso,
eles também mostraram uma resposta proliferativa reduzida das células totais esplénicas
em animais idosos quando estimuladas com o mitdgeno lipopolissacaride (LPS). Tal
diminuicdo ndo foi observada na populacdo de linfécitos B purificados mostrando,
novamente, que a reducdo da capacidade de proliferacdo das células B associada a
senescéncia seria mediada por outras células presentes no baco e ndo por defeitos da
prépria célula B (Souvannavong et al, 1998).

A literatura também aponta uma forte associacdo entre resisténcia a infeccdes e
reinfeccOes por parasitos helminticos Schistosoma sp. e senescéncia. Foi demonstrado
que a prevaléncia e a intensidade de infecgéo, observada pela presenca e quantificagdo
dos ovos nas fezes ou urina dos individuos infectados, aumentam progressivamente com
a idade alcancando um pico maximo entre dez e vinte anos. Nas subsequentes décadas
de vida, tanto a prevaléncia quanto a intensidade de infeccdo diminuem
progressivamente (Gryseels, 1994; Fulford et al., 1998; Ouma et al., 1998; Naus et al.,
1999). Na esquistossomose humana, por exemplo, a intensidade de infeccdo geralmente
aumenta muito nas duas primeiras décadas de vida, como resultado do contato com
aguas contaminadas pelos individuos vivendo em areas endémicas. A partir dos 30 anos
de idade, esses mesmos individuos apresentam um declinio progressivo na intensidade
da infeccdo que poderia ser devido a presenca de imunidade protetora adquirida.

Diante dessas evidéncias, fica clara a necessidade de estabelecermos correlagdes
entre 0 processo de senescéncia e a resposta imunolégica ligada a protecdo e morbidade

da esquistossomose em areas endémicas.



1.2. A Esquistossomose mansonica

Aspectos Gerais

A Esquistossomose € uma doenca parasitaria endémica cronica, debilitante e, em
muitos casos, fatal. A parasitose acomete individuos principalmente em &reas rurais e é
endémica em varios paises tropicais. No homem a doenca é causada por cinco espéecies
do género Schistosoma: Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma
intercalatum, Schistosoma mekongi, Schistosoma haematobium, sendo que somente a
espécie Schistosoma mansoni é endémica nas Américas, ocorrendo principalmente no
Brasil, Suriname, Venezuela e ilhas do Caribe (Savioli et al; 1997). Sua introducdo no
pais se deu, provavelmente, a partir de meados do século XVI, com o ingresso de
populacdes africanas, ocupadas em regime de escraviddo com a cultura da cana-de-
acucar na regido Nordeste. CondicGes ecoldgicas favoraveis e a presenca do hospedeiro
intermediério (caramujo do género Biomphalaria) propiciaram a instalacdo da
esquistossomose no Brasil (Pessoa et al., 1987).

Atualmente, a esquistossomose € a segunda principal doenca parasitaria e afeta
acima de 200 milhdes de pessoas em todo o mundo, causando em torno de 500 mil
mortes anualmente (Capron et al., 1995; Waine and MC Manus, 1997). No Brasil existe
uma vasta area endémica que se estende do norte do Estado do Para até o Rio Grande do
Sul, sendo o litoral do Nordeste e o Estado de Minas Gerais 0s mais atingidos (Pessoa,
1987).

Esta parasitose é causada por um helminto pertencente a classe Trematoda e
familia Shistosomatidae. Sua transmissdo ocorre pelo contato com agua contaminada
com a forma infectante do parasito, a cercaria, sendo 0 homem o grande responsavel
pela disperséo e manutencdo da doenca no meio ambiente e pela sua vasta distribui¢éo
geografica (Pessoa, 1987). No Brasil, a infeccdo pelo Shistosoma é transmitida pelo
parasito Schistosoma mansoni onde é popularmente conhecida como "xistose", "barriga-

d'agua ou “mal-do-caramujo”.

28



Shistosoma mansoni (ciclo de vida)

Esse parasito possui um complexo ciclo biolégico envolvendo um hospedeiro
vertebrado definitivo (homem) e um hospedeiro intermediario invertebrado (caramujo
do género Biomphalaria) onde ocorrem a sua reproducdo sexuada e sua reproducao
assexuada respectivamente (Pessoa 1987).

A infeccdo tem inicio quando o individuo se expbe a dgua contaminada onde
existem cercarias que sao liberadas pelo hospedeiro invertebrado (caramujo). As
cercarias, ap0s penetrarem ativamente a pele ou mucosas, perdem a cauda e se
transformam em esquistossdmulos que, entdo, caem na circulacdo sanguinea ou linfética
e seguem para os pulmdes. Posteriormente, 0s esquistossomulos migram para o sistema
porta intra-hepatico onde se desenvolvem e se transformam em vermes adultos 30 dias
apos a infeccdo. Logo depois, os vermes adultos machos e fémeas migram acasalados,
até a veia mesentérica inferior onde fardo a oviposicdo. Cada fémea pde
aproximadamente 400 ovos por dia na parede de capilares e vénulas, sendo que a
maioria chega a luz intestinal (esse periodo dura aproximadamente 6 dias) onde séo
eliminados junto com o bolo fecal. Outra parte dos ovos pode ficar alojada na mucosa
intestinal ou no figado. Os ovos presentes nas fezes eclodem ao entrarem em contato
com a agua liberando os miracidios que penetram no hospedeiro invertebrado (caramujo
Biomphalaria) se transformando em esporocistos primarios. Por reproducédo assexuada,
esses esporocistos primarios dao origem a esporocistos secundarios, que migram para as
glandulas digestivas do caramujo. Nesse local, também por reproducgdo assexuada, cada
esporocisto d& origem a numerosas larvas denominadas cercarias que Sd0

posteriormente liberadas na agua reiniciando o ciclo (Pessoa, 1987).

Patogenia da doenca

A evolucdo do processo patoldgico da esquistossomose humana se inicia com a
deposicdo de ovos pelo parasito nos tecidos do hospedeiro. Estes sdo os principais
responsaveis pela patologia da esquistossomose devido a sua localizagcdo em tecidos

onde podem levar a formacdo de granulomas. Os principais sitios de depdsito sdo o
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intestino e o figado. (Rey, 1991; Pessoa, 1987). O granuloma é uma reacdo
granulomatosa (inflamatoria) crénica resultante da reatividade do hospedeiro aos
antigenos sollveis do ovo e é caracterizado pela presenca de macrofagos, eosindéfilos e
linfocitos.

A esquistossomose € caracterizada pelas fases aguda e crbnica. A primeira
apresenta uma fase pré-postural que ocorre cerca de 10-30 dias apds a infeccédo e,
algumas horas ap0s a penetragéo das cercarias, observa-se um infiltrado de leucocitos
polimorfonucleares ao redor dos parasitos e nas proximidades dos vasos. A fase aguda
propriamente dita aparece em torno de 50 dias e dura até cerca de 120 dias apos a
infeccdo. Ela é caracterizada pela disseminacdo dos ovos, principalmente na parede do
intestino e no figado provocando, entdo, a formacdo de granulomas cujo volume pode
chegar até 100 vezes o volume do ovo. Os sintomas caracteristicos desta fase sdo febre
acompanhada de sudorese, calafrios, emagrecimento, diarreia, cOlicas e alteracdes nas
funcBes hepéticas. Tambeém sdo observadas lesdes hepatoesplénicas devidas
principalmente a uma reacdo de hipersensibilidade do hospedeiro aos antigenos soltveis
secretados pelos ovos presentes no figado. Essa reacdo que é mais intensa no inicio da
infeccdo decresce espontaneamente na fase cronica da doenca.

A fase cronica, que se inicia por volta do 6° més ap6s a infecgéo, é caracterizada
pela reducdo do tamanho dos granulomas em torno dos ovos que aparecem de maneira
mais esparsa no figado e também no intestino (mucosa e submucosa). Ela apresenta
variacdes clinicas variando da forma intestinal benigna até as mais graves como a
hepatoesplénica e hepatointestinal. Na fase crbnica ocorre uma modulagdo da
reatividade imunoldgica inflamatéria que resulta na reducdo dos granulomas e da
sintomatologia. As manifestacfes clinicas variam dependendo principalmente da
localizagdo e intensidade do parasitismo e da capacidade de reacdo imunoldgica do
hospedeiro a infec¢do. Mas, de uma forma geral, pode ser caracterizada por diarréia com
dor, desconforto abdominal. Nos casos mais graves ocorre ascite e varizes esofageanas e
circulacdo colateral ocorrendo frequentemente desnutricdo, o que afeta dramaticamente

0 estado geral do paciente.
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1.3. Importancia do sistema imune na esquistossomose

Diversos estudos, nos ultimos anos, evidenciaram que o sistema imune
desempenha um papel extremamente importante na esquistossomose humana e
experimental, uma vez que a doenca decorre da reatividade imunolégica inflamatoria
aos antigenos soluveis liberados pelo ovo do parasito (Pessoa, 1987).

Normalmente, as infec¢Oes helminticas estdo associadas a reatividades distintas
com relacdo ao perfil de citocinas predominante produzido dependendo da fase do
desenvolvimento da doenca. A descricdo, em 1986, por Mossman e Coffman, da
existéncia de dois padrdes diferentes de citocinas secretados por linfécitos T CD4"
chamados de Thl e Th2 (Mosman and Coffman, 1989a) trouxe um novo enfoque no
estudo das doencas parasitarias. As citocinas secretadas por linfocitos Thl sao
principalmente IL-2, IFN-y e TNF enquanto que as citocinas caracteristicas do padréo
de linfécitos Th2 séo IL-4, IL-5 e IL-10. Como IFN-y e IL-4/IL-10 apresentam acgdes
inibitérias para o padrdo oposto, esses perfis ndo sdo mutuamente excludentes e
apresentarem efeitos inflamatorios opostos (Mosman et al., 1986). Diferentemente de
IL-4 e IL-5 que apresentam efeitos inflamatdrios importantes, 1L-10 é uma citocina
essencialmente anti-inflamatéria. Ela é capaz de inibir a diferenciacdo dos linfécitos
Thl, suprimir a sintese de IFN-y e modular a atividade de células dendriticas
(Fiorentino, et al., 1991; Sher, et al., 1991). Além disto, IL-10 estd associada a
fendmenos reguladores importantes como a tolerancia oral (Chen et al., 1994, Rizzo et
al, 1999) e a modulacéo de rea¢des inflamat6rias como os granulomas hepaticos tipicos
da infeccdo por S. mansoni. Normalmente, a IL-10 € descrita como pertencendo ao
padrdo Th2, porém trabalhos mais recentes mostraram a existéncia de outros padrées de
linfocitos T CD4", chamados de Trl e Th3, que se caracterizam pela producéo exclusiva
de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-f (Faria and Weiner, 1999). Outras
células podem ainda secretar quantidades significativas de 1L-10, como linfécitos B1 e
mesmo células dendriticas (Sher et al., 1991; Groux et al., 1998). A descricdo por
Mossman de padrdes de citocinas do tipo 1 e 2 em linfocitos T CD8" (Tcl e Tc2)

também deve ser lembrada como outra contribuicdo importante no estabelecimento
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desses padrbes de reatividade criados pela producdo de citocinas diferentes pelas
mesmas populacgdes celulares (Mosmann and Sad, 1986).

No inicio da infecgdo por S. mansoni, os vermes adultos se alojam nas veias
mesentéricas do hospedeiro onde ocorre a liberagdo, em compartimentos
intravasculares, de antigenos excretados do intestino e do tegumento do parasito. Tais
antigenos provocam uma reatividade inflamatoria caracterizada pelas citocinas do tipo
1, IL-2 e IFN-y. Com o desenvolvimento da esquistossomose, ocorre a oviposi¢cao nos
tecidos do hospedeiro com o aparecimento da reatividade inflamatéria local aos ovos.
Principalmente os ovos maduros excretam antigenos sollveis através dos microporos
existentes na parede do ovo e induzem uma reacdo inflamatdria granulomatosa pelo
recrutamento de células inflamatérias. O surgimento e exacerbacdo da reacdo
granulomatosa marca o inicio da fase aguda. Antigenos liberados dos ovos do parasito
sdo processados e apresentados por células apresentadoras de antigenos (APC) tais
como macréfagos, linfocitos B e células dendriticas que estdo também presentes no
granuloma. A ativacdo de células T por APCs requer a participacdo de moléculas de
adesdo, de sinais provenientes de moléculas de MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade) de classe Il, apresentando o antigeno processado, e de sinais
coestimuladores, através de moléculas da familia B7, as quais se associam a célula T via
ligacdo com CD28 (Linsley et al., 1990). Linfocitos T CD4" especificos ativados
secretam citocinas que promovem tanto a formacdo quanto a regulacdo do granuloma
(Weinstock and Blum 1987). Com a deposi¢cdo dos ovos, ocorre uma mudanca
importante no padrdo de resposta imunoldgica para um perfil do tipo 2 com predominio
de citocinas como IL-4 e IL-5 embora a participacdo de TNF-o. e INF-y sejam de grande
importancia para o processo de recrutamento primario de células (Pearce et al., 1991;
Boros, 1994). O desenvolvimento do granuloma nesse estidgio é predominantemente
celular, principalmente, formado por eosinofilos, macréfagos, linfécitos e alguns
neutréfilos (Weinstock, 1992). Na segunda fase de formacéo do granuloma, onde o seu
didmetro apresenta-se maior, ha um predominio das citocinas IL-4 e IL-5. Chensue e
colaboradores utilizando modelos murinos, mostraram que, durante o curso da formacao
do granuloma, ocorre a producdo local sequencial de INF-y, IL-2 e IL-4. Os autores

verificaram que o inicio da reacdo inflamatdria contra os antigenos do ovo do parasito €
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caracterizado pela producdo de INF-y enquanto que, no pico da reagdo granulomatosa,
ocorre a producéo expressiva de IL-4 (Chensue et al., 1993).

Trabalhos utilizando anélises, por citometria de fluxo, de células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) de pacientes que apresentavam a forma aguda da doenca,
demonstraram um aumento de células TCD4" HLA-DR" e células NK sugerindo assim
a ocorréncia de uma grande ativacao celular durante essa fase. Essa ativacdo parece
envolver um aumento na producdo de IFN-y por células NK que é importante para a
ativacdo de macrdfagos e diferenciacdo de linfocitos T (Corréa-Oliveira et al., 1998).
Recentemente, Falcdo e colaboradores, utilizando um modelo de granuloma in vitro,
também demonstraram que a adi¢do de anticorpos anti-1L-4 em culturas de PBMC de
paciente com forma aguda ou hepatoesplénica diminuiu significativamente o tamanho
do granuloma induzido in vitro com o antigeno SEA. Esses resultados apontam um
importante papel dessa citocina na formagdo do granuloma e na manutencdo da
reatividade celular na forma grave da doenga (Falcdo et al., 1998).

Apbs a fase aguda da doenca, ocorre a diminuicdo espontanea da reacdo
inflamatdria ao redor dos ovos com reducdo do tamanho do granuloma, o acumulo de
fibrose, a diminuicdo da resposta proliferativa aos antigenos do parasito e da producédo
de citocinas do tipo 1. Esse processo ¢ denominado “imunomodula¢do” (Andrade and
Warren 1964). A base imunolégica do fenbmeno da imunomodulacdo ainda nao esta
clara, mas varios mecanismos tém sido propostos ao longo dos anos. Alguns autores
sugerem que a modulacdo da resposta imune e a hipossensibilidade aos antigenos do
ovo seja devido a inducdo da anergia de linfécitos Thl (Stadecker, 1992), ocorrendo
como uma consequéncia da sua interacdo com APC tais como 0s macrofagos presentes
no granuloma hepatico. Outros autores, utilizando modelos murinos demonstraram que
a interleucina 10 (IL-10) desempenha um papel importantissimo nessa modulacdo
(Flores-Villanueva, et al., 1994). Falcdo e colaboradores também demonstraram
claramente que a IL-10 é uma citocina importante na regulacdo in vitro da reatividade
granulomatosa de PBMC de individuos com forma intestinal da esquistossomose
mansoénica. O bloqueio dessa citocina no ensaio de formacéo in vitro do granuloma com
celulas de individuos apresentando a forma intestinal resultou no aumento significativo

do tamanho do granuloma. O mesmo ndo ocorreu com células de individuos na fase
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aguda ou com a forma hepatosplénica da esquistossomose onde ndo ocorre
imunomodulacdo (Falcdo et al., 1998). O papel da IL-10 no fenbmeno € controverso.
Alguns autores sugeriram que a IL-10 seria a principal causa da anergia das células
apresentadoras de antigenos (APCs). A IL-10 exerceria funcdo moduladora induzindo a
diminuicdo da expressao da molécula do MHC de classe 11 nessas células, bem como a
diminuicdo dos sinais co-estimuladores secundarios tais como B7-2 e B7-1, afetando
desta maneira a resposta de células Th antigeno especificas e, consequentemente,
modulando a inflamacdo (De waal, et al., 1993; Flores-Villanueva, et al., 1993). Por
outro lado, I1L-10 pode ter acdo direta na diferenciacdo e proliferacdo de linfocitos Thl
assim como na modulacdo negativa da atividade de macrofagos (Fiorentino et al.,
1991).

Outros diferentes mecanismos estdo envolvidos na regulacdo da reatividade ao
ovo do S. mansoni. Ha& relatos do envolvimento dos linfocitos T com atividade
supressora no processo de formacdo do granuloma hepéatico e fibrose na
esquistossomose. Fidel e Boros detectaram, por exemplo, a presenca de linfocitos T
capazes de suprimir a proliferacéo celular e a producédo de IL-2 por células do baco em
camundongos infectados pelo parasito S. mansoni durante as fases aguda e cronica da
doenca (Fidel and Boros, 1990).

O papel das células B na resposta T CD4-dependente do hospedeiro é bem
menos entendido e estudos realizados em camundongos depletados de linfécitos B
sugerem o envolvimento dessas células na infeccdo por S. mansoni (Cheever et al.,
1985; kitamura et al., 1991; Ferru, et al., 1998; Jankovic et al., 1998). Jankovic e
colaboradores relataram que camundongos deficientes em células B (uMT) expostos ao
parasito S. mansoni desenvolvem uma patologia tecidual aumentada (forma exacerbada
do granuloma hepatico e fibrose) durante a infeccdo aguda e, mais importante, esses
animais ndo sdo capazes de modular a reacdo inflamatdria durante o estdgio mais
avancado da infeccdo (fase cronica). Esses resultados sugerem que a modulagéo na fase
tardia da reacdo celular granulomatosa pode envolver a participacdo dos linfdcitos B.

Dados recentes de Carneiro-Santos e colaboradores sugerem que a apoptose de
linfocitos no figado pode ser um mecanismo importante na imunorregulacdo da fase

crbnica da esquistossomose (Carneiro-Santos et al, 2000).
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Vaérios trabalhos na literatura demonstram que o granuloma funciona como um
sitio de ativacdo e imunopatogénese, uma vez que os antigenos sollveis liberados pelo
ovo do parasito séo capazes de induzir uma reagdo granulomatosa em locais distintos
como o intestino e figado. Tal reacdo é caracterizada pelo recrutamento de células
potencialmente imunopatogénicas como linfocitos T. Essas células, ao serem ativadas
através da interacdo entre o seu receptor de célula T (TCR) e o complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) juntamente com peptideos derivados dos
antigenos do parasito presentes nas APCs produzem citocinas capazes de aumentar ou
modular a inflamacdo tecidual. Esse papel duplo da reatividade ao ovo € um dos
fendmenos mais intrigantes na doenca. Ele pode estar relacionado tanto a
particularidades antigénicas dos componentes do ovo quanto aos microambientes
particulares onde o granuloma ocorre, ou seja, o figado e a mucosa intestinal. O
processo de mudanca do perfil da inflamacao, inicialmente do tipo 1, com o surgimento
de citocinas inflamatdrias como IL-4 e IL-5, afeta a formacéo do granuloma de forma
marcante. Essas citocinas podem ser produzidas por linfécitos Th2 abundantes na
mucosa intestinal (Iwasaki and Kelsall, 1999) ou por linfocitos TNK presentes em
grande numero no figado e importantes produtores de IL-4 (Doherty et al., 1999). Os
proprios eosindfilos recrutados e ativados dentro do granuloma na fase aguda da doenca
podem participar como amplificadores do padrdo Th2 tipico da fase cronica. Por outro
lado, tanto o intestino quanto o figado podem ser considerados locais de
imunorregulacdo, uma vez que células com atividade reguladora sdo frequentemente
descritas nesses Orgdos e sua participacdo em fenémenos de tolerdncia também esta
amplamente documentada (Crispe and Mehal, 1996). O mecanismo de acdo de tais
células reguladoras é ainda pouco claro, mas elas sdo capazes de secretar citocinas
imunosupressoras como a IL-10 envolvidas na modulacdo da inflamacdo tecidual
(Flores Villanueva et al., 1993). A inativacdo de células imunopatogénicas também ja
foi postulada a partir de evidéncias do aumento na susceptibilidade dos linfécitos T
sofrerem apoptose dentro do granuloma. Desta maneira, 0 granuloma parece apresentar
um papel inflamatorio patogénico e um papel imunorregulador no qual ha o
recrutamento e supressdo de linfocitos especificos para os antigenos do ovo parasito
(Rumbley et al., 1998).
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Se a reatividade inflamatéria aos antigenos do parasito parece ser importante na
imunidade adquirida e na protecdo a reinfec¢do, o fendmeno da imunomodulagdo tem um
papel fundamental na diminuicdo do dano tecidual e sua auséncia estd associada ao

desenvolvimento das formas mais graves da doenca em humanos e camundongos.

