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RESUMO

A morbidade da esquistossomose cronica tem sido associada a intensidade da reacéo
celular induzida por antigenos liberados pelos ovos do parasito que ficam retidos nos
tecidos do hospedeiro, especialmente no figado e intestino. A formacdo do granuloma
depende da inducdo da resposta Th2, que participa na eliminacdo dos ovos, na
remodelagdo dos tecidos lesados e na contencdo da acdo lesiva dos antigenos do
parasito aos tecidos do hospedeiro, mas também pode gerar fibrose e contribuir para
evolugéo dos casos graves da doenca. Tem sido demonstrado que a citocina I1L-33,
produzida por células endoteliais, epiteliais e fibroblastos durante a resposta imune
inata, estimula a producdo precoce de IL-13 e IL-5, auxiliando a diferenciacdo da
resposta Th2, além de intensificar a formacédo de fibrose e a infiltracdo de neutrofilos.
Entretanto, a participacdo da ativacdo da via IL-33/ST2 na evolugédo da esquistossomose
intestinal ndo foi descrita até 0 momento e constitui o0 objetivo deste estudo. Para isso
utilizamos camundongos Balb/c ndo deficientes e Balb/c geneticamente deficientes na
expressdo do receptor de IL-33, denominado ST2 (ST27). Os animais foram infectados
subcutaneamente com S. mansoni e comparativamente examinados por 14 semanas para
avaliar taxa de mortalidade, carga parasitaria, alteracfes imunologicas e a morbidade
(lesBes intestinais, peso corporal, parametros hematologicos e nutricionais).Os dados
indicam que camundongos ST2”" infectados por S. mansoni apresentaram aumento da
taxa de mortalidade comparado aos WT. A esquistossomose mais grave nao foi
associada a carga parasitaria ou translocacdo bactéria e sepse. Em ambos 0s grupos
experimentais a esquistossomose também induziu anemia, especialmente na fase aguda.
Entretanto, na auséncia do receptor ST2, camundongos com esquistossomose aguda
apresentaram reducdo do numero de plaquetas e ndo foi observado aumento de
leucdcitos circulantes. No intestino, a auséncia da ativacdo da via 1L-33/ST2 resultou
em aumento da retencdo de ovos do parasito e reducéo significativa da concentracdo de
citocinas IL-17 e Th2, e, consequentemente, menor infiltracdo de neutrofilos e
eosinofilos nos granulomas de fase aguda. Esta alteracdo inicial resultou em
granulomas intestinais de fase crénica com intenso infiltrado celular, menor atividade de
arginase-1 e desorganizacdo da deposicdo de matriz extracelular, que sugere uma
diferenciacdo inadequada de macréfago alternativamente ativado. Camundongos ST27
infectados também mostraram maior frequéncia de sangue oculto nas fezes e perda
brusca de peso. Os dados sugerem que a ativacdo da via IL-33/ST2 participa da
ativacdo da resposta Th2 induzida pela deposicdo de ovos de S. mansoni e auxilia nos
mecanismos de modulacdo do granuloma e remodelacdo tecidual, que sdo importantes
para protecdo da mucosa intestinal e reducdo da morbidade durante a infeccdo por S.
mansoni.

Palavras chave: receptor ST2; Schistosoma mansoni; resposta imune; lesdo intestinal.



ABSTRACT

The morbidity of chronic schistosomiasis has been linked to the intensity of cellular
response induced by the antigens released by the parasite eggs which are retained in
host tissues, especially the liver and intestine. The granuloma formation depends on the
induction of Th2 response, which participates in the elimination of eggs in remodeling
of damaged tissues and containment of harmful action from parasite antigens to host
tissues, but can also cause fibrosis and contribute to development the severe form of the
disease. It has been shown that I1L-33 cytokine, produced by endothelial cells, epithelial
cells and fibroblasts during the innate immune response, stimulates the early production
of IL-13 and IL-5, supporting the differentiation of Th2 response, and enhance the
formation of fibrosis and infiltration of neutrophils. However, the participation of the
activation of the IL-33 / ST2 in the evolution of intestinal schistosomiasis has not been
reported to date and is the goal of this study. For this we used non-disabled Balb/c mice
WT and a Balb/ c strain genetically deficient in expression of the receptor I1L-33, called
ST2 (ST2™). The animals were infected subcutaneously with S. mansoni cercariae and
comparatively examined for 14 weeks to evaluate mortality, parasite load,
immunological changes and morbidity (intestinal lesions, body weight, hematological
and nutritional parameters). The data indicate that ST2”7" mice infected with S. mansoni
showed increased mortality rate compared to WT. The most severe form of
schistosomiasis was not associated with parasitic load or bacteria translocation and
sepsis. In both experimental groups schistosomiasis also induced anemia, especially in
the acute phase. However, in the absence of ST2 receptor, mice with acute
schistosomiasis decreased the number of platelets and was not observed increase in
circulating leukocytes. In the intestine, the absence of activation of the IL-33/ST2
resulted in increase in the retention of parasite eggs and a significant reduction of the
concentration of IL-17 and Th2 cytokines, and therefore less infiltration of neutrophils
and eosinophils in the acute phase of granulomas. This initial change resulted in
intestinal chronic granulomas with intense cellular infiltrate, lower arginase-1 activity
and disorganization of extracellular matrix deposition, which suggest an inadequate
differentiation in alternatively activated macrophages. ST2” infected mice also showed
higher frequency of occult blood in the stool and sudden weight loss. The data suggest
that the activation of the 1L-33 / ST2 participates in the activation of the Th2 response
induced by deposition of S. mansoni eggs and assists the mechanisms of granuloma
modulation and tissue remodeling that are important for intestinal mucosal protection
and reduction of morbidity during infection with S. mansoni.

Key words: ST2 receptor; Schistosoma mansoni; immune response; intestinal injury.
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1. ASPECTOS GERAIS

A esquistossomose foi descrita pela primeira vez por Theodor Bilharz no Egito
em 1851 e desde entdo permanece uma das doencas parasitarias mais estudadas (Amaral
et al. 2006). E uma helmintose cronica e debilitante, endémica em 78 paises localizados
em regides tropicais e sub-tropicais do mundo. Destes 78 paises endémicos, 52 paises
tém populacbes que necessitam de quimioterapia preventiva (figura 1) (Engels et al.
2002; WHO 2015). Dados recentes (WHO 2014) estimam que 240 milhdes de pessoas
sejam acometidas por esta helmintose em todo mundo e outras 700 milhdes de pessoas
residam em é&reas de risco de transmissdao. O numero total de DALYs (disability-
adjusted life years) para esquistossomose é estimado em 1.532 milhdes por ano, sendo

deste valor 77% ocorrendo na Africa subsaariana (Gryssels et al. 2006).
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Figura 1. Distribuicdo geografica dos paises endémicos para a esquistossomose no ano de 2013. 78
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paises sdo endémicos, sendo 52 paises (™) que requerem o tratamento preventivo (FONTE: WHO 2015).

No Brasil, esta doenca foi detectada pela primeira vez por Piraja da Silva em

1908 no estado da Bahia, e ainda hoje é considerada um grande problema de salde
publica, devido a grande extensdo de areas de transmissdo (Amaral et al. 2006).
Estimativas realizadas no final da decada de 90 indicavam que no Brasil, a
esquistossomose afetava cerca de 8 milhGes de pessoas, residindo em 17 estados
brasileiros, sendo que mais de um milh&o de infectados foram detectados nos estados de
Minas Gerais e Bahia (Katz & Peixoto 2000). O inquerito nacional de prevaléncia de
esquistossomose e geo-helmintoses realizados até janeiro de 2014 mostrou uma redugéo
16



significativa no numero de infectados no Brasil, sendo estimado 1,5 milhdes de pessoas
com esquistossomose (Katz 2014). Entretanto, é importante lembrar que para permitir a
comparacao com dados anteriores, o inquérito foi realizado com a técnica de Kato-Katz,
que apresenta baixa eficacia para identificar pessoas com baixa carga parasitaria
(Grenfell et al. 2013).

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

Incialmente os pacientes esquistossomaticos apresentam a forma aguda da
doenca, geralmente assintomatica, principalmente aqueles residentes de areas endémicas
(Novato-Silva et al. 1992; Andrade 2008). A grande maioria dos infectados evolui para
a fase cronica leve, onde h& deposicdo dos ovos no intestino e figado em pequena
quantidade, localizados nas ramificagOes terminais mais finas da veia porta, originando
granulomas peri-ovulares isolados (Andrade & Prata 1963; Cheever et al. 2000;
Andrade 2008). Apenas uma pequena parcela dos pacientes (entre 4 a 10 % dos
infectados) pode evoluir para forma cronica grave da esquistossomose, denominada de
hepatoesplenica, que € caracterizada pela intensa deposicdo de ovos na regido
periportal, provocando expansédo fibrosa generalizada no espaco porta acompanhada de
lesBes destrutivas e obstrutivas do sistema da veia porta intra-hepatico (Andrade 2008).

Na fase aguda pré-postural da esquistossomose, a resposta imunoldgica do
hospedeiro infectado € principalmente direcionada aos antigenos secretados por
esquistossomulos e vermes adultos, determinando a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias predominantemente de perfil Thl. Posteriormente, com o aparecimento
dos ovos, novos antigenos sdo secretados induzindo a maturacdo de novas células
dendriticas e alterando o perfil das citocinas para o tipo Th2, determinante na inducéao
da reacdo celular responsavel pela formacdo de granulomas periovulares e pela
deposicdo de colageno no tecido (Dunn et al. 1977; Grzych et al. 1991; Pearce et al.
1991; Pearce et al. 2004). Ap6s 10-12 semanas de infec¢do, ocorre uma gradual
regulacio da funcdo das células T CD4" efetores e, consequentemente da
imunopatologia, levando a reducdo do tamanho do granuloma ao redor dos ovos
depositados (Boros et al. 1975; Jankovic et al.1998; Pearce & MacDonald 2002; Lundy

& Lukacs 2013). A modulacdo da resposta imune em infecgbes por Schsitosoma
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mansoni garante a sobrevivéncia do hospedeiro, podendo ser alcancada através de
diversos mecanismos imunoreguladores, um deles é a via IL-10 (Wynn et al. 1998;
Falcdo et al. 1998; Hoffmann et al. 2000; Pearce & MacDonald 2002; Hesse et al.
2004; Chuah et al. 2014).

A participacdo de elementos da resposta imune adquirida na formacdo e
modulagéo do granuloma tem sido bem estudada; entretanto, o papel da resposta imune
inata hepética ou intestinal neste processo ainda ndo foi completamente esclarecido.
Entre os elementos da resposta imune inata que vem sendo bastante estudada no
contexto das doencas infecciosas séo as citocinas da familia IL-1, devido ao seu papel
pré-inflamatério. Dentro desta familia podem-se enfatizar a citocina IL-33 que é
considerada crucial para a indugdo da resposta Th2 associada infec¢es por nematddeos,
doencas alérgicas, bem como em infec¢bes bacterianas (Schimtz et al. 2005; Oboki et
al. 2010; Sattler et al. 2013). Entretanto, a possivel participacdo da via de ativacao IL-
33/ST2 na patologia da esquistossomose ainda ndo foi avaliada e tem sido o principal

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

2.1 Género Schistosoma
O agente causador desta doenca sdo espécies que pertencem ao filo

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

] L ]
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™ S. haematobium

m S. japonicum

m Both S. mansoni and
S. haematobium

= S, intercalatum

w S. mekongi

Figura 2. Distribuicdo mundial das espécies do género Schistosoma. S. mansoni: Africa, Oriente
Médio, América do Sul, Indias Ocidentais. S. japonicum: China, Indonésia e Filipinas. S. mekongi:
Sudeste da Africa e rio Mekongi. S. haematobium: Africa, Oriente Médio. S.guineensis (ndo representado
no mapa) e S. intercalatum: Oeste da Africa, Africa Oriental. (FONTE: Weerakon et al. 2015).
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2.2 Schistosoma mansoni
A Unica espécie do género de Schistosoma encontrado no Brasil é Schistosoma

mansoni. H& indicios de que este parasito foi introduzido no pais através do tréfico de
escravos, estabelecendo-se por ter encontrado condi¢cBes ambientais favoraveis e um
hospedeiro intermediario adequado (Katz & Almeida 2003) e assim dissipou-se pelo
fluxo migratério humano do litoral para o interior das cidades. A transmissdo da
esquistossomose ocorre em uma vasta area endémica, desde o estado do Maranha até o
Espirito Santo e Minas Gerais (Coura & Amaral 2004). Como visto na figura 3, a
prevaléncia estimada é menor de 15% para a grande maioria dos estados endémicos,
porém algumas &reas apresentam valores superiores a 15%. Os estados de Minas Gerais
e Bahia representam 70% dos casos de esquistossomose (Drummond et al. 2006;
Scholte et al.2014), porém ha relatos de foco de infec¢do em pontos isolados no Distrito
Federal, Para, Piaui, Goias, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, que evidenciam a expansao da esquistossomose. Um fato importante
também sdo os casos de pacientes positivos que vieram de areas endémicas registrados
em todo territorio nacional, principalmente em &reas consideradas de migragdo, como o
estado de Rondonia (Coura & Amaral 2004).

Apesar dos grandes avangos no controle da esquistossomose mansoni e na
melhora das condi¢des de moradias e saneamento basico, esta € uma doenca com
transmissdo ativa, ndo s em é&reas de alta endemicidade, mas também em &reas
anteriormente ndo-endémicas (King & Dangerfield-Cha 2008). Dados mais recentes de
Katz (2014), demonstram que o nimero de brasileiros portadores de esquistossomose
reduziu de aproximadamente 8 milhdes como visto no ano de 1997 (Katz & Peixoto
2000), para cerca de 1,5 milhdes de portadores registrados atualmente. Estes dados
foram aferidos pela técnica de Kato-Katz (Katz et al 1972), que se baseia na contagem
de ovos para estimar a intensidade da esquistossomose mansoni. Por ser uma técnica de
baixo custo, facil manipulacdo e quantitativa, esta foi padronizada pela Organizagdo
Mundial de Saude (WHO 1993), como sendo a técnica padrdo-ouro para deteccdo da
esquistossomose. Entretanto, vale ressaltar que esta técnica apresenta baixa eficacia para
identificar pessoas com baixa carga parasitéria, devido a variagdo diaria da oviposicao
das fémeas e o pequeno numero de ovos encontrados nas fezes, e pela pequena
quantidade de amostra de fezes (41,7mg) utilizada para a realizacdo desta técnica
(Kongs et al. 2001; Grenfell et al. 2013). Um estudo recente realizado por Siqueira e

colaboradores (2015), afirmam que para a técnica de Kato-Katz ser eficaz nestas areas €
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necessario a confeccao de varias laminas para serem analisadas para que o diagnostico
seja confiavel, porém isto requer uma quantidade maior de amostras, 0 que muitas vezes
dificulta o diagndstico. Técnicas moleculares e imunoldgicas tém sido promissoras para
o0 diagnostico da esquistossomose mansoni em areas de baixa endemicidade, mas ainda

demandam validacéo.
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Figura 3. Prevaléncia da esquistossomose no Brasil. Estimativa realizada pelo Programa Nacional de
Controle da Esquistossomose, dos anos 2005 a 2009. Destacado em vermelho as &reas de maior
concentragdo de casos, representado principalmente pelos estados de Minas Gerias e Bahia (FONTE:
Scholte et al. 2014).