1.4. Senescéncia e esquistossomose

Como ja mencionamos, o envelhecimento estd associado a varias modificacbes
funcionais do sistema imune. Tais alteragdes podem estar relacionadas a involugéo timica,
bem com as alteragdes no fendtipo, perfil de citocinas e no repertério de linfocitos. De um
modo geral, animais e humanos idosos apresentam uma reatividade imunolégica
comprometida e uma diminuicdo na sua capacidade de reagir a antigenos novos. Esta bem
documentado na literatura a dificuldade em vacinar individuos idosos assim como sua
maior suscetibilidade a infecgdes (Miller, 1996).

Existem algumas evidéncias na literatura mostrando modificagdes no
desenvolvimento de doencas parasitarias ao longo do processo de envelhecimento no que
diz respeito a sua gravidade e intensidade (Ndhlovu et al., 1996; Ouma et al., 1998; Naus et
al., 1999). Na esquistossomose humana, em particular, a intensidade de infecgdo, medida
por nimero de ovos nas fezes, geralmente aumenta muito nas duas primeiras décadas de
vida como resultado do contato com aguas contaminadas pelos individuos vivendo em
areas endémicas. A partir de 30-40 anos de idade, esses mesmos individuos apresentam um
declinio progressivo na intensidade de infeccdo que aparentemente é concomitante a
aquisicdo de mecanismos de imunoprotecdo e ao desenvolvimento da fase crbnica da
doenca (Naus et al., 1999). Em estudos realizados em uma comunidade rural localizada no
Zimbabwe (Africa), mostrou-se que individuos jovens entre 10 e 14 anos de idade
apresentaram um pico maximo na intensidade da infec¢do pelo parasito S. haematobium
(30,4 ovos/ml de urina) acompanhado pela diminuicdo gradual da intensidade da infeccao
em individuos acima de 44 anos de idade (5,3 ovos/ml de urina) (Ndhlovu et al., 1996).
Existem trabalhos documentando o fenémeno da resisténcia a reinfeccdo em individuos de

meia-idade vivendo em éreas endémicas no Brasil e na Africa (Butterworth, 1988).
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A énfase dos estudos relacionando a idade e infeccdo pelo Schistosoma sp. tem sido
nesse perfil: um aumento na intensidade de infeccdo nas duas primeiras décadas de vida e o
declinio subsequente. Ha alguns relatos mostrando que, em individuos depois dos 60 anos,
ocorre também um subito aumento na intensidade de infeccdo (Fulford, 1998). No entanto,
a auséncia de estudos sistematicos da reatividade imunologica de individuos idosos a
infeccdo por S. mansoni tem impedido o entendimento dessa aparente perda da imunidade
adquirida em individuos vivendo em areas endémicas por toda a sua vida.

Um estudo importante realizado em populacdes africanas sugere uma relacéo entre
idade, intensidade da infeccdo e duracdo da infeccdo (Naus et al., 1999). Nesse estudo, 0s
autores foram capazes de se aproveitar de uma situagdo rara: analisar os indices de infec¢éo
entre individuos de diversas idades de uma populagdo recentemente assentada em uma area
endémica. O fato de que os individuos infectados vivem na area desde a infancia
geralmente impede uma correlacdo direta entre infeccdo e idade, pois os dados obtidos pela
contagem de ovos nas fezes normalmente se referem a reinfeccdo. Nos estudos relatados
por Naus e colaboradores, duas populagdes foram avaliadas: um “grupo estabelecido” que
era exposto durante anos ao parasito e um “grupo imigrante” vindo de uma area nao
endémica. No “grupo estabelecido”, observou-se um pico maximo da infeccdo nos
individuos jovens (15-20 anos) acompanhada de uma dréstica diminuicdo a partir dos 30
anos que se manteve constante até os 55 anos de idade. Ja no “grupo imigrante”, o padrao
da intensidade da infeccdo foi bem mais baixo. Além disto, esse grupo apresentou um pico
na intensidade da infeccdo mais tardiamente (individuos adultos de 30 anos). Similarmente
ao “grupo estabelecido”, a partir dos 30 anos ocorria um declinio nessa intensidade que se
mantinha constante até os 55 anos de idade. Um ano ap6s a chegada do “grupo imigrante”,
0s estudos mostraram um aumento acentuado na intensidade da infec¢do nos individuos
jovens (10 anos) desse grupo em relacdo aos primeiros estudos, com uma diminui¢do dessa
intensidade a partir dos 20 anos de idade. Esses resultados sugerem que os individuos
jovens do “grupo imigrante” apresentaram possivelmente um padrao de resposta aguda para
a infecgéo pelo S. mansoni.

Alguns trabalhos também demonstraram que a reatividade imundlogica do
individuo frente aos antigenos liberados pelo parasito também pode ser influenciada pelo

envelhecimento. Webster e colaboradores, estudando populagbes de areas endémicas,
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mostraram alteracGes nos niveis de anticorpos em individuos jovens e idosos infectados
pelo parasito S. mansoni. Foi observado um aumento significativo nos niveis de IgE nos
individuos idosos (50 anos) quando comparado aqueles apresentados por individuos jovens
(10-20 anos). Entretanto, esse aumento foi evidenciado somente para os antigenos do verme
adulto (SWAP) ja os niveis de IgE produzido por individuos idosos (50 anos) frente aos
antigenos do ovo (SEA), apresentaram-se mais baixos quando comparados com aqueles
produzidos pelos individuos jovens. Com relagdo aos niveis de 1gG4, houve um aumento
significativo na producdo desse isotipo para ambos os antigenos em individuos idosos (50
anos). Esses resultados, além de mostrarem a influéncia do envelhecimento na producéo de
anticorpos durante a esquistossomose, também sugerem um possivel papel protetor da IgE
enquanto que a producdo preferencial de 1gG4 estaria associada a susceptibilidade (Webster
et al., 1997). Provavelmente ocorreria competicdo pelo sitio de ligacdo entre IgE e 1gG4.

Bethony e colaboradores também obtiveram resultados interessantes em relacdo a
intensidade de infeccdo por S. mansoni em individuos idosos na regido endémica de
Melquiades, Minas Gerais. Os autores estudaram uma populacdo de 634 individuos
distribuidos em intervalos de 10 anos. Eles observaram, em acordo com a literatura, um
aumento na intensidade da infeccdo, medida pela contagem de ovos nas fezes, em
individuos jovens (10-20 anos), seguida de um declinio em individuos adultos (30-49 anos)
e idosos (50-59 anos) sugerindo novamente a aquisi¢do de imunidade adquirida na idade
adulta. Surpreendentemente, eles também observaram que individuos acima de 60 anos de
idade apresentaram um novo pico da intensidade de infeccdo, sugerindo uma possivel perda
dessa imunidade com o envelhecimento (Bethony et al., 2001).

Uma hipdtese plausivel para explicar esse aumento subito poderia ser um maior
contato com aguas contaminadas por parte dos individuos mais idosos. No entanto, dados
na literatura mostram, ao contrario, uma diminui¢do drastica no contato com &guas
contaminadas em individuos acima de 60 anos (Ouma et al., 1998).

Alternativamente, alteracbes imunoldgicas tipicas da senescéncia podem estar
envolvidas uma vez que a imunidade adquirida envolve interacfes entre linfdcitos T, B e
outras células do sistema imune. E possivel que modificacdes no fendtipo, perfil de

citocinas e no repertorio dos linfocitos durante o envelhecimento contribuam para a
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diminuicdo de protecdo observada nos idosos (Todd et al., 1979; Dunne et al., 1992;
Butterworth, 1998; Rumbley et al., 1999).

Esse trabalho teve como objetivo principal avaliar o efeito do envelhecimento na
resposta imune ligada a esquistossomose mansoni em areas endémicas. Como é um estudo
transversal, ele ndo pretende extrair conclusdes sobre a resisténcia e susceptibilidade a
infeccdo. No entanto, a esquistossomose é uma doenga cronica cujo desenvolvimento se
sobrepGe ao processo também progressivo do envelhecimento. Assim, o estudo de
parametros imunoldgicos apresentados por individuos infectados e negativos para a
presenca de ovos de S. mansoni no exame de fezes de diversas faixas etarias, nos permite

tracar associagdes mais claras entre envelhecimento e o desenvolvimento da infeccao.



2. Objetivo Geral
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Estudar a influéncia do envelhecimento na reatividade imune celular durante a fase cronica

da esquistossomose humana.

2.1 Objetivos especificos

1.

Estudar a relagdo entre envelhecimento e o perfil de citocinas sintetizadas
por leucocitos do sangue periférico de individuos portadores da infecgédo
crébnica pelo Schistosoma mansoni. Foram analisados 0s seguintes

parametros:

- Perfil de citocinas intracelulares sintetizadas por leucocitos totais do
sangue periférico de individuos negativos e infectados pelo parasito S.

mansoni, apds cultura in vitro sem estimulagéo;

- Fendtipo e perfil de citocinas intracelulares sintetizadas por
subpopulacdes de leucdcitos do sangue periférico (células NK, linfdcitos
B, TCD4" e TCD8") de individuos negativos e infectados pelo parasito

S. mansoni, ap6s cultura in vitro sem estimulacéo;

Estudar o efeito da estimulacdo curta antigeno-especifica in vitro sobre o
perfil de citocinas sintetizadas por leucécitos do sangue periférico de
individuos portadores da infeccdo crbnica pelo S. mansoni, em diferentes

faixas etarias. Foram analisados 0s seguintes parametros:

- Fenotipo e perfil de citocinas intracelulares sintetizadas por células NK,
linfocitos B, TCD4" e TCD8" do sangue periférico de individuos negativos e
infectados pelo parasito S. mansoni, apds a estimulagdo curta in vitro pelos
antigenos do parasito (SEA ou SWAP).
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3.Materiais e Métodos

3.1 Caracterizacao da populagdo avaliada

Neste estudo, individuos jovens (10-24 anos), idade intermediaria (25-49 anos) e
idosos (50-69 e 70-94 anos) de area endémica em Minas Gerais foram examinados e
selecionados baseados nos exames parasitologico de fezes e clinico para a presenca de ovos
de S. mansoni. Foram separados também quanto a intensidade de infec¢do (negativos para
ovos de S. mansoni nas fezes e >100 ovos/grama de fezes). Os estudos foram realizados
com amostras de sangue de individuos portadores da forma clinica intestinal da
esquistossomose. A pesquisa de ovos de S.mansoni nas fezes dos individuos foi realizada
através do método descrito por Katz e colaboradores (Katz et al., 1972) anteriormente a
coleta do sangue.

Os estudos também foram realizados em individuos com exame negativo para ovos
de S. mansoni nas fezes também moradores da area endémica, como grupo controle. Esses
individuos foram separados na mesma faixa etaria do grupo de individuos infectados
moradores da area endémica.

Os individuos participantes deste estudo sdo residentes em Virgem das Gracas e
Corrego do Onca, areas endémicas para esquistossomose préxima ao vale do Jequitinhonha
e Governador Valadares respectivamente. As caracteristicas da populacdo avaliada estdo
representadas na tabela 1.

E importante salientar que todo o estudo foi submetido e aprovado pelos Comités de
Etica da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e do Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
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3.2 Tabela 1: Caracteristica da populagdo avaliada

Idade (anos) >100 ovos/g fezes
Negativos

Numero de individuos

10-24 12 06
25-49 09 09
50-69 19 05
70-95 07 06

3.3 Obtencao do antigeno soltvel do ovo do parasito (SEA)

Os ovos de S.mansoni sdo obtidos do figado de camundongos suicos com 7 a 8
semanas de infeccdo com o parasito pertencente a cepa LE de S. mansoni. Apos trituracao
do figado em triturador, sdo ressuspendidos em salina a 1,7% a 4° C. Essa suspensio é
homogeneizada cerca de cinco vezes em homogeneizador de tecidos (30 segundos de
homogeneizacdo com intervalos de 60 segundos). Este procedimento € repetido até que nao
se detecte mais ovo, inteiro, na suspensao, o que pode ser confirmado, através da analise de
parte do material numa lamina ao microscépio 6tico. Posteriormente o material obtido é
centrifugado a 50000 g, durante 1 hora, a 4° C. O sobrenadante é coletado e deslizado
contra PBS 0,0156M pH 7,4 durante 24h. O conteddo proteico presente no material €

determinado pelo método descrito por Lowry et al., 1951.

3.4 Obtencao do antigeno soltvel de verme adulto (SWAP)

O antigeno é preparado utilizando-se a técnica descrita por Colley e Freeman (1982)
como descrito a seguir. Vermes adultos, machos e fémeas, perfundidos de camundongos
SWISS serdo estocados a —70° C até o momento do processamento. Os vermes sio
submetidos a trituracdo em PBS 0,015M, pH 7.4, a 4° C até a obtencdo de um homogenato.
Em seguida, 0 homogenato é submetido a centrifugacdo a 45700x g durante 1 hora a 4° C.
O sobrenadante sera dialisado contra PBS 0,015M, pH 7.4, durante 48 horas, a 4° C e
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esterelizado. A concentracdo de proteinas do extrato antigénico é determinada pelo método

de Lowry e colaboradores (1951).

3.5 Analise de citocinas intracelulares em linfécitos do sangue periférico, apoés

estimulacao de curto prazo in vitro

Os ensaios de imunofenotipdgem dos leucocitos do sangue periférico sdo realizados
seguindo o protocolo descrito a seguir.

Aliquotas de 500ul de sangue periférico coletado & vacuo em tubos de 10 ml
contendo Heparina sodica, sdo pipetadas em 4 tubos de polipropileno de 5 ml (Falcon/BD),
contendo 500 pl de RPMI-1640. Ao tubo 1 é adicionado apenas meio de cultura, sendo
denominado de cultura-controle. Aos tubos 2 e 3 sdo adicionados respectivamente 0s
antigenos sollveis de ovos de S. mansoni (SEA), apresentando uma concentracao final de
25 ug/ml e antigenos solUveis dos vermes adultos (SWAP), em uma concentracéo final de
25ug/ml, respectivamente. Ao quarto tubo, é adicionado 25 ul do éster de forbol PMA
(phorbol —12 myristate —13 acetate) (SIGMA), a partir de uma solugdo estoque de 1mg/ml
diluida 1/100 em RPMI 1640 (concentracdo final de 25ng/ml) (dados ndo apresentados). O
PMA é um estimulador inespecifico da resposta imune e é utilizado como controle de
producdo potencial de citocinas pelas células. A esse tubo, é adicionado também 1 ul de
lonomicina 1mg/ml (concentracdo final de 1 ul/ml) (SIGMA). A lonomicina mantém 0s
niveis de calcio intracelular altos, possibilitando um aumento na sensibilidade de deteccdo
das citocinas. Os tubos contendo os antigenos sdo incubados por 1 hora em estufa de CO,
com 5% de umidade a 37° C. Em seguida, é adicionado em todos os 4 tubos de cultura
10 ul de Brefeldina A (SIGMA) 1mg/ml (concentragéo final de 10 ul/ml).as amostras sdo
incubadas por mais 4 horas em estufa de CO, a 5% de umidade, a 37° C. A utilizacdo da
Brefeldina A assegura a retencdo da citocina no interior da célula, uma vez que essa
substancia mantém a citocina no complexo de Golgi. Apds a incubagdo, 110 ul de EDTA
20mM (SIGMA), obtido de uma solucdo estoque de 200mM, diluida 1/10 (concentracdo
final de 2mM) s&o adicionados diretamente as culturas. Os tubos contendo as amostras séo
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. Este procedimento bloqueia o processo

de ativacdo posterior das células e garante a obtencdo de resultados padronizados.
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Posteriormente, é adicionado PBS-W (solucdo de lavagem de células) aos tubos contendo
amostras do sangue cultivado até completar para 10 ml. Em seguida, os tubos séo
homogeneizados e centrifugados por 10 minutos, a 1300 RPM. Posteriormente, com 0 uso
de uma bomba de vacuo, o sobrenadante € aspirado deixando apenas 2ml no tubo. Sé&o
adicionados, entdo, 400ul de sangue em cada tubo de poliestireno ja contendo 5ul do
anticorpo de superficie marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC). Para a
avaliacdo das células B é utilizado o marcador CD19, para as subpopulacgdes de células T
CD4 e CD8 e para as células NK CD16, todos os anticorpos anti-marcadores de superficie
sdo da marca PharMingen. Os tubos contendo sangue e anticorpos sao homogeneizados e
incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, as
celulas séo lisadas e fixadas em 3ml de solugdo de lise comercial (Facs Lysing Solution —
Becton Dickinson) por 10 minutos & temperatura ambiente. As células sdo centrifugadas a
1300 RPM, por 10 minutos a 18°C. O sobrenadante é descartado, as células sdo, entéo,
lavadas com 500ul de PBS-W (PBS 0,015M pH7,4 contendo 0,5% de albumina sérica
bovina-BSA: SIGMA e 0,1% de azida sédica: SIGMA) e permeabilizadas com 2ml de
PBS-P (PBS 0,05M pH 7,4 contendo 0,5% de BSA , 0,1% de azida sédica e 0,5% de
saponina: SIGMA) (solucdo permeabilizante de células) e incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, sdo centrifugadas a 1300 RPM a 18° C por 10
minutos. As células sdo novamente lavadas com 3ml de PBS-W e centrifugadas por 10
minutos, 1300 RPM a 18° C. O sobrenadante é descartado e as amostras contendo a
suspensdo celular sdo transferidas para uma placa de 96 pocgos de fundo em U (Falcon/BD)
ja contendo 20 ul de cada anticorpo anti-citocina marcado com Ficoeritrina (PE) em uma
diluicdo 1:50 anti-1L-2, IL-4, 1L10 e INF-y, todos os anticorpos anti-citocina sdao da marca
PharMingen. Posteriormente, as células sdo incubadas por 30 minutos ao abrigo da luz.
Apbs a incubacao, as células sdo primeiramente lavadas com 150 ul PBS-P centrifugadas
e, em seguida, lavadas com 200 ul de PBS-W. No final, sdo adicionados 200 pul de solucéo
fixadora MFF. As amostras contendo a suspensédo celular a ser analisada sdo transferidas
para tubos de 500ul e, posteriormente sdo submetidas a analise no citdmetro de fluxo
(FACScan-Becton-Dickinson).
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3.6 Obtencao dos dados no citdmetro de fluxo e analise dos resultados

As amostras séo analisadas em citdmetro de fluxo FACScan — Becton Dickinson. A
aquisicdo dos dados e analise dos resultados estd sendo realizada utilizando-se o software
do equipamento denominado CellQuest. Sdo coletados 30.000 eventos para a analise apos
estimulagdo in vitro. A identificacdo das populacdes celulares de interesse, bem como a
determinacdo do valor percentual de populacdes e subpopulagdes celulares, das citocinas
produzidas esta sendo feita através de um sistema de computador acoplado ao citbmetro. A
Figura 1 mostra de forma esquematica a seqliéncia de procedimentos necessarios para a
analise dos dados do fenétipo celular e perfil de citocinas apds estimulagéo in vitro. O
primeiro passo consiste na identificacdo da populagéo de leucdcitos em estudo: os linfocitos
(L). Na figura 1A temos um grafico do tipo pontual (“dot plot”) onde pode-se avaliar o
tamenho celular (FSC) versus a granulosidade (SSC). Apos a selecdo da regido de interesse,
a mesma € analisada utilizando-se a intensidade de fluorescéncia apresentada pelas células
presentes na regido selecionada, em graficos de fluorescéncia 1 (FL1- fluorescéncia verde
obtida pela marcacdo com isotiocianato de fluoresceina — FITC) versus fluorescéncia 2
(fluorescéncia laranja obtida pela marcagdo com ficoeritrina —PE). No exemplo apresentado
na Figura 1B temos CD- FITC versus IL- PE.

3.7 Analise estatistica

Seré realizada utilizando-se testes especificos para comparar 0s grupos estudados,
com o apoio instrumental dos softwares MINITAB FOR WINDOWS; EpilNFO. 6.04. As
varidveis quantitativas serdo analisadas utilizando a analise de variancia. Os resultados
serdo avaliados utilizando a analise univariada e multivariada. O calculo da amostra sera
baseado nos seguintes parametros: Limite de confianca: 0.95% (erro o de 0,05) e poder do

teste (1-6): 0,80. Utilizando o software Epi-Info, versao 6.0.
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3.8 “Desenho experimental” da populacio avaliada
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Figura 1: Andlise de leucocitos do sangue periférico por citometria de fluxo. A Figura la
representa um perfil celular de tamanho versus granulosidade, obtido ap6s cultivo celular. A Figura
2b representa um perfil celular obtido em um gréafico de fluorescéncia 1 (CD4-FITC) versus
fluorescéncia 2 (1L-10-PE).
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4 Resultados

A apresentacao dos resultados foi realizada em duas partes: a primeira parte se
refere aos dados obtidos na andlise do perfil de citocinas intracelulares de leucdcitos do
sangue periférico apds cultura in vitro sem estimulo, a segunda aos dados obtidos em
condicdes diferentes de estimulacédo (estimulagdo com os antigenos obtidos em estagios
evolutivos diferentes do parasito: (SEA ou SWAP) também in vitro dos leucdcitos do
sangue periférico.

As analises do perfil de citocinas intracelulares de populagdes e sub-populacGes de
leucdcitos do sangue periférico de individuos negativos para ovos de S. mansoni no exame
de fezes ou infectados (>100 ovos g/fezes) foram realizadas na presenca do meio de cultura
RPMI, ou com os antigenos SEA e SWAP. Os resultados sdo expressos sob a forma de
média do percentual de células positivas, simultaneamente tanto para o marcador de
superficie celular quanto para a citocina de interesse.

Avaliamos as principais populacdes de leucdcitos presentes no sangue periférico;
linfocitos B, T e células NK, para tracarmos um perfil geral de citocinas presentes nesses
individuos moradores em &reas endémicas que se apresentaram negativos para ovos de S.
mansoni no exame de fezes ou infectados (>100 ovos g/fezes). Para estudar diferencas no
padrdo imunolodgico entre esses dois grupos de individuos, analisamos inicialmente o perfil
de células positivas para citocinas intracelulares do tipo 1 (IL-2 e IFN-y) e do tipo 2 (IL-4 e
IL-10) utilizando leucdcitos em culturas-controle (na presenca do meio de cultura RPMI).
A segunda avaliacdo foi da cultura de leucdcitos na presenca dos antigenos obtidos de
formas evolutivas diferentes do parasito, SEA (antigenos do ovo) e SWAP (antigenos do
verme adulto). Essa analise teve como objetivo estudar o perfil de citocinas dos individuos
mediante as estimulagdes especificas.

A abordagem empregada neste trabalho, utilizando amostras de sangue total
permite tracar rapidamente um perfil da reatividade imunologica dos individuos
infectados pela andlise simultanea de todas as populagGes de leucdcitos presentes no
sangue periférico e a identificagdo das populagdes celulares produtoras das citocinas.

Diferentemente dos métodos convencionais onde se utilizam células mononucleares



isoladas em gradiente de ficoll, a utilizacdo do sangue total, incluindo o plasma, permite
a avaliacdo da reatividade imunoldgica na presenga de componentes autélogos soluveis
que podem ser relevantes fisiologicamente, tais como anticorpos, receptores sollveis,
citocinas e outros elementos. Dessa forma, trabalhando-se num sistema com
caracteristicas mais proximas aquelas presentes in vivo, podem-se obter informacdes
mais detalhadas no que se refere a avaliacdo da resposta imune frente a uma infeccéo
(Carrock-Sewell et al., 1997; Suni et al., 1998). A metodologia de estimulacéo de curto
prazo in vitro foi padronizada no laboratério de Imunologia Celular e Molecular e
Laboratorio de Doenca de Chagas do Instituto René Rachou com o objetivo de
visualizar a sintese de citocinas em leucdcitos do sangue periférico tais como neutréfilos
e eosindfilos que ndo sobrevivem em cultura por um periodo muito longo. No nosso
estudo, examinamos principalmente linfécitos e células NK. Como o tempo para a
ativacdo in vitro de linfécitos T e B virgens € muito mais longo que 5 horas,
acreditamos que os resultados que obtivemos apds a adicdo dos antigenos se referem a
estimulagdo de linfdcitos ja ativados in vivo e, principalmente, a estimulagdo dessas
células assim como das células NK via receptores ndo clonais, tais como Toll-like
receptors, por exemplo. Acreditamos que esse tipo de estimulacdo foi importante nos
nossos resultados, pois nos forneceu alguns dados (principalmente com relacdo as
células NK) relativos ao estado da imunidade inata nos individuos estudados.

Com relacdo ao efeito do envelhecimento na esquistossomose, a metodologia
empregada na amostragem dos grupos separou o0s individuos pelas categorias idade e
intensidade de infeccdo de tal forma que pudéssemos avaliar cada variavel
isoladamente. Para isso, os grupos foram divididos da seguinte forma: individuos jovens
(10-24 anos), adultos (25-49 anos) e idosos (50- 69 e 70-95 anos) infectados com a
mesma carga parasitaria (>100 ovos g/fezes) ou individuos pertencentes as mesmas
faixas etarias descritas acima que se mostraram negativos para ovos de S. mansoni no
exame de fezes. A idade foi dividida nessas 4 faixas etarias especificas de acordo com a
intensidade da infeccdo em funcdo dessa categoria, segundo vérios trabalhos na
literatura (Ndhlovu et al., 1996; Ouma et al., 1998; Naus et al., 1999). As fases mais
importantes para a esquistossomose correspondem as primeiras e segundas décadas de

vida do individuo na qual ele se infecta mais intensamente e a partir dos 30 anos até o
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envelhecimento (até mais ou menos 60 anos) quando a infeccdo mostra-se modulada
(Gryseels et al., 1994). Com relacdo a essa Ultima fase, para que obtivéssemos amostras
em intervalos iguais resolvemos dividi-la em dois grupos os individuos adultos (25-49 e
50-69). O grupo de individuos mais idosos (70-95 anos) surgiu porque gueriamos
justamente analisar os possiveis fatores imunologicos envolvidos nas mudancas
repentinas no padrdo de resisténcia a infec¢do (modulagdo da infec¢do) por S. mansoni
moradores de areas endémicas que apresentaram um aumento na intensidade da
infeccdo depois dos 60 anos de idade. Esses dados foram obtidos em individuos também
idosos (>70 anos) moradores da area endémica de Melquiades - MG (Bethony et al.,
2001). Outro motivo para a inclusdo de individuos mais idosos no nosso estudo foi a
presenca mais marcante dessa populacdo nas areas endémicas recentemente e a
oportunidade, portanto, de estudar o desenvolvimento da doenca em uma populacdo de

idade bem avancada.
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4.1 Analise do perfil total de citocinas intracelulares em células NK e
linfécitos de individuos negativos e infectados jovens, adultos e idosos apds cultura

in vitro sem estimulacéo.

Os resultados a seguir se referem ao perfil total de citocinas (quadrantes 1 e 2 do
gréafico de fluorescéncia 1 versus fluorescéncia 2: anticorpos marcados com FITC e PE
respectivamente, representado na figura 1b) expresso por linfocitos totais (B e T) e
células NK em individuos negativos e infectados (>100 ovos g/fezes). Essa analise foi
realizada através da média das subpopula¢cdes (NK+ B + TCD4 +TCD8/4) de cada
individuo dentro de cada faixa etéaria e, posteriormente a média do grupo.

Nosso objetivo foi verificar se a idade dos individuos, de alguma maneira,
influenciaria esse perfil. Para isso, separamos o0s individuos negativos e infectados nas
quatro faixas etarias ja descritas anteriormente (10-24; 25-49; 50-69 e 70-95 anos de
idade) e analisamos, entdo, o perfil total de citocinas expresso por linfécitos e células
NK em diferentes idades. As diferencas encontradas entre as faixas etarias e dentro dos
grupos negativos ou infectados foram representadas pelas cruzes e as diferencas entre 0s

grupos negativos e infectados foram representadas pelos asteriscos.

A) IL-2 total

A figura 2 mostra, em gréafico de dispersdo, o percentual total de linfocitos e
células NK do sangue periférico positivos para a citocina IL-2 por individuo e a média
do valor percentual de células positivas também para IL-2 representada pelas barras, em
individuos negativos e infectados jovens (10-24 anos), adultos (25-49 anos) e idosos
(50-69; 70-95 anos).

Com relagdo a média do valor percentual de linfocitos positivos para essa
citocina, foi possivel observar no grupo negativo um aumento (p<0,05) no percentual
total de células positivas para IL-2 na faixa etaria mais jovem (10-24 1,12%; 25-49
0,56%; 50-69 0,75%; 70-95 0,70%). Ao analisarmos o grupo infectado, observamos um
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aumento (p<0,05) na média do valor percentual total de células positivas para IL-2 nos
individuos mais idosos entre 70 e 95 anos (1,5%).

Além disso, podemos observar que a presenca da infeccdo esta associada a um
aumento significativo (p<0,05) no percentual total de células positivas para IL-2 nos

individuos idosos entre 70 e 95 anos de idade (de 0,70% para 1,5%).
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Figura 2: Perfil total de sintese de IL-2 por leucdcitos do sangue periférico (células NK,
linfécitos B, TCD4 e TCD8) ndo estimulados (cultura-controle), de individuos negativos e
infectados (>100 ovos g/fezes) pertencentes a faixas etarias diferentes. Os resultados estdo
representados sob a forma do valor do percentual de linfdcitos totais positivos para essa citocina,
por individuo (grafico de dispersao) e, a média do valor percentual de células positivas (barras). Os
asteriscos representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) existentes entre a
média do valor percentual entre os grupos negativos e infectados e, as cruzes representam a

diferenca significativa (p<0,05) dentro dos grupos.



B) IFN-y total

De acordo com os resultados da figura 3, ndo observamos diferencas
significativas entre os grupos de individuos negativos quando analisamos a média do
valor percentual total de células positivas para IFN-y. Com relacdo ao grupo infectado,
observamos uma leve diminuicdo na média do valor percentual total para as células
positivas para IFN-y nos individuos jovens entre 10 e 24 anos (1,0%) e, 25 e 49 anos
(1,13%) quando comparado com os demais individuos idosos (1,63% e 1,67%).

Nosso resultado também demonstra que a presenca da infec¢do resultou na
reducdo do percentual de células positivas para essa citocina nos individuos adultos
entre 25 e 49 anos (de 1,64% para 1,13%).
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Figura 3: Perfil total de sintese de IFN-y por leucécitos do sangue periférico (linfécitos B,
TCD4, TCD8 e células NK) ndo estimulados (cultura-controle),de individuos negativos e
infectados (>100 ovos g/fezes) pertencentes a faixas etarias diferentes. Os resultados estdo
representados sob a forma do valor do percentual de linfécitos totais positivos para essa
citocina, por individuo (grafico de dispersdo) e, a média do valor percentual de células positivas
(barras). Os asteriscos representam as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05)
existentes entre a média do valor percentual entre os grupos negativos e infectados e, as cruzes

representam as diferengas significativas (p<0,05) dentro dos grupos.
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C) IL-4 total

A figura 4 mostra o perfil total de células positivas para IL-4 em individuos
negativos e infectados jovens, adultos e idosos. Podemos observar que os individuos
negativos adultos entre 25 e 49 anos e 0s mais idosos entre 70 e 95 anos apresentam um
percentual total dessas células um pouco mais baixo (1,66% e 1,90% respectivamente)
quando comparado ao percentual dos individuos mais jovens entre 10 e 24 anos (2,25%)
e com os idosos entre 50 e 69 nos (2,27%) embora ndo tenhamos observado nenhuma
diferenca estatisticamente significativa.

Nos individuos infectados, observamos apenas uma diminui¢do (p<0,05) no
percentual nos individuos entre 25 e 49 anos (1,16%) quando comparados aos demais
grupos. No entanto, a presenca da infec¢do resultou em alteracdes no percentual dessas
células. Houve uma diminuicdo (p<0,05) na média do valor percentual do grupo entre
25-49 (de 1,66% para 1,16%). Ja nos idosos entre 50-69 anos (2,27% para 2,77%) e
entre 70-95 anos, houve o aumento (p<0,05) na média do valor percentual total nesses
individuos (1,90% para 3,14%).
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Figura 4: Perfil total de sintese de IL-4 por leucécitos do sangue periférico (células NK,
linfocitos B, TCD4 e TCD8) ndo estimulados (cultura-controle), de individuos negativos e
infectados (>100 ovos g/fezes) pertencentes a faixas etarias diferentes. Os resultados estdo
representados sob a forma do valor do percentual de linfdcitos totais positivos para essa citocina,
por individuo (grafico de dispersdo) e, a média do valor percentual de células positivas (barras). Os
asteriscos representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) existentes entre a
média do valor percentual entre 0s grupos negativos e infectados e, as cruzes representam as

diferencas significativas (p<0,05) dentro dos grupos.
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D) IL-10 total

De acordo com o resultado da figura 5, podemos observar o perfil total de
sintese de IL-10 por linfécitos e células NK de individuos de diferentes idades,
negativos e infectados.

Em relagdo aos resultados encontrados, observamos um aumento acentuado
(p<0,05) no percentual total dessa populacdo celular nos individuos negativos mais idosos
entre 70 e 95 anos (3,17%) quando comparado ao percentual dos individuos mais jovens
entre 10 e 24 anos (2,45%), adultos entre 25 e 49 anos (2,52%) e idosos entre 50 e 69 anos
(2,22%).

A infecgdo, por sua vez, resultou no aumento na média do valor percentual das
células positivas para IL-10 nos individuos mais idosos entre 70 e 95 anos (4,02%)
qguando comparado com os valores nos demais grupos de individuos infectados (2,49%,

2,23% e 2,49% respectivamente).
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Figura 5: Perfil total de sintese de IL-10 por linfécitos do sangue periférico (células NK,
linfécitos B, TCD4 e TCD8), ndo estimulados (cultura-controle), de individuos negativos e
infectados (>100 ovos g/fezes) pertencentes a faixas etarias diferentes. Os resultados estdo
representados sob a forma do valor do percentual de linfécitos totais positivos para essa
citocina, por individuo (gréafico de dispersdo) e, a média do valor percentual de células positivas
(barras). Os asteriscos representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
existentes entre a média do valor percentual entre 0s grupos negativos e infectados e, as cruzes

representam as diferengas significativas (p<0,05) dentro dos grupos.
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4.1.1 Analise da frequéncia de sub-populacdes de células NK e linfécitos (B,
TCD4 e TCDB8) do sangue periférico positivos para as citocinas intracelulares do
tipo 1 (IL-2 e IFN-y) e do tipo 2 (IL-4 e IL-10) de individuos negativos e infectados

de diferentes idades, em culturas nao estimuladas.

Nos dados anteriores, analisamos o percentual total de células NK e linfocitos de
individuos negativos e infectados moradores de &reas endémicas, com o objetivo de saber
se a idade poderia influenciar, de alguma maneira, no perfil geral da producdo dessas
citocinas. Nosso proximo passo foi verificar se as diferencas encontradas no perfil
imunoldgico dos individuos negativos e infectados jovens, adultos e idosos estariam
refletidas em diferentes sub-populacdes de linfdcitos positivos para as citocinas IL-2, IFN-
v, IL-4 e IL-10 e, 0 mais importante, verificarmos qual a contribuicdo dessas diferentes sub-
populacdes para o perfil imunolégico do individuo.

Para tal, analisamos a frequéncia de células duplo-positivas. Os resultados a
seguir se referem, entdo, ao perfil de expressao intracelular de citocinas por linfocitos B,
NK, T CD4" e T CD8" (quadrante 2 do grafico de fluorescéncia 1 versus fluorescéncia
2: anticorpos marcados com FITC e PE respectivamente, representado na figura 1b) em
individuos negativos e infectados (>100 ovos g/fezes).

A) Células NK

De acordo com a figura 6, podemos observar, dentro do grupo de individuos

negativos, um aumento no percentual de células CD16" positivas para IFN-y a partir dos 70
anos (1,08%) quando comparados com os individuos jovens (0,54%) adultos (0,56%) e
idosos entre 50 e 69 anos (0,69%), embora esse aumento ndo tenha sido estatisticamente
significativo.
Além disso, a presenca da infec¢do levou a um aumento (p<0,05) no percentual dessas
células positivas para IFN-y nos individuos idosos entre 50 e 69 anos (0,80%) e entre 0s
mais idosos 70-95 anos (0,91%) em relacdo aos individuos mais jovens (0,34%) e adultos
entre 25-49 anos (0,25%). Nao observamos grandes alteracdes na frequéncia de linfocitos
CD16" IL-4".
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Figura 6: Frequéncia de células NK (CD16) positivos para as citocinas intracelulares IL-4 (Il ) e

IFN-y (I no estimuladas (cultura-controle), em individuos negativos e infectados pertencentes a

faixas etarias diferentes. (A) Os resultados estdo representados sob a forma da média do valor

percentual de linfécitos B positivos para essas citocinas. Os asteriscos representam as diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05) existentes entre 0s grupos negativos e infectados e, as

cruzes representam as diferengas significativas (p<0,05) dentro dos grupos. (B) A tabela representa

os erros padrdo referentes aos valores do percentual de células CD16 positivas para IFN-y e IL-4

apresentados nas barras.



B) Linfocitos B

A figura 7 mostra o perfil de linfocitos B (células CD19") positivos para IL-4 e
IL-10 de individuos negativos e infectados. Observamos um aumento significativo
(p<0,05) no percentual de células CD19"1L-10" no grupo de individuos adultos entre
25-49 anos (1,19%) quando comparado ao percentual de células CD19" 1L-10" nos
outros trés grupos (0,62% 10-24 anos; 0,70% 50-69 anos e 0,61% 70-95 anos).

Com relagdo aos individuos infectados, observamos que os individuos mais
idosos entre 70 e 95 anos de idade apresentaram um percentual significativamente mais
elevado (p<0,05) de linfocitos B CD19" IL-10" (1,82%) quando comparados aos
individuos dos demais grupos (1,03% 10-24 anos; 0,86% 25-49 anos; 0,77% 50-69
anos). A infeccdo induziu um aumento (p<0,05) no percentual dessas células nos
individuos entre 10 e 24 anos (de 0,62% para 1,03%) e um dréstico aumento (p<0,05)
no percentual de células CD19" IL10" dos individuos mais idosos entre 70 e 95 anos (de
0,61% para 1,82%).
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Figura 7: Frequéncia de linfocitos B (CD19) positivos para as citocinas intracelulares IL-4 (ll) e
IL-10 (I ndo estimulados (cultura-controle) em individuos negativos e infectados pertencentes a
faixas etarias diferentes. (A) Os resultados estdo representados sob a forma da média do valor do
percentual de linfécitos B positivos para essas citocinas. Os asteriscos representam as diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) existentes entre 0s grupos negativos e infectados e, as
cruzes representam as diferengas significativas (p<0,05) dentro dos grupos. (B) A tabela representa
os erros padrdo referentes aos valores do percentual de células CD19 positivas para IL-4 e IL-10

apresentados nas barras.



C) Linfécitos T CD4*

A figura 8 mostra o percentual de células T CD4" positivas para citocinas do
tipo 1 (IL-2 e IFN-y) e do tipo 2 ( IL-4 e IL-10) em individuos negativos e infectados.
Podemos observar a ocorréncia de grandes mudangas a partir de 70 anos de idade nos
individuos negativos. Houve um aumento significativo (p<0,05) no percentual de
linfocitos T CD4'IL-10" (2,89%) e de linfocitos T CD4'IFN-y". A proporgdo de
linfocitos T CD4'IL-4" é menor (p<0,05) apenas nos individuos adultos entre 25 e 49
anos de idade.

A infeccdo, por sua vez, contribuiu para o aumento significativo (p<0,05) no
percentual de linfécitos T CD4" positivos para IL-10 a partir de 70 anos de idade
(1,71%). Esse aumento, no entanto, ¢ significativamente menor (p<0,05) do que aquele
observado em individuos negativos na mesma faixa etéaria (2,89% para 1,71%). Nos
individuos infectados, o percentual das células CD4" IL-10" parece apresentar um
aumento progressivo com a idade sem a variacdo brusca apresentada nos individuos

negativos a partir de 70 anos de idade.
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Com relagéo as células T CD4IL-4", observamos um perfil semelhante aquele apresentado

pelos individuos negativos: essas células diminuem apenas na faixa etaria entre 25 e 49

anos de idade. Com relagdo ao perfil de linfocitos T CD4'IFN-y*, diferentemente do que

observamos nos individuos negativos, ndo houve diferenca entre os grupos. O resultado

mais surpreendente foi com relacéo as células T CD4"IL-2" que apresentaram um dréstico

aumento (p<0,05) nos individuos mais idosos entre 70-95 anos (1,12%).
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Erro Padréao
Grupos
Citocinas Negativos Infectados
10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95 |10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95
IL-2 0,05 0,09 | 0,09 | 0,20 | 0,18 | 0,04 | 0,05 0,21
IFN-y 0,11 0,07 | 0,07 | 0,25 | 0,0 | 0,22 | 0,09 0,11
IL-4 0,13 0,05 | 0,11 | 0,20 | 0,28 | 0,18 | 0,21 0,23
IL-10 0,18 0,22 | 0,16 | 0,73 | 0,18 | 0,24 | 0,46 0,20

Figura 8: Frequéncia de linfocitos T CD4 positivos para as citocinas intracelulares

IL-2 (I),IFN-y (I, 1L-4 (Il e 1L-10 ( I, n&o estimulados (cultura-controle), em individuos

negativos e infectados pertencentes a faixas etarias diferentes. (A) Os resultados estdo

representados sob a forma da média do valor percentual de linfocitos TCD4 positivos para essas

citocinas. Os asteriscos representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)

existentes entre 0s grupos negativos e infectados e, as cruzes representam as diferencas

significativas (p<0,05) dentro dos grupos. (B) A tabela representa os erros padrdo referentes aos

valores do percentual de linfécitos TCD4 positivos para IL-2 ,IFN-y, IL-4 e IL-10 apresentados

nas barras.
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D) Linfocitos T CD8"

Ao analisarmos a sub-populagdo de linfocitos T CD8" (Figura 9) dos individuos
negativos, percebemos que o grupo de individuos jovens (10-24 anos) apresentou um
percentual positivo para IL-4 (1,18%), IL-10 (0,68%), IL-2 (0,64%), significativamente
maior (p<0,05) quando comparado com o percentual de células dos individuos adultos
(25-49 anos) e idosos (50-69 e 70-95 anos). Em relagéo aos resultados encontrados para
INF-y, observamos uma diminuicdo drastica (p<0,05) no percentual dessas células a
partir de 50 anos (0,38% e 0,26% respectivamente).