2.2.2 Ciclo Evolutivo de Schistosoma mansoni
Schistosoma mansoni possui 0 ciclo heteroxénico, cujo desenvolvimento

depende de um hospedeiro intermediario — moluscos do género Biomphalaria — onde
ocorre a fase assexuada, e um hospedeiro definitivo, que incluem humanos e outros
mamiferos como primatas, carnivoros, roedores, marsupiais, artiodatilos (Amorim 1953
apud Modena et al. 2008; Silva et al. 1992; D’Andrea et al. 2000, Gentile et al. 2000;
Modena et al. 2008), nos quais ocorre o ciclo de vida sexuada do parasito. Alguns
trabalhos como de Coelho et al. (1982) e Modena et al.(1993) mostraram a eficacia de
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S.mansoni em infectar bovinos. Outro estudo realizado no municipio de Sumidouro no
Rio de Janeiro comprovou que roedores do género Nectomys apresentam grande
importancia na transmissdo da esquistossomose em algumas &reas, por serem altamente
susceptiveis a infeccdo por S. mansoni. Assim, estes roedores podem ser considerados
reservatorios silvestres dessa doenca humana (Gentile et al. 2006).

O ciclo evolutivo de S. mansoni esta representado esquematicamente na figura
4. Estudos do desenvolvimento do ciclo de S. mansoni foram inicialmente realizados
por Piraja da Silva (1908). Ao serem eliminados pelas fezes do hospedeiro definitivo, os
ovos maduros do parasito podem entrar em contato com cole¢des hidricas, como rios e
lagos, estimulando a eclosdo de uma larva ciliada conhecida como miracidio, que
nadam a procura do hospedeiro intermediario, moluscos do género Biomphalaria. No
Brasil, trés espécies de gastropodas deste género; B. glabrata, B. tenagophila e B.
straminea, Sdo0 encontradas naturalmente infectadas e podem funcionar como
hospedeiros intermediarios deste trematddeo, enquanto o homem tem sido a Unica
espécie de hospedeiro definitivo que apresenta relevancia epidemioldgica no pais
(Paraense 2001; Gryseels et al. 2006).

Miracidios de S. mansoni penetram ativamente no tegumento de moluscos
susceptiveis, perdem suas placas ciliadas e se transformam em esporocistos primarios,
que originam esporocistos secundarios por poliembrionia, e posteriormente originam
numerosas cercarias. Em moluscos altamente susceptiveis, cada esporocisto pode
formar aproximadamente 100.000 cercarias com cauda bifurcada, que constituem a
forma infectante ao hospedeiro definitivo (Souza et al. 2011; Gryseels 2012; Colley et
al. 2014). As cercérias saem através da formacdo de vesiculas no tegumento do
molusco, que se rompem e as liberam. Este processo no hospedeiro invertebrado dura
entre 4 a 6 semanas (Gryseels 2012). Ao romper a vesicula, as cercarias atingem a agua
nas horas mais quentes e luminosas do dia, principalmente de 11 as 17 horas, sendo que
o fator luminosidade aparentemente é o mais importante na estimulacdo da liberacdo de
cercarias. A sobrevivéncia das cercarias na agua € limitada a pouco mais de dois dias.
Ao ficarem livres na agua, as cercarias nadam ativamente até serem atraidas por um
hospedeiro definitivo. A partir do momento em que encontram o homem, as cercarias
fixam-se, com auxilio de duas ventosas, e penetram ativamente entre os foliculos
pilosos com auxilio da movimentacédo e da acdo das secrecdes histoliticas das glandulas
de penetracdo (Stirewalt 1971). As cercarias também penetram através das mucosas.

Caso sejam ingeridas com a agua, aquelas que conseguirem chegar ao estbmago sao
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destruidas, e as que penetram na mucosa bucal desenvolvem-se normalmente (Souza et
al. 2011).

Ap0s a penetracdo, as cercarias perdem a cauda bifurcada e transformam-se em
esquistossdmulos, que migram preferencialmente através da circulacdo sanguinea para
0s pulmdes e dai até o sistema porta intra-hepéatico, onde transformam-se em vermes
adultos, machos e fémeas, que vivem em média 3 a 10 anos (Lenzi et al. 2008). A partir
de 28 a 30 dias ap6s a penetracdo, os vermes adultos acasalados migram até a veia
mesentérica para postura dos ovos em capilares intestinais. Os primeiros ovos sdo
inicialmente encontrados nas fezes apds 40 dias da infeccdo, reiniciando o ciclo (Coelho
et al. 1995; Siqueira- Batista, et al. 1998; Lenzi et al. 2008; Souza et al. 2011; Colley et
al. 2014).

A quantidade de ovos produzidos diariamente pela fémea de S. mansoni varia
de acordo com a espécie do hospedeiro definitivo e da linhagem do parasito, porém, a
maioria dos estudos indicam a producgédo de 150-400 ovos/fémea/dia infeccdo (Lenzi et
al. 2008) com média de 300 ovos por dia (Hams et al. 2013). Apenas 40% do total de
ovos eliminados sdo capazes de atravessar o endotélio do vaso sanguineo e a mucosa
intestinal, atingem a luz intestinal, sendo eliminado pelas fezes. Os ovos que
permanecem no hospedeiro definitivo ficam retidos na mucosa intestinal ou nos vasos,
sendo carreados passivamente pelo fluxo sanguineo e se acumulam principalmente no
figado. Os ovos retidos nos tecidos, tanto no intestino como no figado, sdo alvos de uma
intensa resposta celular que culminam com a formacéo do granuloma esquistossomotico
(Warren et al. 1967; Alisson et al. 1974; Miller & Wilson 1978; Valadares et al. 1981,
Wynn & Cheever 1995; Pearce & MacDonald 2002; Turner et al. 2011; Chuah et al.
2014).
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Figura 4. Ciclo evolutivo de Schistosoma mansoni. Esquematizacdo dos passos e formas evolutivas do

parasito, tanto no hospedeiro intermediario como no hospedeiro definitivo (FONTE: Schall et al.2007).

2.2.3Formas clinicas da Esquistossomose
A morbidade da esquistossomose estd associada a resposta imunolégica do

hospedeiro, responsavel pela formacdo de granuloma ao redor dos ovos do parasito
depositados em tecidos. Na infec¢cdo humana por S. mansoni, apesar da gravidade destas
lesbes esquistossomoticas, 0s pacientes costumam ser assintomaticos ou
oligossintomaticos, mas a evolugdo das fases graves da doenca é observada em cerca de
4 a 10 % destes pacientes (Carvalho & Andrade 2005). A patologia maior € vista com
acumulo dos ovos no intestino e no figado, sendo que a intensidade e duragdo da
infeccdo sdo determinantes para severidade da fibrose obstrutiva que pode ser observada
fase cronica (Pearce & MacDonald 2002; Gryssels et al. 2006; Burke et al. 2009).

A evolucgdo da esquistossomose é clinicamente separada em fase aguda e fase
crbnica. A fase aguda é dividida em dois periodos evolutivos: o pré-patente (antes da
oviposicdo) e pos-patente (apds a oviposicdo) (Souza et al. 2011). Os disturbios da fase

aguda nem sempre sdo detectaveis, sendo verificado variacGes individuais conforme a
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quantidade de cercérias infectantes e a reatividade do hospedeiro (Milan & Keim 2007).
Os primeiros sintomas evidentes ocorrem no periodo pré-patente, e € caracterizado por
uma reacdo de hipersensibilidade induzida pela penetracdo da cercéria, levando a
erupcdes micropapulares eritematosas e discretamente edemaciada, conhecida como
dermatite cercariana (Lambertucci et al. 2005; Gryssels et al. 2006; Caldas et al. 2008).

Posteriormente, durante a migragdo dos esquistossomulos e amadurecimentos
dos vermes adultos, podem aparecer sintomas sistémicos como um quadro febril,
acompanhado de mal-estar com extrema prostracdo, calafrios, sudorese, fadiga, mialgia,
dores de cabeca, nauseas, vomitos. Sintomas abdominais aparecem depois devido a
migracdo e posicionamento dos vermes adultos (Gryssels et al. 2006). Neste periodo o
paciente pode apresentar anorexia, tosse ndo produtiva, eventualmente com crise
asmatiforme, diarreia com numerosas evacuagoes e eosinofilia com placas de infiltrados
que sdo visiveis em radiografias pulmonares (Coura et al. 1970; Hiatt et al. 1979; Ross
et al. 2002). Estes sintomas s&o comuns ocorrerem antes mesmo de aparecem ovos nas
fezes, mas geralmente ha um pico entre a 6% e 8% semanas apds infeccdo (Pearce &
MacDonald 2002).

Os sintomas da fase aguda s@o geralmente observados a partir de 3 a 6 semanas
apos a exposicdo ao parasito, e ocorrem principalmente em individuos que ndo residem
em areas endémicas (Hiatt et al. 1979). Acredita-se que individuos que residem em
areas endémicas sofrem sensibilizagdo “in ttero”, como consequéncia da infeccéo
materna; assim ao se infectarem na infancia, os individuos respondem ao parasito de
uma forma diferente (mais modulada) em relacdo aqueles que ndo sdo de areas
endémicas, 0s sintomas quando aparecem nestes individuos sao menos severos (Novato-
Silva et al. 1992; Andrade 2008).

Normalmente, a infeccdo evolui para fase cronica leve ou intestinal, na qual os
ovos do parasito que foram depositados nos tecidos do hospedeiro secretam enzimas
que provocam uma inflamacdo eosinofilica que culmina na formacdo de granulomas
periovulares isolados, localizados principalmente nas ramificacdes terminais mais finas
da veia porta, dando a impressdo de estarem situados em pleno parénquima hepatico. As
quais vdo progressivamente evoluindo para depoésitos de fibrose (Andrade & Prata
1963; Raso et al. 1986; Cheever et al. 2000; Andrade 2008).

Os fatores que levam alguns pacientes a desenvolverem a forma grave da
doenca ainda ndo estdo totalmente esclarecidos e o aprimoramento deste conhecimento

é primordial para o desenvolvimento de métodos eficientes para o controle das formas
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graves da esquistossomose. Segundo Abath et al. (2006), multiplos fatores podem estar
envolvidos no desenvolvimento de formas graves. A carga parasitaria e a exposi¢do as
re-infecgOes estdo entre as principais causas da evolugdo para forma grave (Bina &
Prata 2003; Carvalho & Andrade 2005; Andrade 2008), porém outros fatores sao
propostos como genéticos e imunoldgicos (Butterworth et al. 1985; Cheever et al. 1987;
Dessein et al. 1999; Dunne & Pearce 1999).

Na fase cronica, e possivel observar fortes sintomas na regido intestinal, como
por exemplo, dores abdominais intermitentes e desconforto, perda de apetite e diarreia
com ou sem sangue. Estes sintomas sdo causados em resposta a migra¢do dos ovos e ao
granuloma formado ao redor dos ovos na mucosa intestinal levando a formacdo de
pseudopoliposes, microulceragdes e sangramento superficial (King 2001; Ross et al.
2002). A forma intestinal € observada em maior predilecdo entre as criangas e jovens
adultos (Souza et al. 2011). Além da forma intestinal grave, alguns pacientes podem
desenvolver a forma hepatoesplénica, que é a forma grave da esquistossomose (Andrade
& Prata 1963) e caracterizada morfologicamente pela fibrose hepatica periportal,
conhecida e descrita como pipestem por Symmers (1904). A fibrose de Symmers esta
associada a lesbGes vasculares e hipertensdo do sistema porta hepético, devido a
congestdo e obstrucdo de ramos intra-hepaticos e da parede da veia porta, pela
deposicdo dos ovos neste espaco levando ao desenvolvimento dos granulomas, com
grande quantidade de colageno ao redor dos ovos, gque dificultam a perfusdo sanguinea
do 6rgdo (Andrade & Cheever 1971; Lambertucci 1993; Silva et al. 2006). O
desenvolvimento fibrético pode demorar de 5 a 15 anos, dependendo do paciente e dos
fatores imunoldgicos relacionados ao mesmo, como consequéncia destas alteracoes
vasculares hepaticas ocorre a esplenomegalia, circulagdo colateral devido a formacéo de
anastomoses que tentam diminuir o fluxo sanguineo, desviando-o de areas de elevada
pressdo (Lacerda et al. 2002; Gryssels et al. 2006; Burke et al. 2009), também pode
ocorrer varizes estfageanas, gerando hemorragias, percebida pela hematémese e
melena, sendo a principal causa Obitos em humanos (Khier et al. 1999). Alguns
pacientes em fase cronica podem também apresentar distarbios vasculares pulmonares,
caracterizado por dispneia de esforco, palpitacdes, dor toracica constritiva, tosse seca e
fadiga extrema (Lambertucci et al. 2005). Segundo estudos de necropsia realizados
Coura (1979), hd uma prevaléncia de 20% a 30% de individuos infectados com

esquistossomose com comprometimento pulmonar, mesmo sem relatarem queixas
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clinicas. Os pacientes podem apresentar além dessas manifestacfes, acentuada perda de
peso, desnutricdo, disfuncBes cognitivas e anemia em consequéncia das lesbes
intestinais decorrentes da eliminagdo dos ovos (Melo & Coelho 2002; Van Der Der
Werf et al. 2003; Abath et al. 2006).

2.2.4 Resposta imune induzida pela infec¢éo de Schistosoma mansoni

Para o estudo da resposta imune induzida pela infeccdo por Schistosoma
mansoni, camundongos sdo frequentemente utilizados como modelos experimentais,
pois estes animais desenvolvem muitas das caracteristicas patofisioldgicas das infecgbes
em humanos, além de serem de facil manutencéo em laboratério. Apesar destes modelos
contribuirem para o estudo e entendimento da imunopatologia da esquistossomose
humana, principalmente em relacdo aos mecanismos associados com a formacdo dos
granulomas e o desenvolvimento da fibrose, € necessario cuidado ao interpretar os
resultados destes modelos, pois muitos aspectos da infeccdo experimental ndo sdo
similares a situacdo clinica em areas endémicas (Cheever et al. 2000; Fallon 2000;
Abath et al. 2006).

Como demonstrado na figura 5, a migracdo dos esquistossémulos e maturagédo
dos vermes adultos (periodo pré-patente) de S. mansoni em camundongos induz uma
resposta imune de perfil Thl, que atinge maior ativacdo entre a 3% e 5% semana apos a
exposicdo a cercaria (Grzych et al. 1991; Pearce et al. 1991). A resposta Thl €
caracterizada pela producéo de citocinas pro-inflamatérias como interferon gama (IFN-
Y), interleucinas 2 (IL-2), IL-1, IL-12, IL-6, e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(Pearce & MacDonald 2002; De Jesus et al. 2002; Wynn et al. 2004; Wilson et al.
2007). Estimulacdo da resposta Thl também tem sido relatada em pacientes com fase
cronica sintomatica, sendo detectado aumento principalmente das citocinas TNFa, I1L-1
e IL-6 (WHO 2009; Pearce & MacDonald 2002).

Com o inicio da ovipostura, entre a 4% e a 5* semana da infeccéo, ocorre uma
mudanga no perfil das citocinas circulantes e a resposta imune torna-se
predominantemente Th2 (Grzych et al. 1991; Pearce et al. 1991) (figura 5). A resposta
Th2 ¢ induzida por antigenos secretados pelo ovo do parasito e o seu desenvolvimento é
acompanhado pela diminuicdo da resposta Thl, que sdo direcionadas aos antigenos
especificos dos vermes (Pearce et al. 1991). Por volta da 8° semana de infec¢do, a

resposta Th2 torna-se bem estabelecida, com o aumento da producdo local das
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interleucinas 4 (IL-4) e IL-5 (Pearce et al. 1991; Pearce & MacDonald 2002; Wynn et
al. 2004; Wilson et al. 2007), que atuam na estimulacdo da producdo de IgE
(imunoglobulina E) e de eosindfilos circulantes (Mosmann 1992). Além destas citocinas
h& um aumento na producéo de IL-10 e IL-13 (Pearce et al. 1991; Pearce & MacDonald
2002; Bartley et al. 2006).