Essa sub-populacdo de linfécitos T, no grupo de individuos infectados, apresentou
diferencas importantes com relacdo ao perfil dos individuos negativos. Nos individuos
jovens (10-24 anos), a presenca da infeccdo esta associada a um leve aumento no
percentual de células IFN-y" (de 0,84 % para 1,08%) e a uma diminuicdo significativa
(p<0,05) no percentual de células IL-4" (de 1,18% para 0,34%). A reducdo nas células T
CD8" IFN-y" apenas nos individuos de 24-49 anos ¢ curiosa ja que a producdo dessa
citocina volta a se elevar na faixa etaria de 70-95 anos. Entre 70-95 anos de idade, ocorre
um fendmeno oposto, um aumento no percentual de linfocitos T CD8" positivos para IL-4 e
IL-10 (0,42% e 0,73% respectivamente) indicando claramente um desvio para um padréo
do tipo 2. Também observamos um leve aumento no percentual de células T CD8"IL-2"
nos individuos mais jovens (0,37%) quando comparado ao percentual dos individuos das

demais faixas etérias.
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Idade (anos) ~

B
Erro Padréao
Grupos

Citocinas Negativos Infectados
10-24 | 25-49 | 50-69 |70-95 |10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95
IL-2 0,10 0,04 | 0,02 | 0,02 | 0,09 | 0,03 | 0,04 | 0,05
IFN-y 0,19 0,10 | 0,05 | 0,07 | 0,13 | 0,03 | 0,07 | 0,11
IL-4 0,14 0,06 | 0,05 | 0,06 | 0,10 | 0,04 | 0,08 | 0,05
IL-10 0,14 0,09 | 0,07 | 0,09 | 0,16 | 0,09 | 0,07 | 0,12

Figura 9: Frequéncia de linfocitos T CD8 positivos para as citocinas intracelulares
IL-2 (B),IFN-y (D, 1L.-4 ( Il e IL-10 (Il n3o estimulados (cultura-controle), em individuos

negativos e infectados pertencentes a faixas etarias diferentes. (A) Os resultados estdo

representados sob a forma da média do valor percentual de linfocitos TCD8 positivos para essas

citocinas. Os asteriscos representam as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05)

existentes entre os grupos negativos e infectados e, as cruzes representam as diferencas

significativas (p<0,05) dentro dos grupos. (B) A tabela representa os erros padrdo referentes aos

valores do percentual de linfécitos TCD8 positivos para IL-2 ,IFN-y, IL-4 e IL-10 apresentados

nas barras.
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4. 2 Andlise da frequéncia de sub-populacdes de células NK, linfocitos B, T
CD4", T CD8" do sangue periférico positivos para citocinas do tipo 1 e tipo 2 de
individuos negativos e infectados, ap6s breve estimulacdo in vitro com SEA ou
SWAP.

Nosso proximo objetivo foi examinar o perfil de citocinas produzido por células desses
mesmos individuos estimuladas em cultura por dois importantes antigenos obtidos de
formas evolutivas diferentes do S. mansoni: a) antigenos de ovos do parasito (SEA) capazes
de induzir uma resposta predominantemente do tipo 2 evocando eventos inflamatérios
mediados por IL-4 e IL-5, bem como eventos imuno-moduladores mediados por IL-10; b)
outro complexo de antigenos proveniente de vermes adultos (SWAP) capazes de induzir
uma resposta predominantemente do tipo 1 induzindo eventos inflamatorios através da
producdo de IL-2 e IFN-y. Avaliamos, dessa maneira, 0 impacto desses antigenos na
reatividade imunolégica dos individuos.

Como descrito anteriormente, durante a infec¢do, varios antigenos sdo excretados
ou desprendidos do parasito durante o seu ciclo de vida no hospedeiro vertebrado. A
principal consequéncia patoldgica dessa estimulagdo antigénica é o desenvolvimento de
uma reacdo granulomatosa caracterizada pelo recrutamento de células inflamatérias para
sitios de deposicdo dos ovos, principalmente o intestino e o figado. Essas células sao
ativadas através da interacdo entre o seu receptor de célula T (TCR) e o complexo principal
de histocompatibilidade de classe dois (MHC-I1I) juntamente com peptideos derivados dos
antigenos do verme adulto presentes nas veias mesentéricas e também dos antigenos do
ovo do parasito presentes no figado ou intestino. Nesse contexto, podemos presumir que,
ao longo do processo inflamat6rio que caracteriza a esquistossomose, as células do sistema
imune do hospedeiro interagem, a0 mesmo tempo, com peptideos derivados das duas
formas evolutivas do parasito. O desenvolvimento da doenga de uma fase aguda para a fase
crénica esta associado a eventos inflamatorios (a presenca de IL-2 e TNF-o capazes de
exacerbar a resposta granulomatosa) (Wahl et al., 1997) e eventos imuno-reguladores
(com a participacdo de IL-10 e de TGF-B na regulagédo da inflamagdo e no processo
fibrético) e existe a necessidade de esclarecer melhor a participacdo dos antigenos do

parasito nesses eventos. Nosso objetivo foi estudar, em individuos que apresentam a
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infeccdo cronica, o papel de dois extratos brutos antigénicos de formas evolutivas
diferentes do parasito na tentativa de estabelecer os padrdes de reatividade a cada uma
delas.

Os resultados a seguir se referem ao perfil de citocinas expresso por linfocitos B, T
CD4" e T CD8" e células NK (quadrante 2 do gréafico de fluorescéncia 1 versus
fluorescéncia 2: anticorpos marcados com FITC e PE respectivamente, representado na
figura 1b).

A) Células NK

A figura 10 mostra o perfil de células CD16" positivas para IL-4 e IFN-y
estimuladas com SEA (A) ou com SWAP (B) de individuos negativos ou infectados.
Dentro do grupo de individuos negativos, podemos observar algumas alteragdes ocorridas
entre os individuos jovens e idosos. Houve um aumento significativo (p<0,05) no
percentual de células CD16" positivas para IFN-y estimuladas com SEA (A) nos individuos
idosos entre 50-69 anos (1,63%) e entre 70-95 anos (1,91%) quando comparado com o
percentual de células também estimuladas dos individuos jovens (10-24 anos) (0,56%) e
nos adultos (0,59%). Também observamos um aumento do percentual de células NK
positivas para IFN-y estimuladas com SEA a partir de 50 anos (1,63% e 1,91%
respectivamente) quando comparamos com a cultura de células ndo estimuladas de
individuos das mesmas faixas etarias (0,69% e 1,08% respectivamente). Com relacdo ao
grupo de individuos infectados, notamos um aumento significativo (p<0,05) no percentual
dessas celulas estimuladas com o antigeno nos individuos idosos entre 50-69 (1,72%) anos
guando comparado com o percentual das demais faixas etarias. Um dado interessante é a
queda subita no percentual de CD16*IFN-y" nos individuos mais idosos entre 70-95 anos
(0,94%), embora ainda seja um percentual mais elevado do que o dos individuos jovens,
quando comparado com os individuos entre 50-69 anos de idade (1,72%).

Nas culturas expostas ao antigeno SWAP (B) observamos as mesmas alteragdes
ocorridas com a adigdo de SEA (A). No grupo negativo, houve um aumento gradativo

no percentual de IFN-ye, nos individuos mais idosos 70 a 95 anos ele foi



significativo(p<0,05) em relacdo as demais faixas etarias. Nos individuos infectados,
houve uma diminuicio acentuada no percentual de células CD16" positivas para IFN-y
dos individuos idosos entre 70-95 anos (0,89%) quando comparado com percentual dos
individuos idosos entre 70-95 anos negativos (2,65%). Além disso, notamos que tanto

na cultura estimulada com SEA quanto estimulada com SWAP, a IL-4 ndo se altera com
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B
Erro Padrédo (SEA)
Grupos
Citocinas Negativos Infectados
10-24 | 25-49 | 50-69 |70-95 |10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95
IL-4 0,06 0,04 | 0,06 | 0,04 | 0,14 | 0,05 | 0,02 | 0,04
IFN-y 0,13 0,15 | 0,11 | 0,23 | 0,16 | 0,20 | 0,27 | 0,23
Erro Padréo (SWAP)
Grupos
Citocinas Negativos Infectados
10-24 | 25-49 | 50-69 |70-95 |10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95
IL-4 0,08 0,04 | 005 | 0,18 | 0,21 | 0,05 | 0,11 | 0,10
IFN-y 0,11 0,13 | 0,25 | 0,36 | 0,16 | 0,22 | 0,60 | 0,17

Figura 10: Frequéncia de células NK (CD16) positivos para as citocinas intracelulares

IL-4 (W) e IFN-y ([ estimulados com SEA (A) ou com SWAP (B) em individuos negativos e
infectados pertencentes a faixas etarias diferentes. (A) Os resultados estdo representados sob a
forma da média do valor do percentual de células NK positivas para essas citocinas. Os
asteriscos representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) existentes entre 0s
grupos negativos e infectados e, as cruzes repr;sentam as diferencas significativas (p<0,05)

dentro dos grupos. (B) A tabela representa os erros padrado referentes aos valores do percentual

de células CD16 positivas para IFN-y e apresentados nas barras.



B) Linfocitos B

A figura 11 mostra o perfil de células CD19" de individuos negativos e
infectados, estimuladas com os antigenos brutos SEA ou SWAP. Algumas diferencas
podem ser observadas no perfil de células estimuladas com SEA dos individuos
infectados quando comparados com o perfil de células de individuos negativos. No
grupo de individuos negativos, a estimulacdo com SEA (A) alterou o padrdo de
producéo de citocinas, diminuindo o percentual de linfécitos CD19" IL-10" em todas as
faixas etarias. Essa diminui¢cdo é mais acentuada (p<0,05) nos individuos entre 25 e 29
anos (de 1,19% para 0,44%). Nas culturas de células dos individuos infectados, a adi¢ao
de SEA desencadeou uma inversdo interessante no perfil dos linfécitos B. Na cultura de
células ndo estimuladas, os individuos mais idosos entre 70 e 69 anos apresentaram um
percentual significativamente mais alto (p<0,05%) de CD19*IL-10" (1,82%) quando
comparados aos demais grupos e, quando adicionamos SEA a cultura, observamos uma
diminuicdo (p<0,05%) no percentual de células CD19'IL-10" nos individuos mais
idosos entre 70 e 95 anos (de 1,82% para 1,03%). Ao mesmo tempo, a estimulacdo com
SEA induziu um aumento significativo (p<0,05) de células CD19*IL-10" nos individuos
adultos entre 25 e 49 anos (de 0,88% para 1,40%). Observamos também diferencas
significativas (p<0,05) na frequéncia dessas células a partir de 25 anos nos individuos
infectados quando comparamos com individuos negativos pertencentes as mesmas
faixas etarias.

A adicdo de SWAP (B) a cultura de células dos individuos negativos induziu um
efeito semelhante ao observado com a adi¢do de SEA. Houve uma leve diminui¢do no
percentual de CD19" IL-10" em todas as faixas etarias, principalmente nos individuos
entre 25 e 49 anos (de 1,19% para 0,64%).

Com relagéo a cultura de linfocitos B dos individuos infectados, a adigdo de
SWAP desencadeou uma leve diminuigdo no percentual dessas células nos individuos
mais jovens entre 10 e 24 anos (de 1,03% para 0,79%) e nos mais idosos ela foi bem
mais acentuada (p<0,05) entre 70 e 95 anos (de 1,82% para 1,08%). Observamos
também uma diferenga significativa (p<0,05) nos individuos infectados mais idosos
entre 70 e 95 anos (1,08%) quando comparamos com individuos negativos pertencentes

a mesma faixa etaria (0,38%).
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Erro Padrédo (SEA)
Grupos
Citocinas Negativos Infectados
10-24 | 25-49 | 50-69 |70-95 |10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95
IL-4 0,08 0,06 | 0,06 | 0,07 | 0,14 | 0,04 | 0,15 | 0,09
IL-10 0,05 0,08 | 0,04 | 0,03 | 0,08 | 0,20 | 0,13 | 0,16
Erro Padréo (SWAP)
Grupos
Citocinas Negativos Infectados
10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95 |10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95
IL-4 0,05 0,04 | 0,05 | 0,17 | 0,08 | 0,08 | 0,12 | 0,10
IL-10 0,06 0,21 | 0,04 | 0,09 | 0,27 | 0,16 | 0,19 | 0,29

Figura 11: Frequéncia de linfécitos B (CD19) positivos para as citocinas intracelulares

IL-4 () e IL-10 ( I estimulados com SEA (A) ou com SWAP (B) em individuos negativos e
infectados pertencentes a faixas etarias diferentes. (A) Os resultados estdo representados sob a
forma da média do valor do percentual de linfécitos B positivos para essas citocinas. Os
asteriscos representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) existentes entre 0s
grupos negativos e infectados e, as cruzes representam as diferencas significativas (p<0,05)
dentro dos grupos. (B) A tabela representa os erros padrao referentes aos valores do percentual

de células CD19 positivas para IL-4 e IL-10 apresentados nas barras.
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C) Linfécitos T CD4*

Podemos observar na figura 12 o perfil de células T CD4" de individuos
infectados e negativos estimuladas com SEA ou com SWAP. Algumas diferencas
podem ser observadas no perfil de células dos individuos infectados estimuladas com
SEA quando comparados com o perfil de células de individuos negativos (A). No grupo
de individuos negativos, a estimulagdo com SEA ndo alterou muito o padrdo de
citocinas. Nas culturas de células de individuos infectados, a adicdo de SEA
desencadeou algumas modificagdes: houve uma diminui¢do nos percentuais de células
CD4"IL-2" (de 1,12% para 0,57%) nos individuos entre 70 e 95 anos quando
comparados com a cultura controle. A redugdo no percentual de células CD4"IL-10"
ocorreu entre 50-69 anos (de 1,35% para 0,79%). Observamos também que a adicéo de
SEA na cultura de células dos individuos infectados induziu uma diminuicdo acentuada
(p<0,05) no percentual de células CD4"IL-10" nos individuos mais idosos quando com
relacdo ao percentual dos individuos negativos da mesma faixa etaria.

A estimulacgéo das células com extrato de verme adulto (SWAP) também afeta a
producdo de citocinas em individuos idosos (B). Observamos uma diminuicdo no
percentual de células estimuladas positivas para 1L-10 (p<0,05) e IL-2 nos individuos
mais idosos infectados (1,15% e 0,57 % respectivamente) quando comparamos com a
cultura controle nessa mesma faixa etaria (1,71% e 1,12% respectivamente). Por outro
lado, ocorre um aumento no percentual de células T CD4"IL-4" nos individuos idosos
infectados (70-95 anos) (1,70%) quando comparados com a cultura também estimulada
com SWAP dos individuos negativos (p<0,05). Observamos também que a adi¢do de
SWAP na cultura de células dos individuos infectados induziu uma diminuicao
acentuada (p<0,05) no percentual de CD4*IL-10" nos individuos mais idosos quando

comparados com os individuos negativos da mesma faixa etaria.
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B
Erro Padrédo (SEA)
Grupos
Citocinas Negativos Infectados
10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95 |10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95
IL-2 0,04 0,06 | 0,05 | 0,24 | 0,06 | 0,09 | 0,12 0,04
IFN-y 0,07 0,07 | 0,08 | 0,04 | 0,32 | 0,08 | 0,07 0,16
IL-4 0,09 013 (0,11 | 0,22 | 048 | 0,14 | 0,11 0,12
IL-10 0,16 0,17 | 0,18 | 0,50 | 0,16 | 0,20 | 0,13 0,15
Erro Padréo (SWAP)
Grupos
Citocinas Negativos Infectados
10-24 | 25-49 | 50-69 |70-95 |10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95
IL-2 0,06 0,10 | 0,04 | 0,07 | 0,09 | 0,08 | 0,10 0,06
IFN-y 0,07 0,05 | 0,10 | 0,09 | 0,04 | 0,27 | 0,13 0,15
IL-4 0,12 0,16 | 0,12 | 0,17 | 0,22 | 0,08 | 0,17 0,20
IL-10 0,13 0,09 | 0,06 | 064 | 0,29 | 0,19 | 0,30 0,16

Figura 12a: Frequéncia de linfécitos T CD4 positivos para as citocinas intracelulares

IL-2 (H), IFN-y (), IL-4 ( IS, 'L-10 ( I estimulados com SEA (A) ou com SWAP (B) em
individuos negativos e infectados pertencentes a faixas etarias diferentes. (A) Os resultados
estdo representados sob a forma da média do valor percentual de linfécitos T CD4 positivos para
essas citocinas. Os asteriscos representam as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05)
existentes entre 0s grupos negativos e infectados e, as cruzes representam as diferencas
significativas (p<0,05) dentro dos grupos. (B) A tabela representa os erros padrao referentes aos

valores do percentual de células TCD4 positivas para IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-10 apresentados nas

barras.
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D) Linfocitos T CD8"

A figura 13 mostra o perfil de células T CD8" de individuos infectados e
negativos estimuladas com SEA (A) ou com SWAP (B). Podemos observar, dentro do
grupo de individuos negativos, que a adicdo de SEA desencadeou duas alteracGes
importantes no perfil de expressdo de citocinas (A). Nos individuos jovens (10-24 anos),
ocorre uma diminuicéo significativa no percentual de células 1L-4" (p<0,05) (de 1,18%
para 0,66%) e IFN-y (0,84% para 0,45%). Na cultura estimulada de células de
individuos de 25 a 49 anos, a expressdo de IFN-y encontra-se também reduzida (p<0,05)
(0,16%) quando comparada com aquela apresentada por células ndo estimuladas
(0,72%). No grupo de individuos infectados, observamos também algumas alteracdes
significativas (p<0,05) quando adicionamos o antigeno SEA. Os individuos jovens (10-
24 anos) apresentam um drastico aumento (p<0,05) no percentual de linfocitos T CD8"
positivos para IL-4 (de 0,35% para 1,30%) e uma diminui¢do no percentual de linfécitos
T CD8" IFN-y" (de 1,08% para 0,64%). Também notamos a diminuicéo (de 0,61% para
0,26%) da producdo de IL-10 nos individuos mais idosos infectados (70-95 anos) depois
da estimulacdo com SEA.

Assim, no grupo de individuos negativos, 0s jovens apresentaram um maior
percentual de células T CD8" positivos para IL-2, IL-4 e I1L-10, ja os jovens infectados
apresentaram frequéncias mais altas de células positivas para IFN-y, IL-4 e IL-10.
Entretanto, houve um aumento significativo no percentual de células T CD8"IL-4" nos
individuos jovens entre 10 e 24 anos infectados (1,30%) quando comparado com 0
percentual de células T CD8'IL-4" dos jovens negativos (0,66%). Uma alteracéo
comum entre 0s grupos de individuos negativos e infectados ap6s a estimulacéo in vitro
com SEA foi a reducédo no percentual de IFN-y a partir de 49 anos.

Podemos observar que a adicdo do antigeno SWAP & cultura de células CD8"
produziu efeitos muito semelhantes aqueles observados apds a estimulagdo com SEA no
grupo de individuos negativos (B). Nos individuos infectados da mesma faixa etéria,
observamos um aumento acentuado (p<0,05) no percentual de células IL-2" nos
individuos entre 70 e 95 anos quando comparado com o percentual do grupo negativo da

mesma faixa etaria e com a cultura controle dos individuos entre 70 e 95 anos.
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B
Erro Padrédo (SEA)
Grupos
Citocinas Negativos Infectados
10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95 |10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95
IL-2 0,06 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,04 | 0,04 | 0,05 0,07
IFN-y 0,09 0,05 | 0,05 | 0,03 | 0,06 | 0,08 | 0,10 0,09
IL-4 0,14 0,04 | 0,06 | 0,04 | 0,20 | 0,09 | 0,06 0,09
IL-10 0,09 0,03 | 0,02 | 0,12 | 0,06 | 0,11 | 0,07 0,13
Erro Padréo (SWAP)
Grupos
Citocinas Negativos Infectados
10-24 | 25-49 | 50-69 |70-95 |10-24 | 25-49 | 50-69 | 70-95
IL-2 0,06 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,04 | 0,04 | 0,05 0,07
IFN-y 0,09 0,05 | 0,05 | 0,03 | 0,06 | 0,08 | 0,10 0,09
IL-4 0,14 0,04 | 0,06 | 0,04 | 0,20 | 0,09 | 0,06 0,09
IL-10 0,09 0,03 | 0,02 | 0,12 | 0,06 | 0,11 | 0,07 0,13

Figura 13: Frequéncia de linfocitos T CD8 positivos para as citocinas intracelulares

IL-2 (M), IFN-y (W), IL-4 ( B, 1L-10 ( [l estimulados com SEA (A) ou com SWAP (B) em
individuos negativos e infectados pertencentes a faixas etarias diferentes. (A) Os resultados
estdo representados sob a forma da média do valor percentual de linfécitos T CD4 positivos para
essas citocinas. Os asteriscos representam as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05)
existentes entre 0s grupos negativos e infectados e, as cruzes representam as diferencas
significativas (p<0,05) dentro dos grupos. (B) A tabela representa os erros padrao referentes aos

valores do percentual de células TCD8 positivas para IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-10 apresentados nas

barras.
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4.3 Contribuicdo dos linfocitos T CD4" e CD8" para o perfil de sintese de

citocinas de individuos negativos e infectados em faixas etarias diferentes.

Dois fendmenos chamaram a nossa atencdo na analise global dos padrbes de
citocinas nas diferentes faixas etarias. Em primeiro lugar, a producéo de citocinas pelas
células CD4" sofre mudancas dréasticas nos individuos mais idosos (> 70 anos). Ocorre um
aumento significativo no percentual de células CD4" IL-10" e de células CD4" IFN-y"
nesses individuos. Também observamos que, ap0s 0s 25 anos, ocorre uma queda
pronunciada no percentual das células CD8" produtoras de 1L-10 e IFN-y. Assim, as faixas
etarias extremas (10-24 anos e 70-95 anos) apresentam um numero elevado de células T
produtoras de IL-10 e IFN-y quando comparados com individuos de faixas etarias
intermediarias. Nos jovens, essas citocinas sdo produzidas pelas células CD8" e nos idosos
pelas células CD4".

Para examinar com mais detalhe as diferencas nessas faixas etarias, utilizamos a
estratégia de separar o grupo de 70-95 anos e agrupar todos os individuos das demais faixas
para comparéa-los no padrdo das células CD4" (Figura 14). Por outro lado, separamos o
grupo de 10-24 anos e agrupamos os demais para comparar o padrdo das células CD8"
(Figuras 15 e 16).

Na Figura 14, podemos observar que o percentual de células CD4"IFN-y", IL-4"
e IL-10" nos individuos com mais de 70 anos de idade negativos é significativamente
maior que aquele apresentado pelos individuos dos demais grupos etarios em conjunto
(p<0,05). Nos individuos infectados, observamos que essa drastica diferenca diminui na
populacéo de linfécitos T CD4™ IL-10". A estimulagio com os antigenos do parasito ndo
alteram os padrdes de citocinas produzidas pelas células CD4", exceto as células T
CD4"IL-4" estimuladas com SWAP. Houve um aumento significativo (p<0,05) no

percentual das células positivas para IL-4 no grupo infectado entre 70 e 95 anos.
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Figura 14: Perfil de células TCD4" IFN-y" (), IL-4" ( [ e IL-10" () de individuos do grupos
entre 10 a 69 anos e, entre 70 a 95 anos estimuladas ou ndo com os antigenos do parasito (SEA ou
SWAP). Os resultados estdo expressos sob a forma da média do valor percentual de células

positivas. Os asteriscos representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,005)
existentes entre 0s grupos.
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Nas figura 15 e 16, observamos que ocorre um fendmeno semelhante com relagao
ao percentual de células CD8'IL-10" e CD8'IFN-y": ap6s os 25 anos, detectamos uma
queda nessas duas sub-populagdes sendo que esse percentual permanece homogeneamente
estavel depois dessa idade. A presenca da infeccdo ndo altera esses perfis tampouco a
estimulacéo in vitro com SEA ou SWAP. O percentual de células IL-4" estd aumentado nas
culturas controle e mediante a estimulacdo in vitro com SEA ou SWAP nos individuos
negativos; nos individuos infectados, esse aumento ocorre apenas mediante estimulacdo

com os antigenos.
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Figura 15: Perfil de células CD8'IFN-y" (H), IL-4" ( I e IL-10" ( ), de individuos dos grupos
entre 10-24 anos e, entre 25-95 anos negativos estimuladas ou ndo com antigenos do parasito (SEA
ou SWAP). Os resultados estdo expressos sob a forma de média do percentual de células positivas.

Os asteriscos representam as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) existentes entre 0s

grupos.
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Figura 16: Perfil de células CD8*IFN-y" ( [l), IL-4" il ) e IL-10" ([l ), de individuos dos grupos
entre 10-24 anos e, entre (25-95 anos) infectados estimuladas ou ndo com antigenos do parasito
(SEA ou SWAP). Os resultados estdo expressos sob a forma de média do percentual de células

positivas. Os asteriscos representam as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) existentes

entre 0s grupos.
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Como observamos nos resultados anteriores, os linfocitos T CD4" e CD8"
contribuem diferentemente para o perfil imunolégico de individuos muito jovens e muito
idosos, principalmente com relagdo a frequéncia de células positivas para I1L-10. Nosso
préximo objetivo foi analisar a participacdo dessas sub-populac6es de linfocitos positivos
para IL-10 em individuos jovens entre 10 e 24 anos, idade intermediaria entre 25 e 69 anos
e nos muito idosos entre 70 e 95 anos de idade.

Os resultados da figura 17 mostraram um claro aumento no percentual de células
positivas para IL-10 nas faixas etarias entre 10 e 24 anos e 70 e 95 anos em ambos 0s
grupos, negativos e infectados. Podemos notar que a fonte, mas ndo o percentual de IL-10,
é a principal alteracdo nos individuos infectados mais idosos. Nos individuos negativos, a
IL-10 é principalmente produzida por células T CD4". Ja nos individuos infectados acima
de 70 anos, a IL-10 € produzida por linfécitos T CD4" e CD8".
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Figure 17: Perfil de sintese de IL-10 por linfécitos T CD4" e CD8" de individuos negativos e
infectados de diferentes idades. A porcdo superior das barras representa o percentual de células T
CD4" () e a porcdo inferior representa o percentual de células T CD8"(H).
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De maneira semelhante a producéo de IL-10, analisamos também a expresséao de IL-
2 por células T DCD4" e CD8" (figura 18). Podemos observar que os individuos jovens (10
a 24 anos) negativos apresentaram um aumento significativo (p<0,05) de linfocitos TCD4"
e CD8" positivos para IL-2 quando comparados aos individuos dos demais grupos. Ja com
relacdo ao grupo infectado, observamos uma alteracdo nesse perfil: houve um aumento

significativo (p<0,05) apenas de linfocitos T CD4" IL-2" nos individuos idosos.
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Figure 18: Perfil de sintese de IL-2 por linfécitos T CD4" e CD8" de individuos negativos e
infectados de diferentes idades. A porcao superior das barras representa o percentual de células T

CD4" ([0 e a porcdo inferior representa o percentual de células T CD8* ().
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A figura 19 é uma representacdo grafica resumida das alteracdes mais importantes
encontradas em individuos jovens e idosos em relagdo as diferentes citocinas e populagdes
celulares. Numa analise mais geral, evidenciamos que, na idade jovem, h4 uma grande
participacdo dos linfocitos T CD8" caracterizado pelo aumento I1L27,IFN-y",IL-4*. Com a
infeccdo, esse perfil muda, levando a diminuicdo dessas células positivas para IL-2 e IL-4
mas mantendo alto o percentual de células positivas para IL-10 e IFN-y.

Com o envelhecimento, observamos um perfil diferente. Existe uma grande
contribuicdo de células T CD4" caracterizado pelo aumento de células 1L-10" e IFN-y".
Com a infeccdo, evidenciamos uma forte contribuicdo de ambas as sub-populacdes de
linfocitos. Ocorre a diminuicdo de células T CD4+IL-10" e IFN-y" e 0 aumento de células
CD4"IL-2". Com relacdo aos linfocitos T CD8", ocorre uma leve diminuicio de células IL-

4% e IFN-y" e um aumento de células CD8" IL-10" nessa faixa etaria.
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Jovens negativos células CD8"
IL-10 4
IFN-y 4
IL-4 4
Jovens infectados com células CD4"
S. mansoni IL-10 4
IFN-y 4
IL-4 ¥
Idosos negativos células CD4*
IL-10 4
IFN-y A
IL-2 \ 4
Idosos infectados com células CD4" células CD8*
S. mansoni IL-10 ¥ Ik-10
IFN-y estavel IFN-y estavel
IL-4  estavel IL-4 estavel
IL-2 4

Figura 19: Representacdo gréfica resumida das alteragdes mais importantes encontradas

em individuos jovens e idosos com relacdo a sintese de diferentes citocinas por populacoes

e sub-populacdes de leucocitos do sangue periférico.
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5. Discussao

A esquistossomose é uma doenca parasitaria responsavel pela grande morbidez e
mortalidade em paises em desenvolvimento. As manifestagdes da doenca envolvem a
interacdo entre as células do sistema imune e produtos antigénicos liberados de diferentes
estagios evolutivos do parasito. Tais interagdes induzem uma resposta celular e humoral no
hospedeiro frente aos antigenos do parasito capaz de levar a um estado de ativacdo cronica
do seu sistema imune (Wiest, 1996; Mckerrow, 1997).

A infeccdo se inicia pelo contato com a larva aquatica, a cercaria, que ap0s penetrar
a pele, passa por inimeras transformacGes e por um processo de maturacdo dando origem
aos esquistossomulos. Estes, por sua vez, entram na circulagdo e migram para o sistema
porta intra-hepatico, onde se transformardo em vermes adultos. Nesse local ocorre o
acasalamento e posterior migracdo para as veias mesentéricas, onde, apés alcancar a
maturidade sexual, a fémea inicia a postura de ovos (Boros, 1994; El-Garem, 1998). Estes
podem seguir dois caminhos distintos: a) uma parte desses ovos fica detida nas paredes do
intestino por ndo conseguirem alcancar o lumen do intestino ou sdo arrastados até o figado
onde serdo responsaveis pela formacdo da reacdo granulomatosa, a qual, juntamente com o
ovo, é chamada de granuloma, b) outra parte migra através da parede dos vasos sanguineos
até a luz intestinal e o exterior onde saem junto com o material fecal.

Os ovos de S.mansoni liberados nas fezes apresentam um papel muito importante na
epidemiologia da doenca. Sabe-se que a prevaléncia e a intensidade da infeccdo sdo dadas
pela presenca e quantificacdo dos ovos nas fezes (S. mansoni) ou urina (S. haematobium)
dos individuos infectados e o aumento do nimero de ovos nas fezes estaria associado a
infeccBes mais intensas. Individuos com alta prevaléncia de infeccdo apresentariam mais de
100 ovos/g de fezes e individuos com baixa prevaléncia apresentariam menos de 100
ovos/g fezes (Gryseels et al., 1994; Kongs et al., 1996; Mohamed-Ali et al., 1999). Diante
desses dados apontados pela literatura, podemos dizer que individuos capazes de excretar
ovos de S. mansoni nas fezes podem ser considerados infectados por esse parasito.

Nesse contexto, apds a analise inicial dos nossos resultados, um aspecto importante
nos chamou a aten¢do: o fato de alguns individuos que moram numa &rea endémica para

esquistossomose durante toda a vida em contato continuo com parasitos e, mesmo assim,
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mostraram-se negativos para ovos de S.mansoni no exame de fezes. Algumas hipdteses
explicativas desse fendmeno incluem a possibilidade de que esses individuos apresentem
um namero muito reduzido de ovos nas fezes e 0 método utilizado (Kato-Katz) ndo seja
sensivel o bastante para detecta-los. Essa possibilidade nos parece remota ja que contamos
com um grupo de individuos com nimero intermediario de ovos nas fezes (entre 1 e 99
ovos/g fezes, dados ndo apresentados) que indicam que o método utilizado € capaz de
detectar poucos ovos com precisdo adequada. Nao utilizamos esse grupo de individuos em
nosso trabalho porque queriamos analisar o perfil de sintese de citocinas daqueles
individuos que se apresentassem muito infectados caracterizados pela presenca de mais de
100 ovos g/fezes e outro grupo que apresentasse um perfil oposto, ou seja, aqueles que nao
apresentaram ovos de S. mansoni nas fezes. Outra provavel explicacdo é a de que esses
individuos podem ter sido previamente infectados e posteriormente tratados. No entanto, a
atividade dos linfocitos T apresentada por esses individuos negativos difere muito daquela
relatada em individuos infectados que foram tratados (Barsoum et al., 1982; Bahia-Oliveira
et al., 1992; Grogan et al., 1996; Caldas et al., 2000). Em individuos infectados entre 5 e 48
anos de idade com Schistosoma haematobium verifica-se uma alta resposta proliferativa
para antigenos do verme adulto ap6s o tratamento com praziquantel (Grogan et al., 1996).
Iramaya e colaboradores também observaram que as células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de individuos entre 3 e 88 anos de idade tratados com oxamniquine
apresentaram uma alta capacidade proliferativa para os diferentes antigenos do parasito S.
mansoni, tais como antigenos do ovo (SEA), verme adulto (SWAP) e cercaria (CERC) do
parasito (Caldas et al., 2000). Em nossos resultados, o parametro que utilizamos para
avaliar a capacidade proliferativa dos linfdcitos T foi o percentual de células positivas para
a citocina IL-2, considerada fundamental para essa atividade. Somente observamos
aumento de linfocitos T CD8'IL-2" ndo estimulados (cultura-controle) e estimulados com
SEA em individuos negativos jovens entre 10 e 24 anos de idade (figuras 9 e 13A
respectivamente). Em linfocitos estimulados in vitro com SWAP, apenas nos individuos
entre 10-24 e 70-95 anos de idade o nimero de células T CDS8'IL-2" encontrava-se
aumentado (figura 13B). Assim, a discrepancia entre nossos resultados e os dados
encontrados por outros autores sugerem gue o0s individuos negativos para o exame de fezes

avaliados em nosso estudo ndo receberam nenhum tipo de tratamento. O fato de outros
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autores encontrarem um aumento na atividade proliferativa dos linfocitos poderia ser
devido a alta heterogeneidade das populacBes estudadas uma vez que elas incluiriam
individuos de faixas etérias distintas colocadas em um dnico grupo. Em nosso estudo, por
outro lado, avaliamos a atividade dos linfocitos em grupos menores, separando individuos
jovens, adultos e idosos (50 a 69 e 70 a 95 anos). Essa separacdo era crucial no nosso caso,
pois nosso objetivo era relacionar a infecgdo cronica com os efeitos do envelhecimento.
Esse processo bioldgico natural é acompanhado de alteragdes marcantes no sistema imune
tais como involucdo timica, diminuicdo do tecido hematopoético da medula 6ssea, bem
como alteragdes no fendtipo, perfil de citocinas e no repertorio de linfocitos.

Nao podemos classificar os individuos negativos como “normais endémicos” pois
esses ultimos apresentam uma producdo aumentada de IFN-y geralmente associada a
resisténcia a infecgdo (Correa-Oliveira et al., 1998). Somente observamos aumento no
percentual de linfocitos TCD4 IFN—y* nos individuos entre 70-95 anos (figura 8) e um
aumento no percentual de células T CD8" positivas para essa citocina em individuos entre
10 e 49 anos de idade (figura 15). Novamente, as diferencas entre 0s nossos resultados e
aqueles relatados por Corréa-Oliveira e colaboradores podem ser explicados pela
heterogeneidade etaria da populacdo analisada nos estudos prévios ao nosso.

Existem outras hipoteses explicativas para o fato de individuos moradores de areas
endémicas ndo apresentarem ovos de S. mansoni no exame de fezes. Uma delas seria a
auséncia de contato continuo com aguas em locais de transmissdo ativa. Essa hipotese nao
se aplica em nosso caso. Um estudo epidemioldgico sistematico da populacdo estudada
envolvendo a observacdo do cotidiano da comunidade constatou que individuos das
diversas faixas etarias (jovens, adultos e idosos) apresentaram indices semelhantes de
contato com aguas contaminadas (Gazzinelli et al., 2001). Outra possibilidade seria que
esses individuos apresentavam-se com infec¢do unissexual. Acreditamos que essa hipotese
seria improvavel uma vez que se observou a presenca de ovos nas fezes de uma grande
parte dos individuos e, durante o estudo epidemiolégico realizado com a comunidade, todos
os individuos entraram em contato frequiente com o mesmo local de transmissdo ativa da
infeccdo.

Na verdade, as hipdteses citadas acima tentam explicar a resisténcia de alguns individuos

moradores de areas endémicas a infeccdo por S. mansoni. Uma possibilidade alternativa a
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todas elas, a qual nossos dados sugerem, € que o padrdo de reatividade imunologica
desenvolvido pelos individuos negativos seria diferente do padrao de individuos infectados.
Essa hipdtese constitui o cerne do nosso argumento ao longo da andlise que faremos dos
nossos resultados. Ainda assim, ndo eliminamos a possibilidade de que alguns dos fatores
citados acima possam estar envolvidos no status desses individuos frente ao risco de
contaminagéo de forma néo excludente.

Nesse trabalho pretendemos, entdo, comparar os perfis de sintese de citocinas por
diversas populagdes de leucdcitos do sangue periférico de individuos negativos para ovos
de S. mansoni no exame de fezes e infectados em diversas faixas etarias. Como todos 0s
individuos examinados vivem em condi¢Bes semelhantes de contato com o parasito, a
auséncia de ovos em determinados individuos nos permite estudar o padrdo normal de
variacdo na sintese de citocinas ao longo da vida de individuos ndo infectados. As
alteracdes encontradas em individuos infectados quando comparados com os individuos
negativos, por outro lado, pode representar tanto a presenca, nos individuos negativos, de
fatores importantes na resisténcia a infeccdo quanto o surgimento, nos individuos
infectados, de modificacdes induzidas pela propria presenca da infeccdo. Um estudo
longitudinal da populacdo examinando a re-infeccdo em individuos previamente tratados
poderia ser mais conclusivo nesse aspecto.

Do ponto de vista da resposta imune celular, a reacdo imune em resposta aos ovos
retidos nos tecidos do hospedeiro é o evento inicial dentre as as alteragcdes patologicas da
esquistossomose. Esses ovos sdo responsaveis pela formacdo da reacdo granulomatosa
caracterizada por uma reacao inflamatdria mista com infiltrado celular composto de células
mononucleares, polimorfonucleares, células epitelidides e fibroblastos (Boros, 1994; Wahl
et al., 1997) que saem da circulacdo e se acumulam no local do sitio inflamatério atraidas
por estimulos quimiotaticos. Essa reacdo inflamatdria acontece logo ap0s a maturacao e
reproducdo sexuada do verme adulto. O proprio ovo do parasito é capaz de liberar fatores
quimiotaticos, bem como as células inflamatdrias séo capazes de liberar citocinas com
atividade quimiotatica e quimiocinas (MCP-1 e MIPla) responsaveis pelo intenso
recrutamento de leucdcitos (Owhasi et al., 1983; Chensue et al., 1995; Lukacs et al., 1993).
O estagio inicial de formacdo do granuloma também envolve a participagdo de moléculas

de adesdo necessérias para interacdo célula-célula e desenvolvimento da inflamacg&o (Secor
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et al., 1994; Jacobs and Marck 1998). A interacdo predominante observada é entre ICAM-I
(intercellular adhesion molecule-1) e o seu receptor LFA-1 (leucocyte funcional antigen -1)
(Secor et al., 1994). Normalmente, o tipo de citocinas produzidas por diferentes
subpopulacBes celulares, consideradas importantes para a manutencdo e modulacdo da
inflamacéo, depende da fase de desenvolvimento da doenca. Durante a fase inicial, anterior
a postura dos ovos pelo parasito, os vermes adultos induzem um perfil de citocinas do tipol
com niveis elevados de IFN-y (Montenegro et al., 1999) e IL-2 e IL-4 (Yamashita and
Boros, 1992) e, apds o depo6sito dos ovos nos tecidos esse padrdo é drasticamente alterado,
ocorrendo o predominio de citocinas do tipo 2, tais como IL-4 e IL-5 (Chensue et al.,
1993). Existem trabalhos na literatura mostrando a importancia da IL-4 no tamanho do
granuloma (Falcdo et al., 1998) e da IL-5 no aumento no processo de recrutamento de
eosindfilos e de diferenciacdo de linfocitos B (Sher et al., 1990; Weinstock, 1992).

Apds esses estagios iniciais, ocorre diminuicdo do tamanho dos granulomas com
redu¢do da inflamacdo ao redor dos ovos, processo denominado “imunomodulagdo”
(Andrade and Warren, 1964). Durante essa fase, ha o predominio de citocinas consideradas
imunomoduladoras, como IL-10, capazes de suprimir a expressdo de moléculas co-
estimuladoras, tais como B7-1 e B7-2 e moléculas do complexo principal 1l (MHC-I11), nas
células apresentadoras de antigenos (APC) comprometendo as interacdes células-célula e,
conseqiientemente, modulando a inflamacdo (Buelens et al., 1995). O quadro acima
apresenta uma evolucdo tipica da resposta imune celular em individuos susceptiveis
infectados pelo S. mansoni e o papel de diferentes populagdes celulares na modulagéo da
doenca. Os linfocitos tém participacdo intensa e vital em todo o processo de producédo de
citocinas capazes de induzir ou regular a inflamagdo. No entanto, as diferencas entre esses
individuos e aqueles que moram em 4reas de transmisséo ativa da esquistossomose e que
ndo secretam ovos do parasito nas fezes ainda ndo esta claro. Nesse sentido, avaliamos
primeiramente o padrdo de resposta imune de individuos moradores de area endémica que
apresentaram ou ndo ovos no exame de fezes (denominados de “negativos” e “infectados”)
pertencentes a diferentes faixas etérias.

Observamos grandes alteracbes no percentual total de células positivas para
diferentes citocinas entre individuos negativos e infectados de idades diferentes.

Interessantemente, essas diferengas se localizam nos polos extremos da vida. Os individuos
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adultos entre 25 e 69 anos apresentam padrdes relativamente estaveis de expressdo de
citocinas. Como a faixa etaria de 10-24 anos coincide com o periodo normalmente
associado aos primeiros contatos com o parasito e a aquisi¢do da infeccdo, as diferencas
entre células expressando citocinas intracelulares (linfécitos CD8- figura 9, a seguir) de
individuos positivos e negativos nesse periodo podem estar relacionadas exatamente a esse
processo inicial da doenca. No entanto, diferencas marcantes nos padrdes de citocinas
positivas principalmente para células CD4" e CD16" foram observadas em individuos
negativos e infectados acima de 70 anos de idade (linfocitos CD4- figura 8, a seguir).
Esses dados sugerem fortemente que alteracdes imunologicas relacionadas ao processo do
envelhecimento (Eren et al., 1988; Ernst et al., 1993; Sindermann et al., 1993; Takeoka et
al., 1996; Pawalec and Solana, 1997; Ogawa et al., 2000; Sasaki et al., 2001; Schindowski
et al., 2002; Tominaga et al., 2002) podem atuar na resposta imune ao parasito durante a
esquistossomose cronica.