A producdo de IL-4 é determinante na estimulagdo da producdo de outras
citocinas da resposta Th2, como IL-5 e IL-13, na defini¢do da infiltragdo celular, na
organizacdo do granuloma e no desenvolvimento de fibrose (Yamashita & Boros 1992;
Cheever et al. 1994; Kaviratne et al. 2004). IL-4, IL-5 e IL-13 estimulam a
multiplicacdo dos fibroblastos e a sua diferenciagdo em miofibroblastos que levam a
producdo dos componentes da matriz extracelular (ECM) essenciais para a formacéo de
fibrose e da remodelacdo hepatica pelas células que compdem o granuloma (Tiggelman
et al. 1995; Burke et al. 2009). Os granulomas sdo estruturas organizadas formadas por
células migrantes, especialmente macréfagos, eosinofilos, linfocitos T-CD4+, que
juntamente com células dos érgdos afetados, alteram a producéo e deposicdo de uma
matriz extracelular heterogénea, que resulta na formacdo de uma estrutura esférica
compacta que se organiza ao redor dos ovos do parasito (Boros & Warren 1970; Lenzi
et al. 2008). A formacédo do granuloma envolve intera¢cdes dindmicas e intricadas entre
célula-célula e célula-matriz, que sofrem profundas modificagdes no decorrer da
infeccdo. Inicialmente, na fase pré-granulomatosa, as células recrutadas da circulacao se
arranjam desordenadamente proximo aos ovos, formando agregados celulares. Com 0s
estimulos locais, os macr6fagos presentes no granuloma se diferenciam tornando-se
alongados, muitas vezes fusiformes e dispostos de forma radial concéntrica em torno do
ovo, ficam justapostos uns aos outros e favorecem o encontro entre eles a partir de
formacdes interdigitais entre membranas. Sdo encontradas frequentemente células
gigantes multinucleadas, originadas da fundicdo de um macréfago com outro (Pereira &
Boglilo 2000). Estudos posteriores demonstraram que na presenca de citocinas do perfil
Th2 os macrofagos ativados ndo produzem oéxido nitrico, mas expressam a enzima
arginase 1, que converte L-arginina em prolina, utilizada na producdo de colageno,
matriz necessaria para reparacdo tecidual e desenvolvimento de fibrose hepética (Pearce
& MacDonald 2002; Gordon 2003; Anthony et al. 2007). Com a evolucgéo da reagéo
celular forma-se o granuloma maduro ou granuloma exudativo-produtivo, caracterizado
por uma grande riqueza celular, compreendendo células migrantes e locais (fibroblastos

e miofibroblastos) dispostas organizadamente em 3 camadas distintas: central (com
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predominio de macrofagos) a camada medial (com fibras arranjadas concentricamente)
e a camada periférica (com riqueza celular e fibras reticulares frouxamente dispostas)
(Weinstock & Boros 1983; Lenzi et al. 1998; Lenzi et al. 2008 b).

Apobs 10-12 semanas de infeccdo, ocorre uma gradual regulacdo da funcdo das
células T CD4" e da imunopatologia, levando a reducdo do tamanho do granuloma ao
redor dos ovos depositados (Boros et al. 1975; Jankovic et al.1998; Pearce &
MacDonald 2002; Lundy & Lukacs 2013). A modulacdo do granuloma caracteriza a
fase cronica da esquistossomose e, geralmente tem sido acompanhada por uma reducéo
da producéo de citocinas do tipo 2 e do tipo 1 (Araujo et al. 1996; Montenegro et al.
1999) (figura 5). Este processo de modulacdo da resposta granulomatosa na fase
cronica é de grande importancia, e tem sido associado com o prognostico benigno da
doenca, pois garante a sobrevivéncia do hospedeiro, podendo ser alcancada através de
diversos mecanismos, um deles € através da via IL-10 (Pearce & MacDonald 2002;
Chuah et al. 2014). Algumas células como CD4'CD25", Tregs e células B sdo fontes
de IL-10. Esta citocina apresenta importante funcdo regulatéria da formacéo
granulofibrotica (Hesse et al. 2004; Wilson et al. 2007; Baumgart et al. 2006; Van Der
Vlugt et al. 2012). Durante o periodo inicial da resposta granulomatosa, IL-10 através
da regulacdo da expressdo 1L-12/IL-12R atua modulando e/ou suprimindo a produgéio
de IFN-y, uma citocina de perfil Thl (Wynn et al. 1998; Todt et al. 2000; Hess et al.
2004; Wilson et al. 2007). Posteriormente, IL-10 e TGF-B induzem células regulatorias
(Treg) que regulam o balanco da resposta Th1l/Th2 (Wilson et al. 2007; Wynn et al.
2004; Pearce & MacDonald 2002). Assim, IL-10 também € essencial para evitar
excessivas respostas Th2 e consequentemente a patologia grave da fase cronica
(Hoffmann et al. 2000).
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Figura 5. Resposta imune a Schistosoma mansoni. Esquematizacdo da producdo de citocinas de
diferentes células conforme a liberacdo de antigenos do esquistossomulos, vermes adultos e ovos,
caracterizando desta forma a fase aguda, cronica e momento final de modulacdo da resposta imune.
(FONTE: Dunne & Cooke 2005).

Conforme discutido anteriormente, a morbidade da esquistossomose humana é
diretamente relacionada ao granuloma induzido pela deposicéo dos ovos do parasito nos
tecidos do hospedeiro, sendo assim fatores como carga parasitaria, tempo de exposicao
ao parasito e/ou frequéncia de reinfeccdes, estado nutricional e co-morbidades do
hospedeiro interferem na evolugdo da patologia (De Jesus et al. 2002; Abath et al. 2006;
Hiatt et al. 1980). Entretanto, como a formagdo do granuloma é um processo imuno-
mediado, fatores que afetam sua inducdo e/ou modulacdo sdo determinantes neste
processo. Também é importante considerar que a formacdo do granuloma constitui um
importante mecanismo de defesa do hospedeiro, pois a reacdo celular permite a
contencdo da leséo tecidual causada pela secre¢do de enzimas e toxinas pelo ovo do
parasito, além de modular a intensidade da resposta pré-inflamatorias do tipo Thl
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inicial, que pode ser extremamente lesiva ao hospedeiro (Pearce & Macdonald 2002;
Hoffmann et al. 2002). A formagdo do granuloma também ajuda a preservar a
integridade da parede intestinal e prevenir uma subsequente invasédo bacteriana durante
a eliminacdo dos ovos (Fallon et al. 2000). Por outro lado, a resposta inflamatoria
formada ao redor dos ovos disseminados do parasito € fator determinante no
desenvolvimento da patologia durante a fase cronica da esquistossomose, ja que uma
resposta Th2 intensa e prolongada pode contribuir para o desenvolvimento da fibrose
hepéatica (Cheever et al. 2000). Assim torna-se evidente a necessidade de estudar os
mecanismos locais que iniciam a resposta imune e contribuem para diferenciacdo da

resposta Th2 e sua modulag&o.

2.2.5 Interleucina 33 e o desenvolvimento da resposta imune intestinal
Como visto anteriormente, os ovos de Schistosoma mansoni, podem ficar

retidos principalmente no intestino e figado liberando antigenos que irdo ativar a
resposta imune responsavel pela formacdo do granuloma. A participacdo de elementos
da resposta imune adquirida na formacdo e modulacdo do granuloma tem sido bem
estabelecida; entretanto, o papel da resposta imune inata hepatica ou intestinal neste
processo ndo foi esclarecido.

O sistema imune inato do intestino é composto por trés linhas de defesa, a
camada de muco, epitélio e a lamina propria, a qual é constituida por diferentes tipos de
células de defesa. Quando estas barreiras sdo danificadas, o sistema imunolégico €é
ativado (Garcia-Miguel et al. 2013). O sistema gastrointestinal é coberto uma camada
de muco que protege o epitélio contra antigenos presentes no limen e promove a
lubrificacdo para auxiliar o avanco do bolo digestivo. As proteinas que constituem o
muco sdo denominadas mucinas (MUC), que podem apresentar diferentes isoformas nas
diferentes porcfes do trato gastrointestinal, as mais abundantes sé&o MUC2, MUC3,
MUCS6, entretanto, outras mucinas podem ser encontradas também como as MUCL,
MUC3, MUC4 e MUC12 (Gendler & Spicer 1995; Deplancke & Gaskin 2001;
McGuckin et al. 2011; Garcia-Miguel et al. 2013). Estas proteinas sdo expressas
primeiramente pelos enterdcitos, mas séo sintetizadas e secretadas tambem pelas células
caliciformes. As células caliciformes apresentam granulos de muco e se diferenciam a
partir do momento que entram em contato com bactérias, e outros estimulos infectiosos
(Gendler & Spicer 1995; Deplancke & Gaskin 2001; Garcia-Miguel et al. 2013).
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Outros constituintes do muco intestinal secretados pelas células caliciformes sdo as
proteinas TFF-3 (trefoil peptide-3), a RELM-B (resistin-like molecule-p) e Fcgbp
(protein-binding Fc-y). TFF-3 protege o epitélio, reparando os danos, através da
ativacdo da migracdo das células intestinais e bloqueando a apoptose (Garcia-Miguel et
al. 2013). RELM-B, induz a secrecdo de MUC2 que aprimora as células locais a
expulsarem bactérias e parasitos, como por exemplo, no caso do nematddeo
Nippostrongylus brasiliensis (Hogan et al. 2006; Nair et al. 2008; Hung et al. 2013;
Oeser et al. 2015). Através de ligacbes dissulfeto, Fcgbp liga-se a MUC2 e TFF-3 e
permite que a camada de muco fique mais viscosa e aderente (Knight et al. 2008).
Durante o processo inflamatério Fcgbp se liga a por¢do Fc das moléculas de 1gG, este
complexo entdo fixa na camada de muco, aprimorando a opsonizacdo de bactérias
(Albert et al. 2010).

O epitélio intestinal é composto por enterdcitos que permitem a absorcdo de
nutrientes e secretam proteinas antimicrobiais, pelas células caliciformes produtoras de
muco como descrito anteriormente e pelas células enteroenddcrinas que produzem
horménios como serotonina (Mdller et al. 2005; Garcia-Miguel et al. 2013). As células
M, localizadas nas placas de Payer também participam da resposta imune intestinal, elas
apresentam antigenos microbianos para as células dendriticas e macréfagos (Garcia-
Miguel et al. 2013).

A terceira linha de defesa do sistema gastrointestinal € a 1amina propria, nesta
camada estdo contidas as células do sistema imune como os macrofagos, células
dendriticas, células “natural killer”, neutréfilos, linfocitos, células polimorfonucleares,
mastécitos. Estas células reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) ou moléculas associadas a danos teciduais (DAMPS) através da expressdo de
receptores celulares de reconhecimento de padrGes moleculares, como 0s receptores
Toll-like (TLRs) e lectinas (Garcia-Miguel et al. 2013). A partir do reconhecimento dos
antigenos é orquestrada uma reagdo com producdo de citocinas e recrutamento de mais
células de defesa para o sitio de lesdo, que visam a eliminacdo destes patdgenos.

Entre as muitas citocinas importantes na resposta imunoldgica intestinal,
ultimamente vem-se estudando as citocinas da familia IL-1, que apresentam grande
importancia devido ao seu papel pré-inflamatorio capaz de influenciar diferentes tipos
de células. Estas citocinas tem um papel chave na resposta inicial contra a invasdo de
um patégeno (Humphreys et al. 2008). Na familia IL-1 foram identificadas as citocinas
IL-1F11, IL-1F6/8/9, IL-1F7 e IL-1F10, conhecidas também como IL-33, IL-36, IL-37
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e IL-38 respectivamente, sendo que IL-33 é a melhor caracterizada quanto a sua fungéo
e efeitos bioldgicos (Pastorelli et al. 2013).

IL-33 esté distribuida no citoplasma e ndcleo de células endoteliais (intestinais
e respiratdrias), macrofagos, células dendriticas, células do musculo liso, adipdcitos e
fibroblastos (Miller et al. 2005; Pastorelli et al. 2010). Pode ser classificada como uma
citocina “alarmin”, ou seja, ela ¢ liberada no espago extracelular durante os danos
celulares ou leséo tecidual e age enviando sinais de alerta para outras células e tecidos
adjacentes (Liew et al. 2010). Para exercer suas funcdes bioldgicas IL-33 deve se ligar
ao seu receptor, o “IL-1 receptor-like 1” (ILLRL1) também conhecido como ST2
(Schmitz et al. 2005; Pastorelli et al. 2011). Existem dois variantes deste receptor com
fungdes bioldgicas opostas; 0 ST2L é um receptor expresso na membrana plasmatica de
varios tipos celulares, que ao se ligar a 1L-33 desencadeia o processo de ativacdo e
sintese de mediares celulares, e o ST2s (solavel), que quando se liga a 1L-33 diminui a
disponibilidade da citocina para se ligar ao receptor ST2L e orquestrar a producdo de
varios mediadores pro-inflamatorios (Fagundes et al. 2007; Pastorelli et al. 2013).
Como mostra a figura 6 na presenca de IL-33, ST2L pareia com seu co-receptor IL-
1RACP, permitindo a interacdo do dominio TIR com MyD88 que pode levar a ativacao
de duas vias de ativacdo independentes; uma dependente de célcio e que resulta na
ativacdo do fator de transcri¢do nuclear- xp (NF- kB), e consequentemente, na produgédo
de quimiocinas (CXCL2,CCL2,CCL3) e citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-3, IL-6,
TNF), degranulacdo de mastocitos, producdo de prostaglandina D, (PGD,) e
leucotrienos B4 (LTB,). A outra via é dependente da ativacao de proteinas Map quinases
(MAPK) que estimula a sintese das quimiocinas CCL5, CCL17 e CCL24 e de citocinas
do tipo-2, como IL-5 e IL-13 (Liew et al. 2010).
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Figura 6. Ativacdo da via IL-33/ST2. A citocina I1L-33 é ativada quando h4 sua ligacdo no seu receptor
ST2 pareado ao receptor acessério IL-1RAP que recrutardo o complexo MYD88. Este complexo ativa
pelo menos duas vias de ativagdo celular independentes, um dependente de célcio e outra da ativagdo das
proteinas MAPKSs. As duas vias de ativacédo celular resultam na induzicdo a expresséo de genes que levam

a sintese de citocinas e quimiocinas desencadeando uma resposta imune (FONTE: Liew et al. 2010).

Trés bioformas diferentes de IL-33 foram identificadas e caracterizadas
funcionalmente; IL-33 de 30kDa é liberada por diferentes tipos de células, como os
enterdcitos, fibroblastos e macréfagos e interage com as células T da lamina proépria,
estimulando a producdo de IL-4, IL-5 e IL-13. A producédo local de IL-13 estimula a
diferenciacdo de células caliciformes intestinais e a producao de muco (hiperplasia das
células caliciformes), aumenta a expressao de IgE pelas células B, estimula a contracéo
dos musculos lisos, aumentando as chances de expulsdo do patégeno. Producéo de IL-5
ativa eosindfilos e células B, enquanto que IL-4 induz a polarizacdo da resposta Th2
(Nunes et al. 2014; Akiho et al. 2002). A bioforma de IL-33 de 18-22 kDa é a mais
frequente e potente, cuja ativacdo depende da clivagem por elastase e catepsina G
(Lefrancais et al. 2012). 1L-33 (18-22kDa) recruta e ativa neutrofilos, que secretam
moléculas antimicrobianas, espécies reativas de oxigénio, citocinas e quimiocinas
inflamatdrias, que recrutam células dendriticas e macrdfagos para dentro da mucosa
intestinal (Hayashi et al. 2003). Durante a apoptose celular, 1L-33 intracelular é clivado
por caspases 3 e 7, gerando a bioforma IL-33 com 20-22kDa, uma proteina menos ativa,
porém é de fundamental importancia, pois a inativacao de IL-33 durante o processo de
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apoptose evita a estimulacdo do sistema imunoldgico desnecessariamente ap0s um
processo fisioldgico programado (Nunes et al. 2014; Cayrol & Girard 2009; Luthi et al.
2009).

Assim, as formas bioativas de IL-33 podem amplificar a resposta imune inata
na mucosa intestinal, promovendo o controle de bactérias no intestino por ativar e
recrutar neutréfilos e células caliciformes, ativar a produgéo das citocinas IL-6, IL-1PB e
TNF-a que estimula a expressao de receptores do tipo Toll-like (TLRS) que reconhecem
LPS (Pastorelli et al. 2013). Os lipopolissacarideos (LPS) sdo endotoxinas presentes na
parede celular de bactérias gram-negativas que sdo reconhecidos pelos receptores TLR
(Murphy 2014). Portanto, animais deficientes na ativagdo de 1L-33 podem ser mais
susceptiveis a infecges bacterianas. O processo denominado translocagéo é a passagem
de bactérias e outros micro-organismos ou suas respectivas endotoxinas através da
mucosa e lamina prépria do sistema digestorio para outros 6rgdos, podendo levar ao
quadro de infeccdo generalizada, a sepse. Para que este processo de translocacdo das
bactérias ocorra é necessaria a queda da imunidade do hospedeiro, alteracdo da
microbiota e quebra das barreiras defensivas da mucosa intestinal (Wiest & Rath 2003;
Galeev et al. 2009; Ypsilantis et al. 2010). A importancia da via IL-33/ST2 no controle
bacteriano foi confirmado em camundongos que experimentalmente apresentavam sepse
e foram tratados com IL-33. Nos animais que receberam IL-33 houve reducdo da taxa
de mortalidade devido ao aumento de fluxo de neutrofilos na cavidade peritoneal, muito
eficiente para remocédo da infeccao bacteriana (Sattler et al. 2013).

A producdo de IL-33 também é considerada crucial para a inducdo da resposta
Th2 associada a infec¢BGes por nematddeos e doencas alérgicas, por induzir a producao
precoce de IL-5 e IL-13 por células do sistema inato de defesa, como ILCs2, mastocitos,
basofilos e eosindfilos, e, posteriormente, potencializar a producdo destas citocinas por
células Th2 (Schimtz et al. 2005; Oboki et al. 2010; Sattler et al. 2013). Este processo
de inducdo da resposta Th2 através da via IL-33/ST2 é de grande importancia para o
desenvolvimento de uma resposta imune adequada contra bactérias e parasitos, bem
como para remodelacdo do tecido lesionado, muitas vezes em consequéncias destas
infeccdes. 1L-33 tem habilidade de promover a proliferagdo epitelial e a produgéo de
muco, fatores envolvidos na reconstituicdo e reparacao epitelial, levando a cicatrizagao
de feridas e protecédo (Lopetuso et al. 2012).

As citocinas do perfil Th-2, como IL-4, IL-5 e IL-13 sdo essenciais para a

formacédo do granuloma esquistossomético e o desenvolvimento da fibrose. A producao

35



de IL-13 desempenha um papel relevante para o desenvolvimento de fibrose, pois
estimula os fibroblastos e macréfagos a produzirem coldgeno por meio da inducéo da
expressdo do fator de transformacdo de crescimento beta — TGF-p (Liu et al. 2012).
Apesar da participacdo de IL-33 na fibrose esquistossomotica nédo ter sido demonstrada,
sua importancia na fibrose hepatica experimentalmente induzida por inoculagédo
tetracloreto de carbono (CCL4) foi demonstrada por Amatucci e colaboradores (2007).
Os autores mostraram que a inoculacdo da proteina de fusdo ST2-Fc resultou em
aumento de secrecdo de citocinas Th2 e aumento da fibrose hepatica. Posteriormente,
Mchedlidze et al. (2013) identificaram um mecanismo de fibrinogénese mediado por
IL-33, onde camundongos tratados com tioacetamida (TAA) ou CCL4 tiveram acimulo
de células linfoides inatas no figado, que sdo potentes fontes de 1L-13. A producao local
de IL-13 promove a ativacdo de células hepaticas estreladas (HSCs) e, por conseguinte,
fibrose. Da mesma forma, Hammerich & Tacke (2014) afirmam que IL-33 esta
relacionada com as células Th2 e células linféides inatas por meio de produgéo de IL-
13, que promove respostas fibréticas no figado. As propriedades pro-fibréticas de IL-33
também ja foi descrita na pele e pulmdes (Rankin et al. 2010; Yanaba et al. 2011). Li et
al. (2014) em modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina em camundongos
também verificaram que IL-33 induz a producdo de IL-13 tanto por macrofagos
ativados (M2) como por células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2s), bem como induz
aumento da producdo de TGF-B1 por macrofago. A producdo aumentada de IL-13 e
TGF-B1 ocorre nos camundongos selvagens mas ndo em camundongos deficientes na
producdo do receptor ST2, confirmando a importancia de I1L-33 nesta via de ativagéo.
Atualmente, a associacdo de IL-33 com as infeccBes por nematddeos vem
sendo mais bem estudada. Durante a infeccdo por Strongyloides venezuelensis foi
verificado aumento de 1L-33 nas células epiteliais alveolares, resultando em ativacédo de
ILCs2 e producdo de IL-5 e IL-13 no pulmdo (Yasuda et al. 2012). Neste modelo
experimental, 1L-33 é responsavel pela inducdo da resposta Th2 e o recrutamento de
eosinofilos no pulmao (Yasuda et al. 2012). IL-33 é necessaria para a inducdo da
resposta imune protetora contra infeccbes do nematddeo Nippostrongylus brasiliensis,
tanto na resposta primaria como na secundaria. Camundongos IL-33" falharam na
expulsdo destes vermes, principalmente devido ao recrutamento inadequado de
eosinofilos e da producdo insuficiente de IL-13, necessaria para diferenciacdo de células
caliciformes (Hung et al. 2013). De maneira semelhante, 1L-33 também foi necessaria

para indugdo da resposta Th2 e protecdo em outros modelos de infecgdo experimental
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com nematodeos, como em Trichuris muris (Humphreys et al. 2008), Trichinella
spiralis (Scalfone et al. 2013), Heligmosomoides polgyrus bakeri (Hepworth et al.
2012), Litomosoides sigmodontis (Ajendra et al. 2014).

Em camundongos experimentalmente infectados com S. mansoni, tem sido
demonstrado que a resposta imune predominantemente Thl induzida durante a
migracdo do parasito € modulada com o inicio da postura dos ovos e inducdo da
resposta Th2. Este processo é necessario para formacdo do granuloma e remodelacdo
tecidual, mas também pode afetar a translocacdo de bactérias da microbiota intestinal,
permitindo o desenvolvimento de sepse (Araujo et al. 1977; Elias et al. 2005). Sendo,
IL-33 uma das importantes fontes para o controle da infeccéo bacteriana, a falta da sua
expressao poderia estar relacionada a quadros de sepse, relatado em algumas infeccgdes
experimentais de camundongos.

Apesar do grande conhecimento da atividade pro-inflamatéria de IL-33,
induzindo a producdo de citocinas de perfil Th2 e promovendo a resposta Th2
(Pastorelli et al. 2013), e das suas fungdes em infeccOes bacterianas e em infeccOes
parasitarias, ainda pouco se sabe sobre a acdo desta citocina nas alteracfes intestinais
produzidas por Schistosoma mansoni, 0 que torna-se de relevante importancia a

realizacdo deste estudo.
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3. JUSTIFICATIVA

A morbidade da esquisossomose tem sido associada com a carga parasitéria,
tempo de exposicdo e frequéncia de reinfecdes, presenga de co-morbidades e com a
capacidade do hospedeiro de induzir e modular a resposta imunoldgica induzida pela
liberacdo dos antigenos dos ovos que ficaram retidos nos tecidos, principalmente figado
e intestino, sendo que grande maioria dos pacientes com esquistossomose mansoni
evolui para a forma cronica assintomatica.

As lesdes intestinais provocadas pela liberagdo dos ovos de S. mansoni através
da mucosa intestinal sdo os principais responsaveis pelos quadros de diarreia,
desnutricdo e hemorragias intestinais relatadas na esquistossomose. Outro aspecto
importante a ser considerado é que alteracGes da resposta imune local e/ou quebra de
barreiras intestinais devido a processo lesivos, podem levar ao processo de translocacao
de bactérias que compdem a flora intestinal, resultando em quadros como a sepse (Wiest
& Rath 2003; Galeev et al.2009; Ypsilantis et al. 2010). Por outro lado, a formacéo do
granuloma intestinal e a remodelacéo tecidual estimulada pela inducdo local da resposta
Th-2 podem participar da manutengdo da barreira intestinal durante a esquistossomose
mansoni e afetar a morbidade da doenca.

IL-33, citocinas da familia IL-1, participa da resposta imune inata em mucosas,
tendo importante papel no controle de bactérias no intestino. A secre¢do de IL-33
estimula a resposta Th2 na infeccdo por nemat6édeos intestinais, a infiltracdo de
granuldécitos, a diferenciacdo de células caliciformes no epitélio intestinal e a secre¢édo
de muco, e contribui com a remodelacéo e cicatrizacdo do tecido lesionado (Pastorelli et
al. 2013; Sattler et al. 2013). Dados preliminares obtidos em nosso laboratério
mostraram que a infecgdo experimental por S. mansoni em camundongos geneticamente
deficientes na producdo de ST2, o receptor de IL-33, ndo altera a carga parasitaria, mas
os granulomas hepaticos formados ao redor dos ovos do parasito sdo desorganizados e
sem a modulacéo classica observada na fase crénica da esquistossomose. Dessa forma,
0 presente estudo pretende avaliar a participacdo da ativacdo da via IL-33/ST2 nas
alteracdes intestinais induzidas pela eliminacdo dos ovos de S. mansoni e sua relagéo

com a morbidade da esquistossomose experimental.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Neste trabalho pretende-se analisar comparativamente a infeccdo por S.
mansoni em camundongos Balb/c n&o deficientes (WT) e Balb/c geneticamente
deficientes na expressdo do receptor de IL-33, denominado ST2, para verificar a

participacdo da ativacdo desta via IL-33/ST2 na lesdo intestinal produzida pelo parasito.

4.2 Objetivos especificos

= Analisar comparativamente a curva de sobrevivéncia de camundongos
Balb/c ndo deficientes (WT) e camundongos Balb/c geneticamente
deficientes na expressdo do receptor de 1L-33 (ST27) por até 14 semanas da

infeccdo com Schistosoma mansoni;

= Quantificar o ndmero de vermes adultos recuperados da circulacdo
sanguinea, o nimero de ovos retidos no intestino delgado e intestino grosso e
eliminados nas fezes em camundongos WT e ST2” infectados por S.
mansoni, na 8 semana e 142 semana de infeccdo, correspondentes a fase

aguda e fase cronica da esquistossomose, respectivamente;

= Quantificar a producdo de citocinas (TGF-8, IL-4, IL-5, IL-13, IL-17 e IFN-
y) em amostras de intestino delgado e grosso de ambas as linhagens de
camundongos e seus respectivos controles, na 8 semana e 142 semana de

infeccdo por S. mansoni;

= Analisar as alteracdes histopatoldgicas intestinais induzidas pela infec¢do
por S. mansoni em camundongos WT e ST2”, na fase aguda e na fase

cronica da infec¢éo;

= Avaliar as alteragdes intestinais associadas & morbidade da esquistossomose,
como sangramento intestinal e alteracdo da barreira intestinal, em
camundongos WT e ST2" infectados por Schistosoma mansoni na fase

aguda e cronica da infeccao;
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= Investigar a partir da 8 semana poOs infeccdo possiveis quadros de
desnutrigdo e anemia em camundongos WT e ST2” experimentalmente com

Schistosoma mansoni.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais experimentais

Para o desenvolvimento deste projeto foram utilizados camundongos com 6 a 8
semanas de vida, fémeas das linhagens Balb/c ndo deficientes (linhagem selvagem)
fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas —
UFMG e camundongos Balb/c geneticamente deficientes na producao de ST2, receptor
da citocina 1L-33, que foi originalmente produzido por Schmitz et al. (2005), e
gentilmente cedidos pelo Dr. Jodo Santana da Silva da USP de Ribeirdo Preto. Todos
0s animais utilizados para realizag@o desse trabalho foram mantidos em racks ventiladas
apropriadas e alimentados com racdo granulada para camundongos (Nuvilab®,
fabricado pela Nuvital) e agua potavel ad libitum. Os experimentos que serdo aqui
descritos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica Animal — UFMG sob
protocolo N°159/2012.

5.2 Schistosoma mansoni e a infec¢do experimental

A cepa LE de Schistosoma mansoni vem sendo mantida por 40 anos no
laboratério do Grupo Interdepartamental de Estudos sobre a Esquistossomose - GIDE.
Esta cepa foi isolada de um paciente (Luis Evangelista de Belo Horizonte — MG)
(\Valadares et al. 1981) e tem sido mantida através de sucessivas infeccdes em hamsters
(Mesocricetus auratus) e caramujos Biomphalaria glabrata, de acordo com a técnica
descrita por Pellegrino & Katz (1968). Para infec¢do dos camundongos Balb/c (WT) e
(ST2 ) foram utilizadas cercarias obtidas de B. glabrata infectados e expostos por 4h &
iluminacdo artificial em &dgua desclorada. As cercarias obtidas foram analisadas quanto a
sua viabilidade, posteriormente concentradas e contadas, com o auxilio de uma lupa,
sendo inoculadas, por via subcutanea, 25 ou 50 cercérias por animal (Pellegrino &
Macedo 1995). Os animais foram acompanhados até 14 semanas para as avaliacfes

propostas.
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5.3 Delineamento experimental

As linhagens de camundongos utilizadas para a realizagdo deste trabalho foram
Balb/c WT e os camundongos geneticamente deficientes na producdo do receptor da
citocina IL-33 (ST27). Para os experimentos de quantificacio da carga parasitaria
(recuperacdo de vermes adultos, ovos encontrados nas fezes e ovos retidos no intestino
grosso e delgado), andlise histopatoldgica e curva de mortalidade, animais de cada
linhagem foram infectados experimentalmente com 25 cercérias e acompanhados por
até 14 semanas de infeccdo (figura 7). Para cada experimento, amostras de intestino
delgado e grosso de 3-4 animais de cada grupo experimental foram processadas
exclusivamente para andlise histopatoldgica, pois a técnica de perfusdo ou digestdo
danifica os tecidos.

Com intencdo de intensificar a patologia desenvolvida na infeccdo de S.mansoni,
um segundo grupo de camundongos Balb/c WT e ST2” foram infectados com 50
cercarias, e desta forma avaliou-se os parametros da resposta imunoldgica e da
morbidade, como monitoramento do peso, parametros hematoldgicos e nutricionais,
esses animais também foram acompanhados por até 14 semanas de infeccéo (figura 8).
Em um experimento a parte, camundongos Balb/c WT e ST2” foram infectados com 50
cercarias/animal e utilizados para avaliar possivel translocacdo de bactérias intestinais
para circulagdo e outros tecidos do hospedeiro (figura 9). Em cada experimento, um
grupo de 6-8 animais Balb/c WT e outro ST2” ndo infectados foram mantidos como
controle.