O envelhecimento é considerado um fendmeno complexo acompanhado por
alteracbes quantitativas, qualitativas e estruturais no organismo. Tais alteragdes
contribuiram para o surgimento do termo “imunosenescéncia” que estd associado a uma
diminuicdo fisiologica na funcdo imune paralela ao processo de envelhecimento (Pawalec
and Solana, 1997). Muitos trabalhos demonstraram que o envelhecimento antes de tudo é
um processo celular durante o qual a prépria célula envelhece sendo esse fendmeno
conhecido como senescéncia celular ou senescéncia replicativa (Hayflick and Moorhead
1961; Hayflick, 1965). Trabalhos na literatura demonstraram que células eucaridticas tais
como fibroblastos, linfocitos T, queratindcitos, células adrenais, células do musculo liso e
células B pancredticas de individuos idosos apresentam uma capacidade limitada para se
dividir (Hayflick and Moorhead 1961; Hayflick, 1965; Smith and Pereira-Smith, 1996).
Embora essas células apresentem um comprometimento no processo mitético, elas nédo
morrem em cultura, podendo ficar viaveis (metabolicamente ativas) por um longo periodo
de tempo na fase GO/G1 do ciclo celular. Elas sdo maiores e achatadas e apresentam
fenotipo caracteristico com varias alteragdes morfologicas e moleculares, teldmeros mais
curtos, diminuicdo da expressdo do gene c-fos, resisténcia ao estimulo apoptético e
incapacidade de sintetizar DNA (Seshadri and Campise, 1990; Goletz et al., 1994; Noda et
al., 1994).
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Existem relatos na literatura mostrando que a senescéncia também seria responsavel
pelo declinio na proporgédo de linfécitos T (CD3™), acimulo de linfocitos T apresentando
fendtipo ativado (CD45RO™) (Schindowski et al., 2002), diminuicdo de linfocitos TCD8"
tanto no sangue periférico quanto no bago, diminuicdo do numero de linfécitos B
(Franceschi et al., 1995; Crisi et al., 1998; Pawalec and Solana, 2001). Ocorre também
alteracdo no perfil de citocinas produzidos pelas células do sistema imune sendo observada
mudanca para a producdo de citocinas efetoras tais como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IFN-y
(Hobbs, 1993, 1994).

O envelhecimento é um processo que afeta 6rgdos linféides como o timo e medula
Ossea que sofrem alteracdes durante esse periodo. Ocorre, em individuos idosos, uma
atrofia timica caracterizada pela perda da sua regido cortical acarretando, desta maneira, a
perda de timdcitos imaturos (Takeota et al., 1996), a diminuicdo do espaco epitelial timico,
0 aumento do espaco perivascular timico (Flores et al., 1999) e, uma diminuicdo do tecido
hematopoético da medula 6ssea (Ogawa et al., 2000). A partir dos 20 anos de idade o
numero de células da linhagem macrofagica diminui e ap6s os 60 anos, ocorre uma reducéo
do percentual de linfocitos T CD4" e de linfcitos B (Ogawa et al., 2000).

A literatura também aponta uma forte associacdo entre senescéncia e resisténcia a
infeccbes por parasitos helminticos como Schistosoma sp. Foi demonstrado que a
prevaléncia e a intensidade de infeccdo, dada pela presenca e quantificacdo dos ovos nas
fezes ou urina dos individuos infectados, aumentam progressivamente com a idade
alcancando um pico maximo entre dez e vinte anos. Nas subsequientes décadas de vida,
tanto a prevaléncia quanto a intensidade de infec¢do diminuem progressivamente (Gryseels,
1994; Fulford et al., 1998; Ouma et al., 1998; Naus et al., 1999). A explicacdo para essa
variacdo epidemioldgica na esquistossomose ainda é controvertida. Alguns investigadores
consideram que essa diminuicéo reflete o desenvolvimento de uma imunidade adquirida no
individuo adulto (Butterworth et al., 1985). Outros acreditam que a diferenca observada
entre criancas, adultos e idosos na prevaléncia e na intensidade de infeccdo pode ser
atribuida a mudancas no comportamento, ou seja, uma redugdo nos niveis de exposi¢cdo dos
individuos mais velhos a aguas contaminadas (Dalton and Pole, 1978). Entretanto, ha

relatos mostrando um aumento na intensidade de infeccdo por S. mansoni em individuos
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idosos acima de 70 anos de idade moradores da area endémica de Melquiades MG.
(Bethony et al., 2001).

Para estudar a possibilidade da influéncia do envelhecimento na reatividade
imunolodgica durante o curso da esquistossomose, analisamos inicialmente o perfil total de
sintese de citocinas por populacdes de linfocitos T e suas subpopulacdes do sangue
periférico dos individuos portadores da infec¢do cronica pelo S. mansoni. Com relacdo a
sintese de IL-2 (figura 2), nossos resultados mostraram diferencas entre as 4 faixas etérias
no percentual de linfocitos T positivos para essa citocina nos individuos do grupo negativo.
Observamos um percentual maior de linfécitos T positivo para IL-2 nos individuos jovens
entre 10 e 24 anos. Essa citocina esta associada a proliferagdo celular e a capacidade de
proliferacdo declina progressivamente com o envelhecimento. As células de individuos
jovens de varias espécies animais possuem uma maior capacidade proliferativa do que as
células de individuos idosos (Gillis et al., 1981; Murasko et al., 1986; Whisler et al., 1996a
refs Whisler 1999). Com relagéo ao grupo infectado, observamos que a infecgéo foi capaz
de mudar o perfil de sintese de citocinas uma vez que os individuos infectados mais jovens,
entre 10 e 24 anos, e 0s mais idosos, entre 70 e 95 anos, apresentaram um aumento no
percentual dessas células quando comparados com individuos das faixas etarias
intermediarias, entre 25 e 49 anos e entre 50 e 69 anos de idade, embora 0 aumento
estatisticamente significativo tenha sido observado somente no grupo mais idoso. Esse
resultado sugere um aumento na capacidade proliferativa dos linfocitos T nos individuos
jovens infectados. Entretanto, em individuos idosos, onde as células T apresentam um
fendtipo preferencialmente ativado, a presenca de IL-2 pode resultar em apoptose, atuando
mais como um mecanismo imunomodulador do que um mecanismo de ativacdo celular.
Outra possibilidade seria que a infeccdo tem um papel fundamental na mudanca desse perfil
e o aumento no percentual de células IL-2* poderia estar associado ao aumento na
reatividade celular nesses individuos mais idosos (70 a 95 anos). Com relacdo a sintese de
IFN-vy (figura 3), a diminuicdo no percentual de linfécitos T positivos para essa citocina em
individuos infectados entre 25 a 49 anos poderia estar associada a uma susceptibilidade
maior a infeccdo pelo parasito. A producdo de IFN-y por linfécitos T CD4" tem sido
associada a imunidade adquirida em individuos adultos moradores de regides endémicas

para a infeccdo (Brito et al., 2000). Como, na nossa amostra, essa faixa etaria compreende
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os individuos que normalmente ja entraram em contato com o parasito, a frequéncia
reduzida de células positivas para essa citocina nos individuos infectados pode estar
relacionada exatamente a auséncia da imunidade adquirida e, portanto, de protecdo nesses
individuos. Por outro lado, essa diferenca pode resultar da estimulacdo, pelo parasito, de
células produtoras de outras citocinas inibidoras da producéo de IFN-y, tais como IL-4 e IL-
10, nos individuos infectados. Observamos que a infeccdo também contribuiu para o
aumento no percentual médio de células produtoras de IFN-y a partir dos 50 anos de idade
sugerindo que, nesses individuos, 0 aumento poderia estar relacionado ao envelhecimento,
ja que a producdo de citocinas efetoras estdo aumentadas durante o envelhecimento
(Hobbes, 1993, 1994).

Ao analisarmos o percentual médio de linfécitos positivos para IL-4 (figura 4)
observamos que a infec¢do induziu algumas alteracbes como, por exemplo, o aumento no
percentual médio dessas células em individuos a partir de 50 anos sugerindo que essa
alteracdo pode estar relacionada a ambos 0s processos: mecanismos patolégicos associados
a infeccdo e a senescéncia. Falcdo e colaboradores demonstraram que a IL-4 seria
importante para 0 aumento do granuloma in vitro (Falcdo et al., 1998). Novamente, o
processo de envelhecimento também contribui para o aumento de citocinas efetoras, como
IL-4 (Hobbes, 1993, 1994).

Ao analisarmos o percentual de células positivas para IL-10 (figura 5), observamos
que, independentemente da infec¢do, os individuos mais idosos (entre 70 e 95 anos)
apresentam uma frequéncia maior de linfécitos T positivos para essa citocina quando
comparado com o0s demais grupos. Esses dados sugerem que essa alteracdo estaria
associada ao processo de envelhecimento. Novamente observamos que a infeccdo foi capaz
de acentuar esse aumento nos individuos entre 70 e 95 anos quando 0s comparamos com 0
grupo negativo pertencente a mesma faixa etaria. Esse resultado nos sugere que o0 aumento
de IL-10 estaria associado ao processo de senescéncia, 0 que esta de acordo com dados da
literatura que mostram o aumento da producdo de IL-10 total produzida por células de
individuos idosos estimuladas em cultura (Castle et al., 1999). Por outro lado, o percentual
alto de 1L-10 encontrado nas diferentes faixas etarias do grupo infectado também esta de

acordo com dados anteriores do nosso laboratorio que evidenciam a produgdo aumentada
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de IL-10 em individuos cronicamente infectados que apresentam a forma clinica intestinal
(Corréa-Oliveira et al., 1998).

Com esses primeiros resultados, podemos fazer algumas observagdes. As duas mais
importantes seriam: a) 0 aumento no percentual de IL-10 nos individuos entre 70 e 95 anos
negativos para ovos no exame de fezes e infectados e b) o aumento de ambas as citocinas,
IL-2 e IL-10, em individuos infectados pertencente a mesma faixa etaria (figuras 2 e 5).
Com relacdo a IL-10, seu aumento poderia estar associado tanto a infeccdo ou ao
envelhecimento e, como ela esta associada a modulacéo da reacdo granulomatosa na fase
crénica da infeccdo, podemos sugerir que os individuos idosos entre 70 e 95 anos
provavelmente apresentariam uma capacidade reguladora maior que 0s jovens, uma vez que
eles apresentaram um percentual maior. Por outro lado, como o0 aumento na produgéo dessa
citocina € constitutivo nos idosos, o aumento da IL-10 pode também estar associado a
reducdo de processos inflamatorios importantes na protecdo anti-infecciosa.

No entanto, a0 mesmo tempo em que observamos 0 aumento de IL-10 nos mais
idosos infectados também observamos o aumento de IL-2 nesses individuos. Dois
mecanismos mediados pela IL-2 podem estar associados a isto: a) aumento da reatividade

celular ou b) apoptose celular.

Diante do exposto, fica evidente que o processo do envelhecimento pode influenciar
a resposta imune desenvolvida pelo individuo frente a uma infeccdo. Em nosso caso, esse
fato pode ser observado pelas diferencas no perfil de sintese de diferentes citocinas por
células de individuos infectados ou negativos consideradas importantes para a modulagdo

ou néo da infeccdo pelo S. mansoni.

Como verificamos algumas modificacbes com relacdo ao perfil imunoldgico
apresentadas por individuos negativos e infectados jovens, adultos e idosos, nosso interesse
foi verificar se essas alteracGes encontradas estariam refletidas em diferentes populacdes e
sub-populacbes de leucdcitos positivos para as citocinas intracelulares analisadas
anteriormente e, 0 mais importante, gostariamos de verificar qual a contribuicdo desses
diferentes tipos celulares para o perfil imunoldgico do individuo.

No que diz respeito a imunidade inata, curiosamente, ela é mais resistente as
alteracbes associadas ao envelhecimento e as células NK estdo especialmente bem

preservadas em individuos idosos sadios e com mais de 100 anos (Solana and Mariani,
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2000). Alguns trabalhos tém demonstrado um aumento associado ao envelhecimento de
células CD16"CD57  com uma alta capacidade citotoxica (Sansoni et al., 1993). Células
com esse fendtipo estdo aumentadas ndo somente na senescéncia, mas também em
situacOes clinicas de ativagdo cronica do sistema imune. Em individuos centenarios, ha um
aumento de células CD3"CD8" co-expressando receptores NK sendo que a maioria ¢ CD28
e possui telébmeros curtos, fato consistente com a hipotese de que essas células s&o
citotoxicas e passam pelo processo de senescéncia replicativa (Tarazona et al., 2000).

As células NK apresentam um papel importante na resposta imediata do organismo
frente a infecgbes. Mas 0 seu papel na esquistossomose ainda ndo é claro. Em animais
experimentais, como camundongos, 0 tratamento com anticorpos anti-NK1.1 foi capaz de
aumentar a fibrose hepatica e diminuir a producdo de IL-12 durante a fase cronica
sugerindo que as células T NK1.1 do figado podem apresentar um papel imunomodulador
nesse estagio da infeccdo (Asseman et al., 1996).

Nossos dados (figura 6) sdo coerentes com estudos anteriores que demonstraram
um aumento na frequéncia de células NK em individuos idosos (Alés-Martine et al., 1988;
Abo et al., 2000; Solana and Mariani, 2000). Observamos que individuos entre 70 e 95
anos de idade negativos ou infectados apresentaram um aumento no percentual de células
CD16 positivas para IFN-y no sangue periférico (figura 6), sendo que, em individuos
infectados, esse aumento foi observado também na faixa etéaria anterior, entre 50 a 69 anos
de idade. Esse aumento pode estar associado ao aumento, com o envelhecimento, da
subpopulacdo de células NK assim como da producéo de citocinas efetoras, como é o caso
de IFN-y.

N&o podemos esquecer também gue o envelhecimento é acompanhado de um estado
progressivo de ativacdo global do sistema imune e que essas células estdo associadas a
situacBes de ativacdo crbnica. Estudos anteriores mostraram que individuos normais de area
endémica apresentam um aumento na producdo de IFN-y, geralmente por linfocitos T
CD4", em relagdo aos individuos infectados apresentando as formas clinicas intestinal e
hepatoesplénica (Brito et al., 2000). O aumento na frequéncia de células NK IFN-y" sugere
um papel importante dessas células na resisténcia e protecdo a infeccdo e pode significar
um mecanismo compensatorio em individuos onde a funcdo de linfocitos T esta

comprometida.
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Ao adicionarmos as culturas de células dos dois grupos de individuos dois
importantes antigenos obtidos de diferentes formas evolutivas do parasito S. mansoni
(SEA) (figura 10A) e (SWAP) (figura 10B) percebemos que o estimulo com esses dois
antigenos desencadeou o aumento na frequéncia de células CD16"IFN-y" nos individuos
negativos com idade a partir de 50 e 24 anos respectivamente. Isto sugere uma contribuicao
das células NK na sintese de IFN-y que pode estar relacionada a auséncia de infeccdo
nesses individuos. (Seki et al., 2000).

Curiosamente, a adicao desses mesmos antigenos a cultura de células dos individuos
infectados de 70 a 95 anos induziu uma diminuicdo no percentual dessas células.
Aparentemente, nesses individuos, as células CD16"IFN-y" ja estariam muito ativadas in
vivo e, portanto, refratarias a estimulacdo (direta ou indireta) in vitro. A exposicdo aos
antigenos do parasito, jA presentes in vivo nesses individuos infectados, pode estar
induzindo apoptose dessas células. Isso poderia explicar a diminuicdo no seu percentual.
Outra explicacdo (ou talvez uma consequéncia) do nimero reduzido de células positivas
para IFN-y nesses individuos seria a diminui¢do na imunidade protetora nesses individuos.

CD16 é o receptor FcyRIl e estd expresso nas células NK, mas também em
macrofagos e linfdcitos T ativados. Como as células NK expressam uma concentracao alta
desse receptor, ele é freqiientemente utilizado como marcador de células NK embora a
presenca de CD56 seja um marcador mais especifico para essas células. Ndo utilizamos
esse marcador em nossas culturas devido a problemas técnicos uma vez que a utilizacéo do
anticorpo anti-CD56 FITC ndo marcou nenhuma célula. Mas, assumindo que a maior parte
das células CD16" nas nossas culturas é efetivamente células NK, resta saber se tais células
pertencem a populacdo de células NK CD3" ou a populacdo de linfécitos NKT. Essa
questdo levantada é de grande importancia para o desenvolvimento da resposta imune do
individuo, uma vez que as células NK e os macrdfagos apresentam um papel importante no
inicio da infeccdo sendo importantes na imunidade inata, pois sdo inespecificas. Ja as
células NKT produzem IL-4 e IFN-y ao serem ligadas por antigenos apresentados pela
molécula CD1 apresentando, dessa forma, alguma especificidade para a infecgéo.

Com relacdo aos linfocitos B, relatos na literatura mostram que a senescéncia esta
associada a alteragbes no compartimento dessas células como, por exemplo, no seu

processo de maturacdo (Klinman and Kline, 1997). Alguns pesquisadores, utilizando o
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modelo experimental murino, demonstraram que entre os 12 e 0os 24 meses de idade, ha
uma dramatica diminuicdo na geracdo de linfécitos pré-B. Utilizando-se de marcadores de
superficie celular, tais como B220, eles demonstraram que ocorre uma diminui¢do das
células pré B na medula Ossea entre 1 a 4 meses de idade. Esse efeito é ainda mais
acentuado em camundongos de 12 a 24 meses de idade, pois essa populacéo se encontra até
4 vezes menor em relagdo aos animais jovens (Stephan et al., 1996, Klinman and Kline,
1997).

Também se observam alteracbes nas atividades globais do sistema imune
caracterizadas pelo declinio na imunidade humoral sendo que animais experimentais e
humanos idosos apresentam uma reducdo na producédo de anticorpos especificos para novos
antigenos. Essa observacgdo foi feita pela primeira vez em 1932 por Paul e colaboradores
que relataram uma reducdo da resposta de anticorpos anti-eritrocitos de carneiro (SRBC)
em idosos quando comparados com jovens humanos (Paul and Bunnel, 1932).
Posteriormente, em 1968, outros pesquisadores também observaram o mesmo efeito na
resposta humoral em idosos. Robert e colaboradores relataram uma diminuic¢éo na producao
de imunoglobulinas anti-Salmonella flagelin ao mesmo tempo em que 0s anticorpos
especificos para DNA estavam aumentados (Roberts-Thomson, et al., 1968).

O papel dos linfocitos B na patologia de doencas parasitdrias como a
esquistossomose ndo € muito claro ainda. Em modelos experimentais foi observado que
camundongos deficientes em células B expostos ao parasito S. Mansoni desenvolvem uma
patologia tecidual aumentada (formacdo exacerbada do granuloma hepatico e fibrose)
durante a infeccdo aguda e, o mais importante, ndo sdo capazes de modular a doenca
durante o estadgio mais avancado da infeccdo (fase cronica) sugerindo que a modulacdo na
fase tardia da reacdo celular granulomatosa pode envolver a participacdo dessas células
(Jankovic et al., 1998).

Em nosso trabalho, também avaliamos a participacao e contribuicdo dos linfocitos
B para o perfil imunoldgico de individuos jovens, adultos e idosos infectados e negativos
para ovos no exame de fezes que moram em areas de transmissdo ativa para
esquistossomose (figura 7). Observamos um aumento no percentual de células CD197IL-
10" apenas nos individuos negativos adultos entre 24 e 49 anos de idade. Com a infecgéo,

notamos que individuos jovens entre 10 a 24 e 70 a 95 anos de idade apresentaram um
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aumento significativo no percentual dessas células. A participacdo dos linfécitos B na
sintese de IL-10 pode estar relacionada aos linfocitos B apresentando o fenétipo CD5", uma
vez que a expressdo da molécula CD5 marca uma sub-populacéo de linfécitos B, chamada
de B1, considerada a principal fonte de IL-10 (Velupillai et al., 1997). Os linfocitos B1 séo
responsaveis pela producdo da maioria dos anticorpos naturais polirreativos tais como
anticorpos anti-DNA e anti-idiotipicos em humanos e em animais (Roberts-Thomson et al.,
1968; Stall et al., 1996). Eles também se encontram expandidos em algumas doengas
autoimunes (Jarvis et al., 1992; Vernino et al., 1992). Durante a fase cronica da infeccdo
por S. Mansoni, o sistema imune do hospedeiro estd constantemente exposto a Varios
estimulos antigénicos que poderiam levar direta ou indiretamente a um estado de ativagdo
policlonal. Nos individuos infectados, os linfocitos B1, expandidos pela exposicdo aos
antigenos do parasito, poderiam estar contribuindo como uma possivel fonte de IL-10,
citocina capaz de inibir diretamente a diferenciacdo e proliferacdo de linfocitos Thl
(produtores de citocinas inflamatérias) (Fiorentino et al., 1991) e importante para a
modulacgéo da resposta granulomatosa (Falcéo et al., 1998). Os efeitos reguladores da 1L-10
estdo associados a reducdo da capacidade de apresentar antigenos por células
apresentadoras de antigenos (APC) pela inibicdo de moléculas co-estimuladoras
importantes para a ativagao celular (De Waal Malefyt et al., 1991; Willems et al., 1994). O
granuloma esquistossomdtico esta relacionado principalmente a uma reacdo de
hipersensibilidade mediada principalmente por linfécitos T. No entanto, ndo podemos
excluir a possibilidade da existéncia de mecanismos paralelos que determinariam a ativacdo
de B. Desse modo, a resposta imune granulomatosa poderia ser um somatorio de eventos
celulares e humorais. De fato, a producédo de IgE e 1gG4 especificas em pacientes e animais
infectados € uma evidencia dessa participacdo de linfécitos B no processo (Viana et al.,
1995; Van Dam, et al., 1996; Webster et al., 1997). Alguns autores, utilizando modelos
experimentais, demonstraram o aumento de células B1 em camundongos infectados com S.
mansoni que apresentavam diferentes niveis de susceptibilidade para a doenca (Velupilai et
al., 1997). Esses autores sugeriram que os linfocitos B1 CD5" seriam a principal fonte de
IL-10 produzida nesses animais. Ndo podemos dizer que a principal fonte de IL-10 nos
perfis apresentados pelos individuos infectados no nosso estudo seja apenas os linfécitos B

CD5" mas, de alguma maneira, eles poderiam estar contribuindo para a modulagio da
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resposta granulomatosa nos individuos infectados jovens e idosos. Especialmente nos
idosos (70 e 95 anos), esse aumento poderia estar associado a um efeito de sobreposicdo do
envelhecimento com a infecgdo. Alguns trabalhos na literatura tém demonstrado que o
envelhecimento esta associado ao aumento de células CD5*(LeMaout et al., 1999). Nio
podemos afirmar que o aumento de células CD19" IL-10" nos idosos seja devido somente
as células CD5" uma vez que ndo sabemos o seu fenotipo.