Os camundongos foram semanalmente pesados e acompanhados quanto ao
desenvolvimento da infeccdo. Apds 8 e 14 semanas de infeccdo, fase aguda e cronica
respectivamente, um grupo 6-10 camundongos de cada grupo experimental foi
anestesiado com Ketamina/Xilazina (88 mg/Kg de Dopalen — Sespo Industria e
comércio Ltda, Jacarei - SP - Br + 16 mg/Kg de Kensol — Laboratérios kding S.A. —
Avellaneda - Argentina), eutanaziado por deslocamento cervical e necropsiado para
realizacdo dos ensaios propostos, como mostra a figura 7 e figura 8. Todos 0s ensaios

foram repetidos pelo menos duas vezes para confirmacao dos dados.
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Figura 7. Organograma experimental 1. Delineamento experimental das técnicas realizadas com os
camundongos Balb/c e ST2" infectados com 25 cercarias de Schistosoma mansoni. A técnica de
histologia néo foi realizada com 0 mesmo grupo de animais perfundidos.
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Figura 8. Organograma experimental 2. Delineamento experimental das técnicas realizadas com os
camundongos Balb/c e ST2™ infectados com 50 cercérias de Schistosoma mansoni.
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Figura 9. Organograma experimental 3. Delineamento experimental da técnica de translocacdo de
bactérias realizadas com os camundongos Balb/c e ST2” infectados com 50 cercérias de Schistosoma
mansonl.

O intestino delgado e grosso dos animais perfundidos, foi dividido em trés
partes iguais, como mostra a figura 10, a primeira parte foi destinada ao ensaio de
quantificar a atividade da enzima N-acetilglicosamidase (NAG) e dosagem de arginase,
a segunda parte para 0s ensaios de determinacdo da atividade de peroxidase do
eosindfilo (EPO), atividade de mieloperoxidase (MPO), e quantificacdo das citocinas, e
a terceira parte foi utilizada no processo de digestdo para contagem dos ovos retidos nos
orgdos. No grupo dos animais ndo perfundidos, utilizamos a ultima parte do intestino
delgado e a primeira parte do intestino grosso para analise histopatologica, como foi

mostrado em vermelho na figura 10.
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Figura 10. Esquema da divisdo do intestino delgado e grosso. Divisdo do intestino delgado e grosso
para a realizacdo dos experimentos de quantificacdo a enzima N-acetilglicosamidase (NAG) e dosagem
de arginase, determinacdo da atividade de peroxidase do eosindfilo (EPO) e atividade de mieloperoxidase
(MPO), quantificacdo das citocinas, digestdo (contagem dos ovos retidos nos 6rgdos) em animais

perfundidos e para analise histopatoldgica (histologia) em animais nao perfundidos.

5.4 Avaliacao da infeccéo

5.4.1 Quantificacdo dos ovos de Schistosoma mansoni nas fezes

Os animais foram colocados em caixas individuais na noite anterior a eutanasia (8
e 14 semanas apés a infec¢do por S. mansoni). No dia seguinte pela manhd, as fezes
foram recolhidas, pesadas, homogeneizadas com solucdo salina e mantidas em volume
definido de solucédo salina contendo 10% de formol. Para estimar a quantidade de ovos,
fez-se a contagem com duas aliquotas de 100 pl da suspensédo de fezes colocadas em
laminas de vidro e todos os campos foram analisados ao microscépio 6ptico. Todos 0s
ovos presentes nas aliquotas foram contados e extrapolados para o nimero total de ovos

na amostra. O nimero de ovos foi expresso por grama de fezes.

5.4.2 Recuperacao dos vermes adultos do sistema porta hepético

Os vermes adultos presentes no sistema porta hepaticos dos camundongos
infectados dos diferentes grupos experimentais foram recuperados e contados ap6s
perfusdo do sistema circulatério, conforme descrito por Pellegrino & Siqueira (1956).
Para isto, a cavidade abdominal dos animais eutanaziados foi exposta e no final do reto
uma ligadura foi feita com linha cirdrgica, em seguida, a veia porta foi seccionada na
regido em que se seguem seus aferentes mesentéricos. Uma agulha acoplada a uma
bomba de perfusdo (Automatic Pippeting Brewer Machine, modelo 60453, B.D) foi
introduzida na aorta torécica para a inoculacdo de solucdo salina a 0,85% contendo 80
unidades/L de heparina. O liquido contendo os vermes adultos extravasa pela veia porta
rompida de cada animal, e o contetdo foi recolhido em béquer individual. Esperou-se

30 minutos até os vermes decantarem. O sobrenadante foi descartado e sedimento foi
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submetido a sucessivas lavagens (trés vezes ou até que o sobrenadante se apresentasse
completamente limpido) em solucdo salina. O material recuperado de cada animal foi
analisado em uma lupa para a contagem dos vermes adultos, sendo estes diferenciados

entre machos e fémeas.

5.4.3 Quantificacédo dos ovos de Schistosoma mansoni nos tecidos

Apos realizar a perfusdo, intestino delgado e grosso de cada camundongo foram
recolhidos e digeridos conforme descrito por Cheveer (1968). Inicialmente os érgdos
foram coletados, pesados, armazenados em tubos de poliestireno de 15 mL e picotados,
em seguida os tubos foram incubados em solucdo de KOH a 5% por 3-4 horas em
banho-maria a 37°C, ou até que ndo mais se observassem a presenca de fragmentos de
tecido. Decorridas as 4 horas os tubos foram centrifugados por 5 vezes a 1.000 rpm
durante 3 minutos com solucdo salina (NaCl 0,85%). Ao final das lavagens o material
foi ressuspendido em formalina tamponada 10% e armazenado a 4°C para contagens.
Para a contagem, duas aliquotas de 100 pul da suspensdo total de tecido digerido foram
colocadas em uma lamina de vidro e observadas em todos 0s campos ao microscopio
Optico. Todos os ovos na aliquota foram contados e o valor foi calculado para o peso

total do 6rgao.

5.5 Avaliacges da resposta imunologica
5.5.1 Quantificacao das citocinas

Para estimar a producéo de citocinas nos intestinos, 100 mg do intestino delgado e
intestino grosso de cada camundongo Balb/c WT e ST2 ™, infectados e ndo infectados,
foram processados em um homogeneizador de tecidos (Power General 125; Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA) na presenca de 1mL de Tampdo de PBS contento 0,5 %
Tween 20; 0,5% de albumina bovina (BSA); 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsufonila;
0,1mM de cloreto benzetbnico; 10 mM de EDTA e 20 Ul de aprotinina. O homogenato
resultante foi centrifugado por 10 min a 3000 g a 4°C e o sobrenadante foi recolhido,
aliguotado e imediatamente congelado a - 20°C para dosagem de citocinas. O
precipitado foi processado para a determinacdo da atividade de EPO e MPO, conforme
sera detalhado a seguir.

A quantificacdo de citocinas no homogenato de intestino delgado e grosso foi

realizada através da técnica de ELISA Sanduiche, utilizando kits comercialmente
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disponiveis para quantificar IL-4, IL-5, IL-13, IL-17, IFN- vy, TGF-p de camundongos
(DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN), seguindo as instrucdes do fabricante.

Incialmente sensibilizou-se uma placa de 96 pocos “Half Area” (High Bind)
(Greiner Bio-one) com 25 pl/pogo de PBS contendo concentracdo adequada do
anticorpo de captura, anti-citocina de interesse. Esta solucdo permaneceu em contato
com a placa overnight e, ap6s este periodo, a placa foi lavada 3 vezes com PBS
contendo 0,05% Tween 20. Logo em seguida, adicionou-se 200 ul/pogo de PBS
contendo 1% de albumina de soro bovino- (BSA - Sigma) e incubou-se por 2h em
temperatura ambiente. Apos lavagem da placa, 100 ul/ poco de PBS contendo a citocina
recombinante de interesse em concentragdes conhecidas ou as amostras de sobrenadante
do homogenato de tecido, diluidas 1:2 em PBS contendo 0,1 % BSA foram adicionados
a placa que permaneceu incubada durante 24 horas. Apos novo ciclo de lavagem,
adicionou-se a placa contendo PBS o anticorpo de detec¢do conjugado a biotina na
concentracdo definida pelo fabricante e a placa foi incubada por 2 h em temperatura
ambiente. Posteriormente, apds a lavagem, foi adicionada a placa, 100 ul/ pogo de
PBS/BSA 0,1% contendo Streptoavidina conjugada a peroxidase (diluido 1: 2000).
Apdbs 30 min, a placa foi lavada e a reacdo revelada pela adicdo de tampéo citrato
contendo o substrato (4mM OPD, H202 em 0,05 M de tampéo citrato, pH 5). A reagéo
foi interrompida com H2S04 4N. O produto da oxidagdo do OPD foi entdo detectado por
colorimetria em um leitor de placas de ELISA (Status-Labsystems Multiskan RC,
Helsinki, Finland) no comprimento de onda 492nm. Para inferir a quantidade de
citocinas presente na amostra, o resultado da leitura de absorbancia das amostras foi
interpolado a curva padrdo gerada pela diluicdo seriada de quantidades conhecidas de
citocinas. Sendo a sensibilidade dos testes de I1L-4 e 1L-17 15,62 pg/ml, de IL-5e IFN-y
31,25 pg/ml, da citocina IL-13 62,5 pg/ml e para o teste de TGF-p a sensibilidade ¢é de
7,5 pg/ ml.

5.5.2 Infiltracdo celular no intestino

As amostras de intestino delgado e intestino grosso, coletadas de camundongos
WT e ST2” infectados com 8 e 14 semanas de infeccdo com S. mansoni e seus
controles foram processadas e utilizadas para avaliacdo histopatoldgica e para estimar a
infiltracdo/atividade de macrofagos, eosinofilos e neutréfilos indiretamente através de

atividade enzimética conforme detalhado a seguir.
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5.5.2.1 Determinacéo da atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG)

A atividade da enzima N-acetilglicosaminidase € uma estimativa indireta do
ecrutamento de macrofagos para um dado 6rgdo (Green et al. 1980), sendo assim €
utilizada para estimar a infiltracdo de macrofagos em amostras de tecidos, onde a
reatividade cruzada com enzimas de neutrofilos € minima. Este ensaio foi incialmente
descrito por Barcelos et al.(2005) e seguimos as orientacGes do autor. Para isto, 50 mg
de intestino delgado ou grosso foram pesados e processados em um homogeneizador de
tecidos em 950ul de tampéo de extracdo (NaCl 0,1 M, Na3PO4 0,02 M e Na2EDTA
0,015M pH 4,7). O material foi centrifugado a 3000 g a 4°C por 10 min. O sobrenadante
foi entdo descartado e eventuais eritrocitos foram lisados pela adicdo de solugéo
hipotdnica 750 ul de NaCl 0,2% e apds 30 segundos, a osmolaridade foi restabelecida
pela adicdo de 750 pul de NaCl 1,6% + glicose 5%. As amostras foram mais uma vez
centrifugadas (3000 x g a 4°C por 10 min) e o sobrenadante descartado. O pellet foi
ressuspenso em 1,0 ml de solucdo de Triton x-100 em NaCl 0,9%. A suspensao
resultante foi centrifugada a 4° C por 10 min 300 x g e o sobrenadante utilizado para o
ensaio enzimatico.

Em uma placa de 96 pocos (Plate Flat Bottom SARSTEDT, Inc. USA),
adicionou-se um volume de 100 pl em duplicata. Acrescentou-se o substrato (p-
nitrofenil-N acetil-p- glicosamina) diluido em tampdo citrato/fosfato (acido citrico 0,1
M, Na2HPO4 0,1 M, pH 4,5) na concentracdo de 0,767 g/ml e a placa foi incubada a
37° C por 10 minutos. O produto final foi gerado pela adigdo de 100 pl de tampao
glicina (Glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH 0,8 M pH 10,6). A absorbancia foi
quantificada em leitor de ELISA (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland)

em comprimento de onda igual a 400 nm.

5.5.2.2 Dosagem da Atividade de Arginase

Macrofagos alternativamente ativados expressam arginase-1(ARG1) e a
atividade desta enzima esta relacionada a proliferacdo de células e a sintese de colageno
(Baron & Wynn 2011). Para a dosagem desta enzima, 50 mg de intestino grosso e
delgado foram pesados e processados como descrito anteriormente para a técnica de

quantificacdo de N-acetilglicosamidase. Foram adicionados 50ul das amostras em uma
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placa de transferéncia e em seguida acrescentou-se 50ul de MnCI2 (10mM) e 50ul de
Tris-HCI (50mM e pH 7,5) em cada poco e a placa foi aquecida a 55°C por 10 minutos.
Com uma aliquota de 25ul da amostra obtida na etapa anterior foram adicionados 25pul
de solucdo 0,5 M L-Arginina e a mistura foi incubada por 1 h a 37°C. A reacdo foi
interrompida apds adicdo de 200ul da mistura acida contendo H,SO4, H3PO4, € H,O
(1:3:7). Em seguida acrescentou-se 13ul de a-isonitrosopropiophenonea (IPSF) 9%
seguido de aquecimento a 95°C por 45 minutos e incubagdo no escuro por 10 minutos.
Decorridos os 10 minutos, realizou-se a leitura de absorbancia medida no comprimento
de onda de 540 nm usando leitor de microplacas Spectra Max (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA), para estimar a formacdo de ureia. A concentragdo de ureia nas
amostras foi obtida através da comparacdo da absorbancia da curva padrdo construida
com amostras de concentracdo conhecida de uréia (diluicdo seriada a partir de 1mg/ml)

diluidas nas mesmas condicGes do ensaio.

5.5.2.3 Determinacéo da Atividade de Peroxidase de Eosindfilos (EPO)

O ensaio da atividade de peroxidase de eosinéfilos € uma forma indireta de
medir a eosinofilia tecidual, conforme originalmente descrito por Strah et al. (1985) e
detalhado em Silveira et al. (2002). Incialmente foram pesados 100 mg do intestino
delgado ou intestino grosso e processados em um homogeneizador de tecidos (Power
General 125; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA), com a solucéo de extracdo de citocinas
(0,5 % Tween 20; 0,5% BSA-Sigma; 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsufonila, 0,1mM
de cloreto benzetdnico, 10 mM de EDTA e 20 Ul de aprotinina). O sobrenadante foi
armazenado para dosagem de citocinas como detalhado anteriormente, e o pellet
utilizado para quantificacdo de EPO e MPO. Eventuais eritrocitos presentes no pellet
foram lisados pela adicdo de 1,5 ml de salina 0,2% seguida de 1,5ml de salina 1,6%
contendo 5% de glicose. As amostras foram homogeneizadas e o homogenato dividido
em 2 (uma parte para EPO e outra para o ensaio de MPO).

As amostras destinadas a quantificacdo de EPO foram centrifugadas a 3000x g
a 4° C e o sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi re-suspenso em 950 ul de PBS
contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB - Sigma). As amostras
foram congeladas e descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido, centrifugadas a
3000 x g a 4°C por 10 min. Em seguida o sobrenadante foi utilizado para o ensaio

enzimatico, para isto, 75 ul de cada amostra ou somente diluente (branco) serdo
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adicionados a placas de 96 pocos (Plate Flat Bottom — SARSTEDT, Inc. USA)
juntamente com 75 pl da solu¢do do substrato (tampao tris-HCL pH 8,0 contendo 1,5
mM o-fenilenodiamina-OPD e 6,6 mM de H202). Apds o desenvolvimento de cor a
reacdo sera interrompida pela adicao de 50 ul de H2SO4 4N. A absorbancia sera lida a
492 nm em leitor para microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki,
Finland).

5.5.2.4 Quantificacdo da Mieloperoxidase (MPO)

O ensaio de quantificacdo de mieloperoxidase (MPQO) tem o objetivo de medir
de forma indireta a infiltrac&o e/ou ativacéo de neutrofilos no tecido, conforme descrito
pela primeira vez por Bailey (1988) e detalhado por Barcelos et al. (2005). O tecido foi
processado como descrito anteriormente no ensaio de EPO. As amostras destinadas a
este ensaio foram centrifugadas a 3000x g a 4°C por 10 min o sobrenadante foi
desprezado. Uma ressuspencdo do pellet foi feita com 200 ul de tampao fosfato (0,1 M
NaCl, 0,02 M NaPO4, 0,015 M NaEDTA, pH 4,7). A solucdo foi homogeneizada e
centrifugada a 3000x g por 10 minutos a 4°C. O precipitado foi homogeneizado
novamente em tampéao (0,05 M NaPO4 pH 5,4 acrescido de 0,5 % HTAB), seguido de
trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido, assim como para
0 ensaio de EPO. Em seguida, a solucdo foi centrifugada por 15 minutos a 3000x g e a
4°C e o sobrenadante utilizado para realizacdo do método colorimétrico. Para 0 método
colorimétrico 25 pL da amostra serdo acrescentados a placas de 96 pogos (Plate Flat
Bottom — SARSTEDT, Inc. USA) contendo 25 upL de substrato (3,3’- 5,5 —
tetramethylbenzine — TMB diluido em dimetilsulféxido — DMSO na concentracéo final
de 1,6 mM). Em seguida, foi feita a incubacdo a 37 °C por 5 min. Decorridos os 5
minutos, 100ul da solugdo contendo H202 0,5 mM diluido em tampao fosfato (0,05 M
de Na3PO4, pH 5,4 contendo 0,5% de HTAB) foram adicionados e incubados a 37 °C
por 5 min. O interrupcdo da reacdo foi dada pela adi¢do de 50 ul de H2SO4 1M e
quantificada através da absorbancia em leitor para microplacas (Status-Labsystems

Multiskan RC, Helsinki, Finland) em comprimento de onda 450nm.
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5.6 Monitoramento do peso

Os grupos experimentais Balb/c WT e ST2"" infectados e ndo infectados tiveram
seu peso aferido em balanca eletrénica (BioPrecisa Eletronic Balance FA2104N)
semanalmente, para posterior comparacdo com os dados nutricionais e de mortalidade

entre 0s grupos.

5.7 Avaliacgao patologica

5.7.1 Curva de Mortalidade

Para a realizacdo da curva de mortalidade os grupos de camundongos Balb/c
WT e ST2” infectados com S.mansoni foram observados semanalmente durante 14

semanas, e 0s eventuais casos de 6bitos foram anotados.

5.7.2 Avaliacdo do sangue oculto nas fezes

Uma amostra das fezes coletadas de camundongos Balb/c e ST2”para a
contagem dos ovos foi separada e imediatamente utilizada para realizagdo do teste de
sangue oculto. Incialmente as fezes foram diluidas com uma gota de salina em uma
placa de Petri, posteriormente transferidas para o cartdo de teste onde o teste foi
realizado conforme a descricdo do fabricante (kit Hexagon OBScreen - Invitro). O
resultado foi dado através da coloracdo obtida nos cartdes, quando apresentaram a
coloragéo azul escuro foi dado positivo para o encontro de sangue oculto nas fezes.

5.7.3 Anélise histopatoldgica

Para analises histopatoldgicas, amostras de intestino delgado e grosso foram
removida e lavada em solucdo salina 0,85%, pH 7,2 a 37°C em seguida fixadas em
formalina tamponada (tampéo fosfato contendo 10% de solugcdo de formalina). Vinte e
quatro horas apés a fixacdo, as amostras foram lavadas por 3 h em agua corrente e
colocadas em alcool 70%. Em seguida, todo o material passou por uma desidratacéo
progressiva em séries crescentes de alcool (70° GL a absoluto), clarificado em xilol e
embebido em parafina. O tecido emblocado foi utilizado para realizagdo de cortes de
4um de espessura, que foram corados com hematoxilina-eosina (HE) (Junqueira et al.

1979; Montes 1996) para observacdo do infiltrado inflamatorio e lesbes provocadas
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pela infeccdo. As laminas coradas foram analisadas ao microscopio Optico para
caracterizacdo do infiltrado inflamatério e da composicdo dos granulomas formados ao
redor de ovos depositados nestes tecidos.

5.8 Tratamento com antibiotico

Os grupos de animais infectados Balb/c WT e ST2 ™, foram divididos em dois
grupos experimentais, os tratados e os nédo tratados. Cada animal do grupo tratado
recebeu, a partir da 92 semana de infeccdo, 100 pL de enrofloxacina via intraperitoneal
(Baytril® solugdo 5% injetavel - Bayer), trés vezes por semana. As enrofloxacinas s&o
derivadas do acido quinoloncarboxilico e atuam na inibicdo da girase, enzima
fundamental na replicacdo do DNA bacteriano, que ao ser inativada provoca transtornos
funcionais, resultando na destruicdo da bactéria (Scheer 1987). A mortalidade foi
acompanhada diariamente e ao iniciar a 14® semana de infeccdo, 0s animais
sobreviventes de cada grupo experimental foram submetidos ao ensaio de avaliacdo de

translocacédo de bactérias.

5.9 Avaliacéo de translocagdo de bactérias

Para confirmar uma possivel infeccdo secundaria por bactérias nos
camundongos infectados por S. mansoni, realizamos o ensaio de translocacdo de
bactérias, no periodo de 8 e 14 semanas de infeccdo. Os camundongos tratados e nao
tratados com Baytril® foram anestesiados e eutanasiados como descrito anteriormente,
em seguida submetidos a antissepsia com alcool iodado (iodopovidona) por todo corpo
do animal e a necropsia foi realizada em capela de fluxo laminar (BioSeg 12
equipamentos de seguranca) em condicdes estéreis. A regido peritoneal de cada animal
foi aberta longitudinalmente, a veia cava foi exposta e uma amostra de 0,5 mL de
sangue foi imediatamente coletada e transferida para um tubo tipo eppendorff contendo
10 pL de heparina (5.000U1/0,25mL). Apés a coleta do sangue, foram recolhidos e
pesados aproximadamente 70 mg de baco, figado (lobo menor), e o linfonodo
mesenteérico inteiro. Os 6rgaos foram macerados com auxilio de bastbes de vidro estéril
e homogeneizados em tubos de 5 mL com 0,5 PBS estéril. Em seguida, 0,5 mL de todas
as amostras teciduais e de sangue, foram transferidas para tubos contento 2 mL do meio
BHI (Infusdo de cérebro e coracdo, Difco, Sdo Paulo, SP, Brasil) e posteriormente
incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C, uma primeira leitura das culturas foi

realizada em 24 horas, caso ndo fosse observado crescimento bacteriano as amostras
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ficaram incubadas por mais 24 horas a 37°C. Quando observado turbidez nos tubos
contendo meio BHI, as amostras foram semeadas em placas de Petri com meios de
cultivo especificos para cada grupo de micro-organismos especificos: bactérias gram-
positivos (Agar sangue e Agar chocolate, ambos BioMerieux, Marcy |"Etoile, Francia),
bactérias gram-negativos (Agar MacConkey, BioMerieux, Marcy | Etoile, Francia), 0s
micro-organismos anaerobios foram definidos pela turbidez no meio BHI e o nédo
crescimento bacteriano nos meios citados acima. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37°C, e as leituras foram ser realizadas em 24, 48 e 72 horas. Os

resultados foram apresentados quanto a presenca ou auséncia de bactérias nas amostras.

5.10 Obtencé&o do soro

O sangue recolhido de cada animal experimental permaneceu em temperatura
ambiente até coagular e posteriormente foi mantido a 4 °C, por cerca de 12 h, para
retracdo do coagulo. Apos a formacédo e retracdo do coagulo, o sangue foi centrifugado
(1500 xg a 4 °C por 10 minutos) e o soro retirado, aliquotado e mantido a — 20°C. Com
0 soro coletado dos animais nos dias de eutanasia foram utilizados para a avaliacdo de

albumina utilizando um kit comercialmente disponivel.

5.11 Avaliago de Albumina

Para a dosagem de albumina, utilizamos o kit comercial Albumina (Labtest®).
Acrescentamos 2L de amostras de soro dos animais ndo infectados e infectados Balb/c
WT e ST2"" em uma placa de 96 pocos (Plate Flat Bottom — SARSTEDT, Inc. USA).
Para a curva padrdo utilizamos 6 pogos com uma diluicdo seriada (2 pL PBS1x + 2uL
Reagente 1- padrdo). Em seguida, adicionamos o reagente 2 em toda a placa. A placa foi
vedada com fita adesiva e acondicionada em local escuro por 10 minutos. Decorridos 0s
10 minutos, realizou-se a leitura de absorbancia medida no comprimento de onda de 630
nm usando o leitor de microplacas Spectra Max (Molecular Devices, Sunnyvale, CA),

para estimar a presenca de albumina nas amostras de soro.

5.12 Hemograma

Com o intuito de avaliar os parametros hematol6gicos, coletamos amostras de

sangue total dos animais Balb/c WT e ST2"" infectados e néo infectados, durante a 82, 92

53



e 10% semana de infeccdo por S.mansoni. Essas amostras foram acondicionadas em
tubos de 0,5 mL de EDTA K2 (Vacuplast) e posteriormente realizamos a leitura das
amostras na maquina hematolégica ABC-Vet Animal Blood Counter no laboratdrio de
Biomarcadores no Centro de Pesquisa René Rachou: Fiocruz Minas. Os parametros
obtidos pela leitura foram: contagem de células brancas, nimero absoluto de linfécitos,
mondcitos e granulécitos, contagem de células vermelhas, hemoglobina, hematdcrito,

volume corpuscular médio, contagem de plaquetas e volume plaquetario médio.

5.13 Analises estatisticas

Todos os dados obtidos foram analisados pelo Software Graphpad QuickCalcs
para verificacdo das amostras outlier com valor de a 0,05. Com auxilio do Software
Graphpad Prism versdo 5, as andlises estatisticas foram realizadas. Inicialmente os
dados foram submetidos a um Teste de Normalidade (teste de Kolmogorov-Sirnov). Os
dados paramétricos foram apresentados como média * erro padrdo, sendo que a
comparacdo entre os grupos foi realizada pelo Teste T Student, quando comparado
apenas dois grupos, ou andlise de variancia (ANOVA), seguidos pelo Teste de
Newman-Keuls Multiple Comparison Test para multiplas comparagdes. Os dados com
distribuicdo ndo paramétrica foram submetidos ao Teste Kruskal-Walls para dois grupos
ou foram submetidos ao Teste de Dunn’s para maltiplas comparagdes. O intervalo de
confianca foi fixado em 95% e as diferengas foram consideradas significativas para p<
0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 AvaliacBes parasitoldgicas em camundongos Balb/c WT e ST2 7 infectados por
S.mansoni

Com a inoculacdo de 25 cercérias de S. mansoni, foi possivel estimar a carga
parasitaria dos camundongos Balb/c WT e ST2™", através da quantificacdo de vermes
adultos recuperados pela técnica de perfusdo sanguinea, pela contagem de ovos
eliminados nas fezes e daqueles que ficaram retidos nos tecidos.

Na 8% semana de infeccdo (fase aguda), foram recuperados em média 3,78 +
0,55 vermes nos camundongos Balb/c e 6,08 + 1,30 em camundongos ST2"" (grafico
1A). Ja na fase cronica, na 14% semana apo6s a infec¢do, foi recuperado em média 5,59 +
0,99 vermes adultos em camundongos Balb/c e 6,41 + 0,68 nos camundongos ST27",
ndo sendo verificada diferenca significativa na recuperacdo de vermes entre 0s grupos
experimentais tanto na fase aguda como na fase cronica da infeccdo (grafico 1B).
Também ndo verificamos diferenca no nimero de fémeas ou de machos recuperados de

ambos os grupos experimentais (grafico 1A e 1B).
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Gréfico 1. Namero de vermes (machos, feméas e total) recuperados pela técnica de perfusdo, na
fase aguda e na fase cronica da infeccdo por S.mansoni em camundongos Balb/c WT e (ST2"). O
namero total de vermes foi estimado a partir da infec¢do subcutanea com 25 cercéarias/camundongos, ap6s
perfusdo sanguinea realizada (A) fase aguda (8 semanas) e (B) fase cronica (14 semanas). Os valores
representam a média + EPM de vermes recuperados de camundongos infectados Balb/c (fase aguda,
n=14; fase cronica, n=22) e (ST2") (fase aguda, n=12; fase cronica, n=24), referentes a 3 experimentos
independentes. Analise ANOVA test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.
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Em relacdo a eliminacdo de ovos nas fezes, nos camundongos Balb/c WT
foram quantificados em média 578,2 + 129,4 ovos/g de fezes e nos camundongos ST2""
em média 1541 £ 223,9 ovos/g de fezes durante a fase aguda. Na fase crénica, foram
recuperados em media 885,1 + 178,6 ovos/g de fezes nos camundongos Balb/c e 785,9
+ 100,5 ovos/g de fazes nos camundongos ST2”". Durante a fase aguda, houve um

-

aumento significativo de ovos eliminados nas fezes dos animais ST2"" em relagdo aos

Balb/c WT, o que néo é visto durante a fase crénica da infeccdo (gréafico 2).
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Gréfico 2. Nimero de ovos presentes nas fezes de camundongos Balb/c e ST2 ™, em 8 e 14 semanas
apos a infeccdo por S. mansoni, fase aguda e fase crbnica respectivamente.O nimero total de ovos
eliminados por grama de fezes foi estimado a partir da infeccdo subcutdnea com 25
cercarias/camundongos, apds contagem ao microscopio Optico, em fase aguda (8 semanas) e fase cronica
(14 semanas). Os valores representam a média + EPM de ovos do parasito eliminados por gramas de
fezes de camundongos Balb/c (fase aguda, n=25; fase cronica, =25) e ST2 ™ (fase aguda, n=26; fase
crénica, n=25), referentes a 3 experimentos independentes. # representa p <0,05 na comparacdo entre o
nimero de ovos quantificados na fase aguda (8 semanas) e fase cronica( 14 semanas) da infecgdo S.
mansoni em camundongos com o mesmo genotipo e ** representa p<0,001 para comparagdo entre
camundongos de diferentes geno6tipos. Analise ANOVA post-test Newman-Keuls Multiple Comparison
Test.

No decorrer da infec¢do por S. mansoni ocorre aumento progressivo do nimero
de ovos acumulados no intestino em ambos 0s grupos experimentais (grafico 3).
Durante a fase aguda da esquistossomose experimental, ndo foi observada diferencga
significativa no nimero de ovos retidos no intestino, delgado ou grosso, dos animais
ST2"" comparado com WT. Entretanto, na fase cronica da esquistossomose houve um
maior niimero de ovos acumulados no intestino delgado e grosso dos animais ST2”" que
em WT, sendo que no intestino delgado a diferenca no nimero de ovos entre 0S grupos

experimentais foi estatistica.