Os linfécitos CD19" de individuos negativos e infectados foram estimulados com o
antigeno SEA (figura 11A) ou SWAP (figura 11B) que sdo importantes antigenos obtidos
de diferentes formas evolutivas do parasito S. mansoni (SEA) e, teve o objetivo de avaliar a
influéncia desses antigenos no percentual das citocinas por diferentes populacdes de
leucdcitos. Um dos antigenos é proveniente de ovos do parasito (SEA) e é capaz de induzir
uma resposta predominantemente de tipo 2 ativando eventos inflamatérios mediados por
IL-4 e IL-5, bem como eventos imunomoduladores mediados por IL-10. O outro antigeno
utilizado foi obtido de vermes adultos (SWAP) sendo capaz de induzir uma resposta
predominantemente do tipo 1 com a producdo de IL-2 e IFN-y. Ao longo do processo
inflamatorio que caracteriza a esquistossomose, as células do sistema imune do hospedeiro
interagem, a0 mesmo tempo, com peptideos derivados das duas formas do parasito. A
estimulacdo com esses antigenos induziu uma diminuicdo no percentual de células
CD19°IL-10" em todas as faixas etarias. Pode ser que o estimulo com esses extratos de
antigenos do parasito produza uma ativacao policlonal em linfocitos B2 convencionais pela
ligacdo de receptores clonais ou ndo clonais (do tipo receptores Toll) e, ao ativar e expandir
esses linfocitos, o numero de linfécitos B1 positivos para IL-10 diminua proporcionalmente
na populacio geral de células CD16" em relagdo as células com outro tipo de atividade.
Outra explicagdo seria que essa subpopulacdo ndo seria importante como fonte de IL-10
nos individuos negativos de area endémica. Diferentemente dos individuos negativos, a
adicdo de SEA ou SWAP a cultura de células dos individuos infectados ndo induziu o
mesmo efeito. Observamos que o percentual de células CD19%IL-10" continuou alto,
principalmente a partir de 49 anos de idade para a cultura de celulas estimuladas com SEA
e a partir de 50 anos para o estimulo com SWAP. Uma hipotese plausivel para essa
estabilidade no percentual de IL-10 por células CD19" mesmo apds a estimulagio in vitro

seria exatamente a presenca de infeccdo nesses individuos. Em condices de ativagdo
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crénica, como no caso dos individuos infectados, a diferenciacdo e ativacdo de células
positivas para IL-10, sejam elas linfocitos T ou B, ja ocorreu in vivo e o estimulo in vitro
deve apenas manter esse padrdo de ativacdo. A frequéncia de células CD19*IL-10" nos
individuos infectados mais idosos (70 a 95 anos) diminuiu apds o estimulo com SEA ou
SWAP quando comparamos com a cultura ndo estimulada. Pode ser que essa sub-
populagéo néo seja tdo importante para a manutencdo dos efeitos moduladores da infec¢éo
nessa faixa etaria quanto parece ser na faixa etéria anterior.

Com relacdo a populacdo de linfécitos T, alguns trabalhos tém demonstrado uma
reducdo na proporc¢do de linfocitos T CD3*, CD4" e CD8", (Schindowski et al., 2002),
assim como um aumento na proporcdo de células T CD4" apresentando um fendtipo de
memdria associado ao envelhecimento. Além disso, também foi observado um aumento de
linfocitos T CD8'CD28 em individuos idosos apds estimulagdo in vitro (Pawalec and
Solana, 2001; Pawalec et al., 2001).

Ha vérios anos ja foi evidenciada alteracfes na atividade dos linfocitos T associadas
a senescéncia. Foi observado um declinio tanto na proliferacdo celular, atividade citotoxica
quanto no auxilio aos linfocitos B (Konen et al., 1973; Gottesman et al., 1981). O fenotipo
dessas células também esta alterado; existe uma maior proporc¢éo de linfocitos apresentando
o fendtipo ativado (CD45RO") em relagdo a proporgdo de células virgens (CD45RA’)
(Karanfilov et al., 1999). Além da presenca desses marcadores, os linfécitos T de
individuos idosos também secretam um padrdo de citocinas de células ativadas. Ocorre um
aumento na producdo de IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-10 (Daynes et al., 1990; Hobbes et al.,
1993, 1994). O predominio de linfécitos T efetores nos idosos poderia explicar o declinio
na capacidade do individuo em responder a novos desafios.

Como descrito anteriormente, a esquistossomose é caracterizada pela fase aguda
inflamat6ria acompanhada da fase cronica onde a resposta inflamatdria e os Vvarios
mecanismos moduladores desenvolvidos para atenuar essa inflamacdo estdo presentes. A
diminuigdo da resposta granulomatosa contra 0s ovos presentes no figado juntamente com a
mudanca no padréo de citocinas produzidas por populagdes distintas de células efetoras sdo
considerados fatores importantes para controlar os danos teciduais causados pelo parasito e
0 desenvolvimento de sub-populacbes de linfocitos T efetores capazes de produzir

diferentes citocinas podem ser considerados fundamentais na determinacdo da resposta
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imune contra a infeccdo. Trabalhos na literatura tém evidenciado, ao longo dos anos, que a
formagdo do granuloma é um evento dependente de células T. Um alto indice de morbidez
esta associado com a resposta proliferativa de linfocitos T in vitro para o antigeno do ovo
de S. mansoni (Fallon et al., 1998; Ottesen et al., 1978) e essa resposta pode sofrer
alteracdes durante o desenvolvimento da doenca. Foi demonstrado, por exemplo, que
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos na fase aguda
apresentam uma resposta proliferativa in vitro aumentada tanto para os antigenos do ovo
(SEA) quanto para os antigenos do verme adulto (SWAP). Ja a resposta para SEA de
PBMC de individuos na fase cronica apresentando a forma clinica intestinal se apresenta
significativamente reduzida (Corréa-Oliveira et al., 1998).

Uma série de estudos tem demonstrado que diferentes mecanismos podem estar
envolvidos na imunomodulacdo da reatividade granulomatosa da infecgdo por S. mansoni.
Dentre eles, o envolvimento de linfocitos T supressores capazes de inibir uma resposta
induzida por mitdgenos ou pelos antigenos SEA e SWAP do parasito (Colley et al., 1978;
Ellner et al., 1980). Elilner e colaboradores, por exemplo, demonstraram que o baco de
individuos apresentando a forma clinica hepatoesplénica, considerada a mais severa da
doenca, apresentava células capazes de suprimir a proliferacdo de células tanto do baco
quanto do sangue periférico. Outros estudos também tém abordado o papel de diferentes
citocinas produzidas por diferentes sub-populacdes de linfécitos T na evolucdo da
esquistossomose. Foi demonstrado, por exemplo, um desequilibrio na relagdo IL-4/IFN-y
em cultura estimulada de linfécitos de pacientes infectados crdnicos, com auséncia da
producdo de IFN-y em niveis detectaveis e elevacdo consideravel de IL-4 (Zwingenberger
et al., 1991). Mais recentemente foi demonstrado que a producdo de INF-y por linfécitos T
¢ importante na resposta imune protetora durante a infec¢do (Brito et al., 2000).

Com relacdo aos linfécitos T CD4", trabalhos na literatura tém demonstrado a
participacdo dessas células durante o desenvolvimento da esquistossomose. O estudo de
Martins-Filho e colaboradores mostra, por exemplo, uma relagcdo direta entre ativacdo de
células T CD4" e baixo padrdo de reatividade imunoldgica in vitro em individuos que
apresentavam a forma clinica intestinal da esquistossomose sugerindo que o0
estabelecimento da fase cronica intestinal poderia estar associado a uma diminui¢do de

células ativadas (Martins - Filho et al., 1997). Brito e colaboradores demonstraram que as



105

células T CD4" do sangue periférico de individuos normais endémicos eram as
responsaveis pela alta producéo de IFN-y e TNF-o ap0s estimulagdo in vitro, sugerindo que
esses linfocitos Th1l poderiam estar associados a resisténcia a infeccdo (Brito et al., 2000).
Em nossos resultados, também observamos uma forte contribuicdo de linfocitos T CD4*
para o perfil de resposta imune desenvolvido por individuos negativos e infectados
moradores de areas de infeccdo ativa para o S. mansoni (figura 8). Foi observado que
individuos negativos entre 70 e 95 anos de idade apresentaram um perfil de citocinas
distinto do perfil encontrado nos individuos jovens também negativos. Ocorre, com 0
envelhecimento, um aumento na frequéncia de linfocitos produtores de citocinas efetoras
como IL-4, IL-10 e IFN-y. Nossos dados estdo de acordo com outros relatos na literatura
que evidenciam alteracdes no perfil de citocinas semelhantes associadas ao envelhecimento
(Hobbes et al.,1993; Born et al., 1995; Sakata-Kaneko et al., 2000). A predominancia de
citocinas efetoras (secretadas tardiamente durante a ativacdo linfocitaria) pode ser
consequéncia de um aumento do estado geral de ativagdo do sistema imune na senescéncia.
O aumento no numero de linfécitos apresentando um fendtipo tipico de células
cronicamente ativadas, bem como o aumento de suas atividades efetoras, a diminuicéo de
células com fenotipo virgem e também a diminuicgdo de citocinas relacionadas a linfopoiese
tais como IL-2, IL-3 e GM-CSF sdo caracteristicas do sistema imune do idoso (Miller,
1996). O grupo de individuos idosos negativos, no nosso estudo, pode ser considerado
resistente a infeccdo por S. mansoni uma vez que eles estdo sempre em contato com areas
de transmiss&o ativa para a esquistossomose e nao apresentam ovos nas fezes.

Observamos que a infeccdo introduziu algumas alteragdes no perfil celular dos
individuos positivos. Por um lado, ocorre uma diminui¢do na proporcao de linfécitos T
CD4" IL-10" nos individuos mais idosos entre 70 e 95 anos de idade quando comparados
com os individuos negativos e, por outro lado, ha um aumento dréstico e surpreendente no
percentual de células T CD4"IL-2" nesses individuos. A 1L-2 é uma citocina fundamental
para a atividade dos linfécitos T como, por exemplo, a atividade proliferativa. Com relacéo
a IL-10, sabe-se que muitos mecanismos tém sido propostos para explicar a
imunomodulagdo observada em individuos infectados por S. mansoni, dentre eles o
envolvimento de citocinas imunomoduladoras como a IL-10 (Flores-Villanueva et al.,

1996;_Falcdo et al., 1998). Essa interleucina, produzida por diversas populagdes celulares,
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apresenta um importante papel anti-inflamatorio e imunossupressor em varias patologias. A
IL-10 inibe a ativacdo antigeno-especifica da proliferacdo de células T do sangue periférico
em humanos (Yessel et al., 1992) e é capaz de suprimir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-4 (De Waal et al., 1991). Em doencas parasitarias
como a esquistossomose, alguns autores demonstraram a importancia da IL-10 na
modulacéo da resposta inflamatoria e na fase crénica (Falcéo et al., 1998). A diminuicdo da
resposta de células Thl antigeno-especifica associada a supressdo da expressao de
moléculas do MHC de classe Il e moléculas co-estimuladoras (como B7 nas células
acessorias) estao relacionadas a producao de IL-10 (Groux et al., 1998).

Muitos estudos, ao longo dos anos, demonstraram que a presenca de células
reguladoras € um importante mecanismo para a inducdo de fenémenos imunoldgicos
considerados importantes para a homeostase do sistema imune tais como tolerancia
imunoldgica aos autocomponentes. Alguns autores, utilizando modelos experimentais,
demonstraram, por exemplo, a importancia de células emigrantes do timo na constante
manutencdo dessa homeostase em varios 6rgdos. Quando animais nude (atimicos) recebem
transplantes de timo de animais tratados com ciclosporina, um potente imunosupressor com
efeitos especificos em linfocitos T, eles desenvolveram doengas autoimunes o6rgao-
especificas tais como gastrite, ooforite, tireoidite. Também foi observado nesses animais
um aumento na producdo de anticorpos para varios autocomponentes, como por exemplo,
para células parietais gastricas (Sakaguchi et al., 1988). Outros experimentos demonstraram
que o timo esta envolvido na producdo continua de clones de linfécitos potencialmente
auto-reativos e de linfocitos supressores que, em condi¢des normais, seriam capazes de
controlar a auto-reatividade dos primeiros. Ou seja, a selecdo da populacdo de células
reguladoras parece ser um evento intratimico, embora a sua atuacdo ocorra na periferia
tanto no controle da auto-reatividade como no recrutamento de novas células para um
padréo regulador (Sakaguchi et al., 1985; Bouguniewicz et al., 1989; Coutinho et al 1993,
Qin et al., 1993; Bonomo et al., 1995). Recentemente, foi caracterizada a participagdo de
sub-populacdes de células T reguladoras de tipos variados, tais como CD4'CD25", Th3 e
Trl em processos inflamatdrios cronicos tais como doencas auto-imunes (Sakaguchi et al.,
1995; Thornton and Shevach,1998, 2000; Faria and Weiner, 1999). Uma parte dessas

células, como as células CD4'CD25", é de fato gerada no timo enquanto que outras sub-



107

populagdes reguladoras, como as células Trl e Th3, sdo induzidas na periferia. As células
T CD4"CD25" desempenham seu papel regulador via contato celular (Itoh et al., 1999)
enquanto que as células Trl e Th3 medeiam seu efeito através de citocinas como IL-10 e
TGF-f respectivamente (Groux et al., 1997; Faria and Weiner, 1999).

No nosso caso, podemos sugerir uma diminuicdo na capacidade imunomoduladora
por parte das células CD4"IL-10" nos individuos mais idosos infectados em relagdo aos
individuos negativos para o exame de fezes da mesma faixa etaria ja que a frequéncia
dessas células esta diminuida nesses individuos. E possivel que outras células reguladoras
também participem na modulacdo do processo inflamatorio na infeccdo pelo S. mansoni.
Recentemente alguns autores demonstraram que a modulacdo durante a infec¢cdo com o
helminto Onchocerciasis volvulus e mediada por células T que secretam IL-10 e TGF-
capazes de suprimir a resposta Th2 predominante nessa infec¢do (Doetze et al, 2000).

Ao estimularmos as células de ambos 0s grupos, negativos e infectados, com SEA
(figura 12A) ou SWAP (figura 12B) observamos que a adi¢éo desses antigenos as culturas
de células dos individuos negativos ndo produziu nenhum efeito adicional aqueles ja
observados na cultura sem estimulacdo sugerindo que as alteracBes ocorridas no perfil
celular desses individuos estdo associadas ao envelhecimento propriamente dito.

Ao mesmo tempo, observamos algumas alteragdes na estimulagédo com SEA (figura
12A) em individuos infectados sugerindo que estas estdo relacionadas a infeccdo pelo S.
mansoni. Interessantemente, a diminuicdo no percentual de IL-2 pelos linfocitos dos
individuos mais idosos (70-95 anos) apds a estimulacdo com SEA faz com que esses
individuos se aproximem, no percentual de células CD4"IL-2", dos individuos das demais
faixas etarias. A IL-2 estimula a proliferacdo de linfocitos T. Esse dado € interessante
porque provavelmente indica que o aumento no percentual de linfdcitos positivos para IL-2
nos idosos ndo se relaciona a antigenos importantes na infeccdo (ver adiante os dados
relativos a estimulagdo com SWAP também), mas é um efeito inespecifico provavelmente
relacionado a expansdo de células T que ocorre naturalmente no envelhecimento. A adicéo
de SEA as culturas de células diminuiu o percentual de linfocitos TCD4*IL-10" nos
individuos idosos (50-69 anos) infectados quando comparados com as células estimuladas

dos individuos negativos, sugerindo novamente uma participagdo menor das células CD4"
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em eventos potencialmente importantes em modular a reacdo inflamatdria nesses
individuos.

A estimulacdo das células com extrato de verme adulto (SWAP) afeta,
principalmente, o percentual de citocinas em individuos infectados idosos (figura 12B).
Houve uma diminuicdo no percentual de IL-10 e IL-2 nos mais idosos (70-95 anos) quando
comparadas com as culturas sem estimulo nessa mesma faixa etéria. Por outro lado, ocorre
um aumento no percentual de células T CD4" positivas para IL-4 nos individuos mais
idosos infectados (70-95 anos) quando comparado com a cultura controle e estimuladas
também estimuladas com SWAP em individuos da mesma faixa etaria.

Comparando os resultados de células B (CD19%) e T (CD4") (figuras 7 e 8
respectivamente), observamos que os individuos entre 70 e 95 anos negativos e infectados
apresentaram um perfil oposto em relacdo a sintese de IL-10. A presenca de infeccdo esta
associada a reducdo do percentual de células T CD4" e a um aumento, talvez
compensatorio, do percentual de linfocitos B CD19" nos sugerindo que embora o
envelhecimento apresente mudancas drasticas e marcantes, algumas atividades
imunolodgicas fundamentais tais como eventos imunomoduladores mediados por IL-10,
permanecem ainda que mediados por diferentes populacdes celulares. Provavelmente, na
auséncia desses eventos, individuos infectados nessa faixa etaria, seriam mais propensos ao
desenvolvimento de formas graves da doenca ao invés da forma intestinal.

Como discutimos anteriormente, a adicdo de SEA ou SWAP reduz o percentual de
IL-2 aos niveis apresentados nas demais faixas etarias sugerindo que seu aumento apds 0s
70 anos de idade ndo se relaciona a exposicdo a antigenos do parasito. As alteracdes
apresentadas pela adicdo de SEA ou SWAP nas culturas de células CD4" se concentraram
nos individuos idosos (acima de 70 anos). Como a estimulacdo com os antigenos utilizados
no nosso protocolo é de 5 horas, esses dados sugerem que as alteracGes na sintese de
citocinas devem ocorrer em células ja em ciclo atraves da ligacao de receptores ndo clonais.
Os idosos apresentam um percentual muito mais elevado de linfécitos T ativados que os
individuos jovens. O fato de ndo encontrarmos grandes alteraces no perfil de sintese de
citocinas apés o estimulo com dois importantes antigenos obtidos de formas evolutivas

distintas em células que ja entraram em contato com esses antigenos in vivo sugere que 0
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tempo de estimulacdo nao foi suficiente ou que as alteragdes encontradas estdo associadas
ao envelhecimento.

Ao analisarmos o perfil de sintese de citocinas por linfocitos TCD8" em individuos
negativos e infectados (figura 9), observamos algumas diferencas importantes entre as
faixas etarias. O grupo de individuos negativos apresenta um padrdo de resposta imune do
tipo TcO tanto nos individuos jovens (10-24 anos) quanto nos individuos mais idosos (70-
95 anos) representado por um percentual elevado de linfocitos T CD8*IL-2, IL-4" e IL-
10", Nos individuos jovens (entre 10 e 24 anos), esse percentual € muito maior sugerindo
que ha uma grande contribuicdo dessa subpopulacdo para o perfil de citocinas desses
individuos. O aumento dessas trés citocinas indica que existe uma intensa ativagdo celular
com a presenca de citocinas extremamente inflamatérias (IL-4) e moduladoras (IL-10) nos
individuos jovens, a qual ndo foi observada nos individuos mais idosos (70-95 anos)
embora o perfil tenha sido semelhante nas duas faixas etarias (Tc0). Nossos resultados
sugerem que o aumento de células ativadas no envelhecimento com o aumento de citocinas
efetoras demonstrado ocorre principalmente dos linfocitos T CD4" e menos dos linfocitos T
CD8", nesses individuos.

Por outro lado, a infeccdo desencadeou algumas mudancas no perfil de sintese de
citocinas por linfocitos T CD8". Com relacdo a IFN-y, observamos que a infecgdo induziu
um ligeiro aumento no percentual de células produtoras dessa citocina e uma acentuada
reducdo na frequéncia de células produtoras de IL-4 nos individuos infectados jovens (10-
24 anos) quando comparados ao percentual dos individuos jovens negativos pertencentes a
mesma faixa etaria. Como o S. mansoni é um parasito extra-celular, ndo esperariamos uma
forte contribuicdo dessa sub-populacdo para o padréo de resposta imune, mesmo nos jovens
onde provavelmente elas estdo mais ativas. No entanto, a ativagdo dos linfocitos T CD8"
pode ser devida a uma ativacdo bystander induzida por citocinas provenientes de outras
células. Como os linfocitos T CD8" necessitam de linfocitos T CD4" para sua ativagéo,
células apresentadoras de antigenos podem estar ativando linfocitos T CD4" e CD8"
concomitantemente. Pode estar ocorrendo ainda uma apresentacdo cruzada de antigenos do
parasito em produtos de classe | do MHC de células dendriticas, por exemplo. Varios
trabalhos apontam para esses dois mecanismos como importantes na ativacdo de linfocitos

T CD8" (Jung et al., 2002). Outra possibilidade que nos parece mais provavel pelo tempo
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de estimulacdo utilizado (5 horas) seria que a ativacao desses linfocitos ocorreria via a
ligacdo de receptores ndo clonais (do tipo Toll-like receptors - TLR, por exemplo) num
evento que dispensaria 0 processamento e a apresentacao de antigenos.