56



Intestino Delgado .
9 Intestino Grosso

. 15000~
200001 El Balb/c
El Balb/c
B g7
= gt
O 10000
Q (=2
2 @
0 o
< 5
3 50001
0_
8 14 8 14
Semanas apoés infecgdo Semanas apds infecgao

Gréfico 3. Numero de ovos retidos no intestino delgado e intestino grosso na fase aguda e crdnica da
infeccdo por S. mansoni em camundongos Balb/c e ST2”". Os valores representam a média + EPM de
ovos de S. mansoni quantificados apds digestdo completa com KOH 5% do intestino delgado e grosso de
camundongos infectados com 25 cercarias. Balb/c (fase aguda, n= 5 fase cronica, n=5) e ST2" (fase
aguda, n= 4 e fase cronica, n=5). # representa p <0,05 na comparacdo entre 0 nimero de ovos
quantificados entre a fase aguda (8 semanas) e fase crénica( 14 semanas) da infeccdo S. mansoni em
camundongos com o mesmo gendtipo. * representa p<0,05 para comparagdo entre camundongos de
diferentes gendtipos. Anélise ANOVA post-test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

6.2 Perfil da resposta imunoldgica induzida pela infeccdo por S.mansoni em
camundongos Balb/c WT e ST27-

6.2.1 Quantificacao de leucécitos no sangue periférico

O numero total de leucdcitos foi estimado em amostras de sangue coletada no
decorrer da infeccdo por S. mansoni em camundongos WT e ST2 " com auxilio do
equipamento ABC-Vet Animal Blood Counter. Verificamos em camundongos WT um
aumento significativo do nimero de leucdocitos no sangue ap6s 9 semanas de infeccéo,
que posteriormente retornou aos valores normais. Ja nos animais ST27 foi observado
um aumento progressivo do numero de leucdcitos da 82 até a 10* semana (grafico 4).
Quando o ndmero de leucdcitos circulantes estimado em camundongos WT foi
comparado com o ST2 7", foi possivel constatar que o aumento de células observada em
camundongos WT com 9 semanas de infeccdo foi estatisticamente diferente do

observado em ST27 (grafico 4).
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Gréfico 4.Contagem de células sanguineas em amostras de sangue total dos animais Balb/c WT e
ST2" de 8 e 9 semanas apds infeccdo com S.mansoni. Os valores representam a média + EPM de
leucdcitos encontrados no sangue de camundongos Balb/c WT (8 semanas, n=10; 9 semanas, n=13; 10
semanas, n=16) e ST2" (8 semanas, n=10; 9 semanas, n=12; 10 semanas, n=11) infectados por via
subcutanea com 50 cercarias/animal e submetidos a coleta de sangue na 8?2 92 e 102 semana de infec¢do.
Resultados obtidos pela maquina hematoldégica ABC-Vet Animal Blood Counter. ## representa p < 0,01
em comparacdo aos animais do mesmo gendtipo. * representa p<0,05 para comparagdo entre
camundongos de diferentes geno6tipos. Analise ANOVA post-test Newman-Keuls Multiple Comparison
Test.

6.2.2 Producdo de citocinas no intestino delgado e grosso

Os niveis das citocinas foram quantificados a partir do homogenato de intestino
delgado e intestino grosso, na fase aguda e cronica da infeccdo. No homogenato de
intestino delgado dos animais infectados ndo foram detectadas diferencas significativas
ha concentragdo das citocinas avaliadas entre camundongos Balb/c WT e ST2” no
periodo examinado.

No homogenato de intestino grosso, a concentracdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-17 e INF-y (perfil Thl) estdo representadas no gréfico 5. Observamos
em ambas as linhagens um aumento da concentracdo de citocina IL-17 da fase aguda
para fase cronica, no intestino grosso (grafico 5A). Comparando os dois grupos,
observamos que 0 homogenato de intestino grosso de animais Balb/c WT apresentaram
valores superiores de IL-17 que em ST2 " ap6s 8 semanas de infecgdo. Para demonstrar
a inducdo da resposta Th1l, quantificamos os niveis da citocina INF-y. Da mesma forma,
para esta citocina observamos um aumento dos niveis da fase aguda para a fase cronica

para 0s animais Balb/c WT e ST2 7 no intestino grosso, porém a concentragdo desta
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citocina nao foi estatisticamente diferente entre Balb/c WT e ST2 " em cada periodo da

infeccdo (gréafico 5B).
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Grafico 5. Concentracéo de citocinas pro-inflamatdria IL-17 e IFN-y no homogenato de intestino
grosso em animais Balb/c WT e ST2" durante a infeccdo por S.mansoni. Os valores representam a
média £ EPM da concentracdo de IL-17 (A) e IFN-y (B) estimada pela técnica de ELISA no homogenato
de intestino delgado e grosso de camundongos Balb/c WT e ST2 7 infectados subcutaneamente com 50
cercarias/animal e necropsiados ap6s 8 semanas de infec¢do (fase aguda) e 14 semanas (fase cronica).
Para o0 intestino grosso: Balb/c n=4/8 animais; ST2” n=5/8 animais (fase aguda/fase cronica,
respectivamente). ## representa p < 0,01 e # representa p<0,05 em comparagdo aos animais do mesmo
genotipo. * representa p<0,05 para comparacdo entre camundongos de diferentes gendtipos. Anélise
ANOVA post-test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

A concentracdo das citocinas que caracterizam a resposta Th2, como IL-4, IL-5
e IL-13, e que sdo essenciais para formacdo do granuloma também foi quantificada no
homogenato de intestino grosso dos camundongos experimentais (grafico 6). Nossos
dados mostram que a infecc¢do por S. mansoni resultou em aumento da concentracao de
IL-4, IL-5 e IL-13 no intestino grosso dos animais Balb/c WT. Entretanto, nos
camundongos ST27 a concentracdo destas citocinas ndo aumentou significativamente
no decorrer da infeccdo, sendo verificado que durante a fase aguda da esquistossomose
a concentracdo de IL-4 e IL-5 no homogenato intestinal de camundongos ST27 foi
estatisticamente menor que em camundongos WT (grafico 6A e 6B). Apesar da menor
concentracdo de IL-13 no homogenato intestinal de camundongos ST27" em
comparacdo com Balb/c WT, os valores foram significativamente menores somente na

fase cronica da infecgéo (gréafico 6C).
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Grafico 6. Concentragdo de citocinas de perfil Th2 no homogenato de intestino grosso em animais
Balb/c WT e ST2” durante a infeccdo por S.mansoni. Os valores representam a média + EPM da
concentragdo de IL-4 (A), IL-5 (B) e IL-13 (C) estimada pela técnica de ELISA no homogenato de
intestino delgado e grosso de camundongos Balb/c WT e ST2 " infectados subcutaneamente com 50
cercarias/animal e necropsiados na fase aguda infecgdo (8 semanas) e fase crénica (14 semanas). Balb/c
n=4/8 animais; ST2" n=5/8 animais (fase aguda/fase cronica, respectivamente). ). ## representa p < 0,01
em comparagdo aos animais do mesmo genotipo.* representa p < 0,05 e ** p<0,0lem comparagao aos
animais Balb/c (WT) e ST2 ™. Andlise no decorrer da infeccdo ANOVA post-test Newman-Keuls
Multiple Comparison Test, entre 0s grupos Test Student T.

Em relacdo a citocina pro-fibrotica TGF-p, foi verificado uma tendéncia de
aumento da sua concentra¢do no intestino grosso para ambas as linhagens, porém sem

diferenca estatistica (grafico 7).
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Gréfico 7. Concentracdo de citocina de perfil modulatério no homogenato de intestino grosso em
animais Balb/c WT e ST2” durante a infeccdo por S.mansoni. Os valores representam a mediana da
concentragdo de TGF-B estimada pela técnica de ELISA no homogenato de intestino grosso de
camundongos Balb/c WT e ST2 7 infectados subcutaneamente com 50 cercarias/animal e necropsiados
na fase aguda infeccdo (8 semanas) e fase cronica (14 semanas). Balb/c n=4/8 animais; ST2"" n=5/8
animais (fase aguda/fase crbnica, respectivamente). Analise Kruskal-Walls test- post test Dunns.

6.3 Avaliacdo histopatoldgica

Ao alcancar 14 semanas de infec¢do, realizamos a andlise histopatoldgica e esta
demonstrou que os animais ndo deficientes (Balb/c) apresentaram uma coalescéncia
maior de granulomas, com pouca celularidade e com uma deposi¢do concentricamente
organizada de fibras e matriz extracelular bem desenvolvida ao redor dos ovos de
S.mansoni (Figura 10A). Em contraste, nos animais ST2”" os granulomas intestinais
apresentaram um formato desorganizado, com areas de intensa infiltracdo celular
aparentando maiores dimensGes, menor deposicdo de matriz extracelular, e ainda,
observou-se um aspecto mais exsudativo do que fibrotico, sugerindo auséncia do
processo de imunomodulagdo da reacdo. Além disso, nos animais ST27 foram

verificada areas de grande destrui¢do da arquitetura tecidual (Figura 10B).
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Figura 10. Fotomicrografias de cortes histolégicos de tecido intestinal de camundongos durante fase
cronica (14 semanas) da infeccdo por S. mansoni, coradas com Hematoxilina-Eosina. Todos os cortes
foram fotografados em aumento de 20x. A e B animais Balb/c (WT) e ST2™" infectados respectivamente.

6.4 Infiltrado celular no tecido intestino delgado e grosso

Para estimar indiretamente a ativacdo/infiltracdo de eosindfilos no intestino
delgado e grosso dos animais experimentais, realizamos a quantificagdo da atividade de
peroxidase de eosinéfilo (EPO) no homogenato destes tecidos. Os dados demonstraram
que a infeccdo por S. mansoni induz aumento da atividade de EPO no intestino do
hospedeiro, especialmente na fase aguda da infec¢do. No intestino delgado, o aumento
da atividade de EPO foi de mais de 5 vezes o nivel basal. Em camundongos ST2", a
infeccdo por S. mansoni também induziu aumento da atividade de EPO no intestino do
hospedeiro, mas os niveis foram estatisticamente menores que em WT, especialmente

na fase aguda da infeccéo (grafico 8A e 8B).
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Grafico 8. Atividade de peroxidase de eosindéfilos (EPO) no intestino delgado (A) e grosso (B) de
camundongos Balb/c WT e ST2” durante a fase aguda e fase cronica da infecgdo por S. mansoni. Os
valores representam a média = EPM de absorbancia obtidos com 100 mg de intestino delgado e grosso de
camundongos Balb/c WT e ST2” nio infectados, ap6s 8 (fase aguda) e 14 (fase cronica) semanas da
infeccdo com 50 cercérias/animal de S. mansoni. Para o intestino delgado: Balb/c n=9/15 animais; ST2""
n=10/10 animais (fase aguda/fase cronica, respectivamente). Para o intestino grosso: Balb/c n=9/13
animais; ST2” n=10/11 animais (fase aguda/fase cronica, respectivamente). # representa p<0,05 e ##
representa p < 0,01 e ### representa p < 0,001 em compara¢do aos animais do mesmo gendtipo. **
representa p<0,01 para comparagdo entre camundongos de diferentes gen6tipos. Anélise ANOVA post-
test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

A quantidade relativa de neutrofilos também foi estimada no intestino delgado
(grafico 9A) e grosso (grafico 9B) dos animais Balb/c WT e ST2" no decorrer da
infeccdo experimental. Quando analisamos o intestino delgado, verificamos que a
infeccdo por S. mansoni induz aumento da atividade de mieloperoxidase durante a fase
aguda e esta atividade se mantem elevada na fase crbnica; entretanto, a atividade de
MPO no intestino delgado de camundongos ST27 foi estatisticamente menor que em
WT na fase aguda da esquistossomose (grafico 9A). No intestino grosso, observamos
que para os camundongos WT também houve um aumento durante a fase aguda e este é
progressivo na fase cronica; porém nos camundongos ST27 este aumento foi

estatisticamente menor do que em WT na fase aguda da infeccdo (gréafico 9B).
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Grafico 9. Atividade de mieloperoxidase (MPO) no intestino delgado (A) e grosso (B) de
camundongos Balb/c WT e ST2" durante a fase aguda e fase cronica da infecgdo por S. mansoni.
Os valores representam a média £ EPM de absorbancia obtidos com 100 mg de intestino delgado e grosso
de camundongos Balb/c WT e ST2” nao infectados, apés 8 (fase aguda) e 14 (fase cronica) semanas da
infeccdo com 50 cercérias/animal de S. mansoni. Para o intestino delgado: Balb/c n=10/14 animais; ST2""
n=10/11 animais (fase aguda/fase cronica, respectivamente). Para o intestino grosso: Balb/c n=9/14
animais; ST2” n=10/10 animais (fase aguda/fase cronica, respectivamente). # representa p<0,05 e ##
representa p < 0,01 e ### representa p < 0,001 em compara¢do aos animais do mesmo gendtipo. **
representa p<0,01 para comparagdo entre camundongos de diferentes genotipos. Anéalise ANOVA post-
test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

Apesar de ter sido observado um pequeno aumento na atividade de N-
acetilglicosaminidase (NAG) durante a fase cronica da esquistossomose, ndo foram
detectadas diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais para a quantificacdo da
enzima N-acetilglicosaminidase (NAG) no intestino delgado e grosso durante a fase

cronica da infeccdo por S.mansoni (grafico 10A e 10B).
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Gréfico 10. Atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG) no intestino delgado (A) e grosso (B) de
camundongos Balb/c WT e ST2" durante fase cronica da infeccdo por S. mansoni. Os valores
representam a média + EPM de absorbancia obtidos com 50 mg de intestino delgado e grosso de
camundongos Balb/c (WT) e ST2” ndo infectados, apds 14 (fase cronica) semanas da infeccdo com 50
cercarias/animal de S. mansoni. Para o intestino delgado e grosso: Balb/c n=16 animais; ST2" n=12
animais. Analise ANOVA-post test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

Para caracterizar o perfil de ativacdo dos macrofagos durante a infec¢do por

S.mansoni no intestino delgado e grosso, foi estimada a atividade de arginase 1 e a
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producdo de oxido nitrico. Os niveis de oxido nitrico encontrados no intestino delgado e
grosso dos animais experimentalmente infectados estavam abaixo do detectavel pelo
teste. Verificamos que houve um aumento dos niveis de arginase-1 para 0S
camundongos WT e ST2” no intestino delgado como no grosso durante a fase cronica,

porém este aumento ndo foi significativo (grafico 11A e 11B).
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Grafico 11. Quantificacdo da atividade de arginase no homogenato de intestino delgado (A) e grosso
(B) dos animais Balb/c e ST2” durante a infeccéo cronica por S.mansoni. Os valores representam a
média + EPM obtida com 16 animais Balb/c WT e 12 animais ST2™" infectados por via subcutanea com
50 cercarias/animal e necropsiados ap6s 14 semanas da infeccdo. Analise ANOVA-post test Newman-
Keuls Multiple Comparison Test.

6.6 Curva de mortalidade dos animais infectados por S. mansoni

A partir da primeira semana pos-infec¢cdo com 25 cercarias/camundongo de S.
mansoni, todos os animais foram acompanhados até a 142 semana de infeccdo (fase
crbnica), para analise comparativa da gravidade da patologia induzida pela
esquistossomose nos camundongos Balb/c WT e ST27 (grafico 12). Nao foi verificado
mortalidade de animais nio infectados tanto WT como ST2”". Em camundongos WT a
taxa de sobrevivéncia foi de 85,35 % e 0s Obitos ocorreram a partir da 122 semana de
infeccdo, enquanto que animais ST2”" infectados por S.mansoni obtiveram uma taxa de
sobrevivéncia de 43,35 % e 0s Obitos ocorreram a partir da 10 semana de infecgdo, valor

significativamente menor em comparacdo aos animais Balb/c.
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Gréfico 12. Curva de mortalidade induzida pela infeccédo por S. mansoni em camundongos Balb/c
WT e ST2". Foram acompanhados camundongos Balb/c e ST2" infectados com 25 cercarias/animal
durante 14 semanas de infeccdo (Balb/c n= 26 animais; ST2” n=29 animais). Analise comparagio por
Kaplan-Meier, post-test Longrank.

6.7 Avaliacdo da translocacdo de bactérias
Na tentativa de verificar a ocorréncia de translocacdo de bactérias do intestino

de animais Balb/c WTe ST2” infectados por S. mansoni para outros 6rgaos e/ou sangue,
semeamos amostras de baco, figado, linfonodo mesentérico e sangue em meios de
cultura apropriados, como descritos anteriormente. Em paralelo, parte dos animais
Balb/c WT e ST2" infectados foi tratado com antibiético Baytril® e a mortalidade foi
acompanhada no decorrer da infecgéo.