Os linfécitos T supressores sdo considerados um mecanismo importante na
modulacéo da resposta ao S. mansoni (Ellner et al., 1980; Doughty et al., 1987). Doughty e
colaboradores demonstraram, no modelo de formagéo de granuloma in vitro utilizando
pérolas de poliacrilamida conjugadas a SEA, que a remocdo dos linfocitos T CD8" da
populacdo de células mononucleares do sangue periférico de individuos infectados
apresentando a forma crénico-intestinal, resultava em um granuloma aumentado (Doughty
et al., 1987). Esses dados sugerem um papel para os linfocitos T CD8" na modulacéo da
reacdo inflamatoéria granulomatosa induzida pelos antigenos do ovo do parasito. Nesse
sentido, o resultado que nos chamou mais a atencdo foi o percentual elevado de células
CD8'IL-10" em individuos infectados entre 70 e 95 anos de idade. Assim, podemos
explicar porque, nesses individuos, o percentual total de células positivas para IL-10 é mais
alto que aquele apresentado pelos individuos negativos pertencente a mesma faixa etéria
(figura 5) apesar da queda na frequéncia das células CD4'IL-10". Aparentemente, o
percentual de IL-10 esta preservado nos individuos infectados idosos por outras populacGes
de linfécitos, os linfocitos CD19" (figura 7) e os CD8" (figura 9). Assim, 0 aumento dos
linfocitos CD19°IL-10" e CD8'IL-10" nos idosos sugere a existéncia de um possivel
mecanismo regulador compensatério relacionado ao envelhecimento importante para a
modulacdo da fase cronica da doenca.

A adicdo de SEA (figura 13A) ou SWAP (figura 13B) as culturas de células CD8"
desencadeou algumas alteracBes. A estimulacdo das células dos individuos jovens (10-24
anos) negativos com SEA induziu uma diminuicdo no percentual de células positivas para
IL-4 e IFN-y. Com a infeccdo, SEA induziu um drastico aumento na sintese de IL-4, uma
diminuicdo na sintese de IFN-y nos jovens (10-24 anos) e de IL-10 nos mais idosos (70-95
anos) embora tanto os individuos negativos quanto os infectados tenham apresentado
maiores percentuais de células positivas para IL-4, 1L-10 e IFN-y. O aumento de IL-4 e a
reducdo de IFN—y com a adicdo de SEA na cultura de células dos individuos infectados
jovens (10-24 anos) podem ser correlacionados com a patogenia da infeccdo onde a IL-4

tem um papel importante na manutencdo da reatividade celular na fase cronica da doenca
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(Falcdo et al., 1998) e o IFN-y estd mais relacionado a resisténcia e protecdo (Correa-
Oliveira et al., 1998; Brito et al., 2000). Isto também confirma dados da literatura com
relacdo a tendéncia desse antigeno a estimular a produc¢éo de citocinas do tipo 2. O fato dos
individuos negativos apresentarem um percentual de células positivas para IL-4 bem menor
do que o percentual apresentado pelos individuos infectados poderia estar, em parte,
relacionado a auséncia de infeccdo nos primeiros ainda que eles estejam em contato
continuo com &guas contaminadas. E interessante notar que a estimulagio com esse
antigeno, capaz de induzir a producédo de citocinas do tipo 2, inibiu a sintese de I1L-10 por
linfocitos T CD8" nos individuos mais idosos (70-95 anos). Apos a estimulacio com SEA,
a frequéncia de células CD8"IL-10" retorna a um nivel semelhante aquele apresentado por
individuos negativos.

A adicdo de SWAP a cultura de células CD8" (figura 13B) produziu efeitos muito
semelhantes aqueles observados ap6s a estimulacdo com SEA em ambos os grupos de
individuos. Observamos a diminuicdo de IL-4 e IFN-y no grupo negativo jovem (10-24
anos) e o aumento de IL-4 e diminuigdo de IFN-y no grupo infectado da mesma faixa etaria.
Seria de se esperar que esse antigeno (capaz de estimular citocinas do tipo 1) estimulasse a
sintese de IFN-y e IL-2. Mas s6 observamos o aumento dessa Gltima nos individuos mais
idosos (70-95 anos). Como as células dos individuos idosos estdo naturalmente mais
ativadas, a IL-2 poderia induzir tanto um aumento na proliferacdo dos linfocitos T quanto
um processo de apoptose.

SEA e SWAP sdo antigenos sollveis que provavelmente sdo apresentados no
contexto do MHC de classe II. E interessante notar que esses antigenos sio capazes de
induzir alteragBes na producéo de citocinas por células CD8", normalmente estimuladas por
antigenos apresentados no contexto de moléculas do MHC I. No entanto, como as
alteracOes apresentadas pelos dois antigenos sdo muito semelhantes, elas podem ser devido
a um mecanismo indireto mediado pelas células CD4" presentes na mesma cultura
possivelmente através da sua producdo de citocinas, como ja discutido anteriormente. Por
outro lado, como ja mencionado, pode ser que a estimulacgdo in vitro com SEA por apenas 5
horas esteja ativando as células CD8" através de outros receptores tipicos da imunidade
inata (tais como TLR) e que este tipo de estimulagdo seja inadequado para desencadear a

producdo de IL-10.
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Ap0s a analise dos nossos resultados, principalmente com relacdo aos linfocitos T
CD4" e CD8', um aspecto importante nos chamou a atencdo. As células T CD4"
apresentaram variagcGes mais acentuadas na populacéo de individuos idosos, entre 70 e 95
anos enquanto que, nos linfocitos T CD8", as principais alteracdes foram encontradas na
populacéo de individuos mais jovens, entre 10-24 anos. Para estudar melhor a contribuicdo
dos linfécitos T CD4" e CD8" para o perfil de sintese de citocinas de individuos dessas
duas faixas etarias extremas, separarmos os individuos negativos e positivos em apenas
dois grupos: a) para estudar o padrdo das células CD4", comparamos um grupo dos idosos
(70-95 anos) com os individuos entre 10 a 69 anos agregados em um Unico grupo (figura
14); b) para estudar o padrdo das células CD8", comparamos os jovens (10-24 anos) com 0s
individuos entre 25 a 95 anos separados em um outro grande grupo (figuras 15 e 16).

Essa separacdo nos permitiu observar algumas alteracdes importantes no percentual
de citocinas por linfécitos T relacionadas com as duas faixas etarias examinadas.

Em primeiro lugar, a frequéncia de células CD4" positivas para 1L-10 e IFN-y sofre
um aumento significativo e brusco em individuos muito idosos (70-95 anos) negativos
sugerindo que esse periodo do envelhecimento é critico para o percentual das citocinas
examinadas. A presencga de modifica¢des tdo dramaticas em individuos acima de 70 anos é
bastante curiosa. Dados na literatura mostram que a senescéncia é acompanhada de
mudancas progressivas no sistema endocrino (Roshan et al., 1999) e que essas alteracdes
encontradas podem influenciar as atividades do sistema imune durante o envelhecimento.
Alteragdes importantes no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) de individuos idosos,
por exemplo, foram relatadas em varios estudos. A diminui¢do, com o envelhecimento, dos
horménios androstenediona (ASD) e, principalmente, dehidroepiandraosterona (DHEA)
(Parker et al., 2000; Martinez-Taboada, et al., 2002) tém um efeito modulador no sistema
imune (Daynes et al., 1993; Khorram et al., 1997; Sollerte et al., 1999). O tratamento com
DHEA, por exemplo, é capaz de induzir o aumento de linfocitos T e de células NK
expressando marcadores de ativacdo tais como CD25 e CD56 respectivamente bem como
de acentuar a citotoxidade das ceélulas NK em individuos idosos (Khorram et al., 1997).
Além disso, dados na literatura mostram que camundongos que recebem esse mesmo
horménio por via oral voltam a produzir citocinas em niveis semelhantes aqueles

produzidos na idade jovem (Daynes et al., 1993). E possivel que altera¢des hormonais
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tipicas do envelhecimento estejam envolvidas nas diferencas que observamos no percentual
de citocinas nos individuos idosos negativos. Para confirmar essa hipotese, seria importante
analisar os niveis de hormonios tais como DHEA ou somatostatina sabidamente
importantes para a atividade imunoldgica. Por outro lado, as mudancas no padrdo das
citocinas ocorreram numa faixa etaria bastante tardia (acima de 70 anos) e de forma subita
enquanto que as mudancgas associadas ao sistema endocrino sdo graduais e continuas. Uma
excecdo notdvel a progressividade das alteracbes hormonais relacionadas ao
envelhecimento seriam as mulheres, mas numa faixa etaria bem anterior que corresponde
ao climatério e a menopausa (Lamberts et al., 1997). Uma explicacdo provavel para as
alteraces tardias e subitas observadas nos individuos do nosso estudo seria um efeito que
poderiamos nomear de ultrapassagem do “limite de compensagdo”. Pode ser que mudangas
em menor escala acontecam progressivamente durante a vida adulta até a senescéncia. No
entanto, mecanismos variados de compensacdo muito comuns no sistema imune (citocinas
pleiotrépicas, por exemplo) sejam capazes de manter a homeostase na producdo das
citocinas mais importantes durante um periodo longo da vida. No entanto, com o avangar
da idade e o acumulo de alteracdes, o sistema atingiria um limite no qual os mecanismos de
compensacdo ndo seriam mais capazes de manter o padrdo anterior. Assim, o efeito
repentino que observamos nos individuos acima de 70 anos, ao invés do esperado efeito
progressivo linear, seria um reflexo desse “limite de compensac¢do” ultrapassado. Em
segundo lugar, nos individuos infectados, ndo observamos 0 mesmo aumento na populacéo
de linfocitos T CD4'IFN-y". Apenas as células CD4" IL-10", IL-4" e IL-2" estdo
aumentadas. Sabe-se que IFN-y € uma citocina na resisténcia e protecdo frente a infeccdo
por S. mansoni e que as células T CD4" seriam as principais envolvidas no processo em
individuos adultos. O fato da frequéncia das células CD4" positivas para IFN-y encontrar-se
diminuida nos individuos infectados entre 70-95 anos € compativel com essas observacgdes
ja relatadas. Examinando as mudancas no perfil de citocinas nos individuos negativos e
infectados durante o envelhecimento (Figura 19) observamos claramente que os individuos
negativos apresentam um perfil do tipo ThO com percentual aumentado de IFN-y e IL-4 e
também com aumento da citocina IL-10. Os individuos infectados, no entanto, apresentam
um perfil Th2 com baixa frequéncia de células CD4" IFN-y" e frequéncia aumentada de

células 1L-4". Além disto, mostramos anteriormente que os individuos infectados também
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apresentam frequéncias mais baixas de células CD16" IFN-y" ap6s estimulagdo in vitro com
antigenos do parasito. Novamente, esse perfil dos individuos infectados pode ser uma
consequéncia da infec¢do e ndo se relacionar com a susceptibilidade desses individuos a
ela. Para estabelecer uma ligagio conclusiva entre a presenca de células T CD4" e células
NK positivas para IFN-y e a resisténcia a infec¢do por S. mansoni em idosos residentes de
areas endémicas, um estudo longitudinal é necessario. No entanto, nossos dados nesse
estudo transversal apontam para essa hipétese.

Com relagdo aos linfocitos T CD8", observamos uma forte contribuicdo desses
linfocitos no percentual de citocinas em individuos negativos e infectados na faixa etaria
entre 10-24 anos. Observamos uma frequéncia alta de células CD8" positivas para IL-4, IL-
10 e IFN-y nesses individuos e uma queda brusca nessa frequéncia a partir dos 25 anos de
idade. O percentual dessas células se mantém estavelmente baixo até os 95 anos (figuras
15 e 16). Esses dados estdo de acordo com dados da literatura que mostram uma diminuicao
na proporcdo de células T CD8" durante o envelhecimento (Fagnoni et al., 2000;
Schindowski et al., 2001). A idade jovem é normalmente a época em que os individuos de
areas endémicas adquirem a infec¢do por S. mansoni e podemos notar algumas diferencas
importantes no grupo de individuos infectados quando comparados com os do grupo
negativo. Ocorre, com a infec¢do, uma reducdo significativa na expressao de IL-4 por
células CD8" . Nossos dados sugerem que a alta expressdo de IL-4 por células CD8" nos
jovens esta associada a auséncia de infec¢do. A exposicao in vitro a ambos os antigenos do
parasito aumenta a frequéncia de células positivas para IL-4. O estimulo com SEA ¢
particularmente eficiente no aumento da expressao de IL-4 por linfocitos CD8*. Uma alta
frequéncia de células CD8" IFN-y" é observada em todos os individuos jovens (entre 10-24
anos) do nosso estudo, independente da presenca ou ndo de infec¢do. No proximo grupo
etario (25-49 anos) ocorre uma diminuicdo drastica dessa frequéncia nos individuos
infectados mas ndo nos individuos negativos sugerindo que IFN-y também pode ser uma
citocina relevante nesse grupo para a protecdo. Novamente, como o tempo de cultura, é
muito curto, é possivel que a estimulagdo dessas células ocorra por receptores ndo clonais
do tipo envolvidos na imunidade inata. E possivel que citocinas do tipo 1, como IFN-y e
TNF-o, e anticorpos da classe IgE estejam envolvidos na protecdo anti-infecciosa nesse

periodo da vida. Alguns autores sugerem um papel protetor para a IgE em modelos
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experimentais de infeccdo por S. mansoni (King et al, 1997; Cutts and Wilson, 1997) e na
esquistossomose humana (van der Kleij et al, 1999). A IL-4 € uma citocina crucial para a
producdo de IgE em humanos e camundongos (Delphin and Stavnever, 1995) e alguns
estudos apontam uma relacao entre a producéo elevada de IL-4 e a protecdo a infeccao por
S. mansoni em humanos (Couissinier et al., 1995). Outros ndo encontraram nenhuma
correlacdo entre a producdo de IgE especifica e resisténcia a infeccdo (Webster et al, 1997).
Por outro lado, a producédo de IFN-y e TNF-o por células T tem sido implicada na protecdo
contra a re-infecgdo por S. mansoni em humanos (Brito et al, 2000).

A IL-10 é uma citocina que foi classificada como citocina do tipo Th2 porque ela é
produzida por células T CD4". Entretanto, diferentemente da IL-4 e IL-5 que so citocinas
Th2 tipicas e tem propriedades inflamatdrias sendo importantes, por exemplo, na sintese de
IgE e nas inflamacbes eosinofilicas (Akdis et al., 2003), a IL-10 é a principal citocina
reguladora em muitas condicdes inflamatdrias tais como a colite e varias doencas
autoimunes (Faria and Weiner, 1999). IL-10 estd também envolvida em mecanismos
imunomoduladores observados na esquistossomose cronica (Malaquias et al., 1997).
Assim, como essa citocina tem um importante papel na imunomodulacdo e esta
particularmente aumentada na senescéncia, analisamos separadamente a contribuicdo de
células T CD4" e CD8" na producio de IL-10 em individuos agrupados em trés grupos de
idade: jovem (10-24 anos), idade intermediaria (25-69 anos) e idosos (70-95 anos) (figura
17). Interessantemente, n6s observamos um nitido aumento na sintese de I1L-10 por celulas
T de individuos jovens e idosos em ambos 0s grupos, negativos e infectados. Observamos
que, embora a sintese de outras citocinas, tais como IFN-y e IL-4, por linfocitos T em
individuos jovens e idosos estejam alteradas com a infeccdo, a sintese de IL-10 esta muito
bem preservada nas idades extremas em ambos os grupos de individuos, negativos e
infectados. Curiosamente, a fonte da producdo de IL-10 é a principal alteracdo nos
individuos mais idosos. Enquanto que nos individuos idosos negativos a principal fonte séo
os linfocitos TCD4", nos individuos infectados os principais responsaveis pela produgio
aumentada de 1L-10 s&o os linfocitos CD8" e CD19".

Também avaliamos a contribuicdo de células T CD4" e CD8" para a producio de
IL-2 nas diferentes faixas etarias (figura 18), uma vez que essa citocina estaria associada a

proliferacdo celular. Observamos que os individuos mais idosos negativos apresentaram
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uma diminuicdo no percentual de células positivas para IL-2 enquanto que os individuos
idosos infectados apresentaram um aumento no percentual dessas células. A fonte
importante para o percentual dessa citocina foi a mesma: linfocitos T CD4". Esse resultado
sugere a possivel existéncia de um processo apoptotico, uma vez que ja foi evidenciado que
linfécitos do sangue periférico de individuos idosos apresentaram um percentual de células
apoptdticas mais acentuado quando comparado com o percentual de células de individuos
jovens e que, linfocitos T virgens CD3"CD45RO™ estimulados com phytohemagglutinin
(PHA) sdo mais sensiveis a apoptose quando comparado com as células T de memoria
CD3'CD45R0O" em cultura de seis dias (morte celular induzida pela ativagdo - AICD).
Além disso, esse processo apoptdtico também é acompanhado pela expressao aumentada da
molécula Fas (CD95) nos linfdcitos ativados (Mountz et al., 1997; Potestio et al., 1998).
Outra explicacdo para os resultados encontrados seria um possivel aumento da reatividade
celular nessa faixa etaria. Uma analise mais detalhada desses dois processos seria
necessaria para correlacionar os efeitos do aumento na frequéncia de células CD4" 1L-2°
nos individuos idosos infectados.

Nossos resultados indicam que o envelhecimento tem um forte efeito no percentual
de citocinas e na imunidade a infeccdo pelo S. mansoni. As alteracdes mais significativas na
frequéncia de células positivas das citocinas analisadas ocorrem em individuos jovens
(entre 10-24 anos) e, com relagdo ao processo do envelhecimento, nos individuos mais
idosos (entre 70 a 95 anos). E interessante notar que a presenca da infeccdo estd
relacionada, com relagio aos linfécitos T CD4", a um padrdo predominantemente do tipo
Th2 nesses individuos idosos em oposi¢do ao padrdo ThO apresentado pelos individuos
negativos. Uma contribuicdo importante para a resisténcia a infeccdo, nos individuos
idosos, parece ser a producdo de INF-y por células NK ja que observamos uma diferenca
marcante nas culturas estimuladas por antigenos do parasito na frequéncia de células
CD16" IFN-y" entre individuos negativos e infectados acima de 70 anos de idade.
Diferentemente dos idosos, nos individuos jovens, ambas as citocinas IL-4 e IFN-y, estdo
relacionadas a auséncia de infeccdo. Nos mais idosos, o percentual total de IL-10 esta
aumentado. Interessantemente, embora a frequéncia de células CD4" IL-10" nos individuos
infectados seja mais baixa que nos individuos negativos, esses primeiros preservam a

producdo de 1L-10 sendo que a fonte principal dessa citocina passa a ser células CD8" e
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CD19". Provavelmente essa manutencdo, na presenca da infecgdo, estd diretamente
relacionada a inducdo de mecanismos imunomoduladores tipicos da fase cronica da
infeccdo (Figura 19).

Obviamente, todas as nossas especulacdes com relacdo a resisténcia a infeccdo se
baseiam na comparacdo entre perfis de individuos negativos para ovos de S. mansoni no
exame de fezes e individuos infectados. Os dados do estudo longitudinal com esses
individuos, j& realizado, mas cujos resultados ndo foram analisados ainda, serdo

fundamentais para confirmacéo das hipdteses levantadas no presente trabalho.
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6. Conclusodes

- As alteracfes marcantes no perfil de sintese de citocinas sdo observadas tanto antes
como apds a estimulacdo antigeno-especifica em individuos negativos e infectados acima de
70 anos moradores de area endémica demarcando essa faixa etaria como especialmente

afetada no processo de envelhecimento;

- O aumento de linfocitos T positivos para IL-2 e IL-4 em individuos idosos
infectados, acima de 70 anos, poderia estar associado a uma diminuicdo na regulacdo por
células CD4 positivas para IL-10, uma vez que eles estdo associados a proliferacdo celular e

patogenia da doenca;

- Nos individuos idosos (acima de 70 anos) infectados, a frequéncia de células
CD8'IL-10" esta aumentada e este aumento é concomitante com a diminuigdo na frequéncia
de células CD4"IL-10" nessa mesma faixa etaria. Esses dados sugerem que, em individuos
infectados, processos de compensacdo atuam na preservacdo dos mecanismos reguladores

tipicos da fase cronica da infeccdo;

- As células CD8+ sdo significativamente mais ativas em individuos jovens (10-24

anos) independente da infeccéo;

- A diminuic&o no percentual de CD4IL-10", CD19" IL-10" e CD16'IFN-g* nos
individuos idosos entre 70 e 95 anos ap6s o estimulo com antigenos do S. mansoni sugere
uma possivel diminuicdo de mecanismos moduladores bem como da imunidade protetora

referentes a infeccdo, nessa faixa etéria;

- O entendimento das alteragdes imunoldgicas nessa populagdo (acima de 70 anos)
tem consequéncias importantes ndo s para a pesquisa basica e clinica como para os estudos

epidemioldgicos relacionados & dindmica de transmissdo da doenga em &reas endémicas.
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