Na tabela 1 observamos o numero total de amostras dos quatro grupos (Balb/c
e ST2” ndo tratados e Balb/c e ST2” tratados com antibiético) que foram semeadas no
meio de cultura BHI. Surpreendentemente das 176 amostras de Balb/c WT e 204
amostras de ST2” analisadas, nenhuma delas apresentou crescimento bacteriano
durante a fase cronica, onde é visto o inicio da mortalidade. O teste foi ilustrado na
figura 11, onde pode ser verificada auséncia de turbidez do meio de cultura BHI,

confirmando o ndo crescimento de bactérias nestas amostras.
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Tabela 1. Avaliagdo do crescimento bacteriano pela translocacdo de bactérias do intestino de
animais Balb/c (WT) e ST2 7 infectados com S.mansoni nao tratados e tratados com antibiético.

Total de amostras ~ Total de amostras Total de amostras Total de amostras
Balb/c (WT) Néo ST27 Néo Balb/c (WT) ST2 Tratados
tratados tratados Tratados
Linfonodos 29 35 15 16
mesentéricos
Sangue 29 35 15 16
Baco 29 35 15 16
Figado 29 35 15 16
Total de amostras 116 140 60 64
Amostras positivas 0 0 0 0
para crescimento
bacteriano

NUmero total de amostras semeadas no meio de cultura BHI (Infusdo de cérebro e coracdo) durante a fase
cronica da infeccéo de animais Balb/c (WT) e ST2™ infectados e ndo tratados e tratados com antibi6tico
Baytril®. E nimero total de amostras positivas para o crescimento de bactérias ap6s um periodo de 24
horas. Os valores para os animais ndo tratados sdo referentes a quatro experimentos distintos e dos
animais tratados sdo referentes a dois experimentos distintos.

v

Figura 11. Avaliacdo da translocacdo de bactérias. Amostras de baco, figado, linfonodo mesentérico e
sangue, semeadas em meio de cultura BHI (Infusdo de cérebro e coragdo) (A-E). Auséncia de turbidez
nos animais Balb/c WT (A) e ST2” (D) ndo infectados. Nos camundongos Balb/c (WT) (B) e ST2" (E)
infectados com 50 cercérias/animal S.mansoni.
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Além de ndo ter sido observado crescimento de bactérias em cultura (tabelal)
em nenhuma das amostras semeadas, ndo houve diferenca da mortalidade (gréafico 13A)
entre os animais infectados Balb/c WT e ST2" que n&o receberam tratamento com
antibidtico, entretanto, ao receberem este tratamento as diferencas foram significativas
entre os grupos WT e ST27 infectados (grafico 13B), mostrando que os animais ST27"
apresentam uma taxa de sobrevivéncia ainda menor do que os WT mesmo sendo
tratados com antibiotico. Estes dados sugerem que ndo houve translocacao bacteriana e

esta ndo é a causa da mortalidade destes animais.
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Gréfico 13. Curva de mortalidade induzida pela infeccdo por S. mansoni em camundongos Balb/c
WT e ST2” ndo tratados (A) e tratados (B) com antibiético Baytril®. Foram acompanhados
camundongos Balb/c e ST2” infectados com 50 cercarias/animal durante 14 semanas de infeccéo (Balb/c
ndo tratado n= 12 animais; Balb/c tratado n= 8 animais e ST2"" néo tratado n= 10 animais; ST2"" tratado
n=8animais). Analise comparagdo por Kaplan-Meier, post-test Longrank.
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6.8 Parametros Nutricionais
6.8.1 Quantificagdo dos niveis séricos de albumina

A albumina é a mais abundante proteina plasmatica, perfazendo 50% das
proteinas totais do soro. Os valores desta proteina sdo considerados, portanto, um
importante marcador de desnutrigdo (Santos et al. 2004).

Em ambos 0s grupos experimentais, Balb/c WT e ST2” foi verificado uma
reducdo da concentracdo sérica de albumina nos animais infectados com S.mansoni
(grafico 14). Entretanto, nos animais ST2”" a reducdo da concentracdo de albumina
sérica foi progressiva no decorrer da infec¢do, sendo que na fase cronica esta diferenca
foi significativa com relag&o aos animais do grupo controle.

Albumina

Hl Balb/c
el PR

N&o infectados 8 14

Semanas apos infecgédo

Grafico 14. Quantifica¢do dos niveis séricos de albumina em amostras de soro dos animais Balb/c
WT e ST2" de 8 e 14 semanas apds infeccdo com S.mansoni. Os valores representam a média + EPM
dos niveis séricos de albumina de camundongos Balb/c WT (fase aguda, n=10; fase cronica, n=8) e ST2""
(fase aguda, n=11; fase cronica, n=9) infectados por via subcutdnea com 50 cercéarias/animal e
necropsiados apds 8 e 14 semanas da infec¢do. Dados referentes a dois experimentos distintos. Analise
ANOVA-post test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

6.9 Parametros Hematoldgicos
6.9.1 Células sanguineas

Para verificar o desenvolvimento de anemia nos animais infectados foi realizado
exame de sangue entre a 8% e 10® semana de infeccdo em camundongos Balb/c WT e
ST2 . Os parametros hematolégicos mostram que a infecgdo por S. mansoni induziu
uma reducdo progressiva no numero de hemécias (grafico 15A) e, consequentemente,
nos valores de hematdcrito (grafico 15B) e na concentracdo de hemoglobina (gréafico
15C) até a 92 semana de infeccdo, quando os valores foram estatisticamente menores
gue em animais ndo infectados do mesmo grupo experimental. Posteriormente, nota-se

uma pequena melhora nos parametros de anemia, tanto em Balb/c WT como em ST27".
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Entretanto, ndo foram detectadas diferencas significativas na contagem de hemacias,
hematécrito ou concentracdo hemoglobina entre camundongos WT e ST2™", no decorrer

da infeccdo experimental.
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Grafico 15. Avaliacdo de células vermelhas em amostras de sangue total dos animais Balb/c WT e
ST2" de 8, 9 e 10 semanas ap6s infeccdo com S.mansoni. Os valores representam a média + EPM para
contagem de hemaécias (A), hematdcrito (B), hemoglobina (C) encontradas no sangue de camundongos
Balb/c WT (8 semanas, n=10; 9 semanas, n=13; 10 semanas, n=16) e ST2"" (8 semanas, n=10; 9 semanas,
n=12; 10 semanas, n=11) infectados por via subcutanea com 50 cercarias/animal e submetidos a coleta de
sangue na 8% 92 e 10% semana de infeccdo. Resultados obtidos pela maquina hematoldgica ABC-Vet
Animal Blood Counter. ## representa p<0,01 e ### p< 0,001 em compara¢do aos animais do mesmo
gendtipo. Anélise ANOVA-post test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

6.9.2 Plaquetas
A avaliacdo do nimero de plaquetas na circulagdo sanguinea dos camundongos

WT mostra que ndo houve diferenca estatistica deste pard@metro no decorrer da infeccdo,
porém nos camundongos ST27" foi observada uma reducéo significativa na quantidade
de plaquetas apés 8 semana de infeccdo em comparagdo aos ST2”" néo infectado. Esta
reducdo também foi significativa em comparacdo com os valores encontrados nos

camundongos Balb/c WT com o mesmo periodo de infeccdo (gréafico 16).
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Gréfico 16. Avaliacdo plaguetaria em amostras de sangue total dos animais Balb/c WT e ST2™ de 8,
9 e 10 semanas apoés infeccdo com S.mansoni. Os valores representam a media £ EPM para contagem
de plaquetas encontradas no sangue de camundongos Balb/c WT (8 semanas, n=10; 9 semanas, n=13; 10
semanas, n= 16) e ST2” (8 semanas, n=10; 9 semanas, n=12; 10 semanas,n=11) infectados por via
subcutanea com 50 cercérias/animal e submetidos a coleta de sangue na 82 92 e 10? semana de infec¢éo.
Resultados obtidos pela maquina hematoldgica ABC-Vet Animal Blood Counter. Analise ANOVA-post
test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

6.9.4 Sangue oculto
Com os animais Balb/c e ST2” infectados com Schistosoma mansoni, e seus

controles avaliamos a presenca de sangue oculto nas fezes. Na fase aguda
esquistossomose experimental (8 semanas de infeccdo), 80% das amostras de fezes dos
camundongos ST2”" apresentaram sangue oculto, enquanto os animais Balb/c WT
apenas 60% das amostras de fezes revelaram sangue oculto (grafico 17 e figura 12). Na
fase crénica (14 semanas), foi possivel observar que os camundongos deficientes no
receptor de ST2”, apresentaram mais sangue nas fezes, mostrando um total de 100%
das amostras positivas, o contrario foi observado nos camundongos Balb/c em que as
porcentagens foram menores nesta fase comparadas a fase aguda, tendo 50% das

amostras positivas (grafico 17 e figura 12).
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Gréfico 17. Avaliagdo de sangue oculto nas fezes. Com as fezes dos animais Balb/c e ST2"" infectados
com 25 cercérias/animal, avaliou-se a presenca de sangue oculto, com o kit Hexagon-OBScreen. Para fase
(8 semanas) e fase cronica (14 semanas) utilizou-se n=10 de amostras para cada grupo experimental.
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Figura 12. Sangue oculto nas fezes. CartGes teste do kit Hexagon-OBScreen, demonstrando a maior
positividade das amostras de camundongos ST2 * na fase crénica da infecgdo por Schistosoma mansoni.

6.10 Monitoramento do peso
A partir da primeira semana pos-infec¢do com 50 cercérias/camundongo de S.

mansoni, todos os animais foram pesados semanalmente até a fase crénica para anéalise
comparativa da gravidade da patologia induzida pela esquistossomose nos
camundongos Balb/c WT e ST2" (grafico 18). Camundongos Balb/c WT apresentam
aumento progressivo de peso no decorrer da infeccdo, sendo que a média de peso dos
animais passou de 22,45 na 3? semana, para 23,64 na 52 semana e 24,23 na 8 semana de
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infeccdo (grafico 18A). O acompanhamento individual do peso dos animais revela que
a média de peso do grupo aumenta porque a grande maioria dos animais ganha peso
mesmo durante a infeccdo (grafico 18C). Ao contrério do observado nos animais Balb/c
WT, camundongos ST2”" ndo apresentam um ganho significativo de peso no decorrer da
infeccdo por S. mansoni (grafico 18B). Conforme observado no gréafico 18D, a média
de peso dos camundongos ST2 * ndo aumenta no decorrer da infeccdo devido a perda
brusca de peso de alguns animais do grupo que acabam vindo a 6bito.
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Gréfico 18. Analise comparativa entre o peso corporal dos animais Balb/c WT (Ae C) e ST2" (B e
D) a partir da terceira semana de infecgdo por S.mansoni. Em A e B os valores representam o peso
corporal (g) de camundongos Balb/c WT e ST2” infectados, respectivamente, durante a 32, 5% e 82 semana
apos infeccdo. Em C e D os valores representam o peso corporal de cada camundongo Balb/c (WT) e
ST27" em gramas (g) (representado por linhas individuais) correspondente a semana apés a infeccdo com
S.mansoni. A linha tracejada demonstra a média de peso para os animais durante a 8" semana. representa
morte ap06s decaimento de peso em cada animal.
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7. DISCUSSAO

Considerada uma citocina da resposta imune inata, IL-33 é crucial para a
inducdo da resposta Th2 associada a infec¢bes por nematddeos e doencas alérgicas,
ativando a producgdo precoce de IL-5 e IL-13 por células do sistema inato de defesa.
Além disso, esta citocina promove o controle de bactérias na mucosa intestinal, a
proliferacdo de células epiteliais e estimula a producdo de muco, ajudando na
remodelacdo do tecido lesionado em decorréncia destas parasitoses (Pastorelli et al.
2013; Lopetuso et al. 2012). Entretanto, esta via IL-33/ST2 ainda ndo estd bem
esclarecida em casos de lesdes intestinais causadas por S.mansoni. O presente trabalho
avaliou o efeito da ativacdo da via IL33/ST2 nas alteracbes intestinais induzidas pela
infeccdo experimental por S. mansoni, através da analise comparativa da infeccdo em
camundongos selvagens e geneticamente deficientes no receptor de 1L-33, ST2. Nossos
dados demonstram que a auséncia de ativacdo do receptor ST2 ndo afetou o nimero de
vermes recuperados nos camundongos infectados, mas sim a patologia da infec¢éo.

Embora nossos dados mostrem que a recuperacdo de vermes tenha sido
semelhante entre os grupos, constatamos que durante a fase aguda da infeccdo, periodo
em que é iniciada a postura dos ovos, os animais ST2" eliminaram mais ovos pelas
fezes comparado aos animais Balb/c WT, além de apresentarem maior retencdo de ovos
no intestino delgado e grosso. Poucos trabalhos avaliam o efeito da via 1L-33/ST2 na
carga parasitaria de infeccGes por helmintos, ndo tendo sido relatado trabalhos com
trematddeos parasitos. Scalfone et al. (2013) demonstrou que em infeccles
experimentais com Trichinella spiralis, 0 nimero de larvas recuperadas da musculatura
esquelética de animais ST2” foi superior comparado aos animais selvagens, este
aumento foi associado a diminuicdo da resposta de citocinas Th2 pelos linfonodos
cervicais. Da mesma forma, Ajendra et al. (2014) mostrou que auséncia do receptor
ST2, levou ao aumento da carga parasitaria de microfilarias em camundongos
infectados com o nematddeo Litomosoides sigmodontis.

As funcbes da citocina 1L-33 foram inicialmente descritas por Schmitz et al.
(2005). Esta citocina é amplamente expressa em varios tipos de células, incluindo
fibroblastos, células endoteliais, adipdcitos, células epiteliais dos brénquios e intestino
(Cayrol & Girard 2009; Lamkanfi & Dixit 2009) e esta associada a inducdo da resposta
Th2 devido a liberagdo precoce de IL-4, IL-5 e IL-13; além disso, a producédo de IL-33
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contribui para a polarizacdo de macrdfagos alternativamente ativados, regulacdo de
células dendriticas e tem efeito direto sob as células T (Rank et al. 2009; Hazlett et al.
2010). Na esquistossomose, cerca de 40% dos ovos produzidos pelo parasito fica retido
nos tecidos do hospedeiro, principalmente no figado e intestino, e sdo responsaveis pela
inducdo da resposta Th2, tipo de resposta imunoldgica responsavel pela formacdo do
granuloma esquistossomotico (Chiaramonte et al. 1999; Fallon et al. 2000; Pearce &
MacDonald 2002; Wynn et al. 2004; Gryssels et al. 2006; Souza et al. 2011). A reacdo
celular que se forma ao redor do ovo do parasito tem importante papel na morbidade
associada a fase cronica da esquistossomose (Ross et al. 2002; Andrade 2005; Chuah et
al. 2014). Assim sendo, o processo da resposta Th2, bem como, a formagdo do
granuloma esquistossomatico intestinal pode ser alterado pela auséncia da ativacdo da
via IL-33/ST2, levando as alteracbes na morbidade, de maneira independente da carga
parasitaria. Por conseguinte, avaliamos a participacdo da ativacdo da via IL-33/ST2 na
indugéo da resposta imune intestinal.

Muitos aspectos analisados em nosso estudo mostraram que o intestino delgado
e 0 intestino grosso apresentaram diferencas na resposta imune induzida pelo parasito.
A literatura relata uma grande densidade das células imunes residentes no intestino
delgado, o que ndo € surpreendente devido a sua funcdo de absorcdo de nutrientes,
porém a composi¢cdo e atuacdo destas células no intestino grosso é menos conhecida
(Bowcutt et al. 2014). As diferencas aqui relatadas na concentracdo de citocinas ou
infiltracdo celular nas amostras de intestino grosso e de intestino delgado dos animais
infectados podem se justificar por diferencas inerentes a estes tecidos, mas também
podem refletir um maior espalhamento dos ovos no intestino delgado, dificultando a
real avaliacdo da resposta neste tecido.

Um dos primeiros aspectos da resposta imune local comparativamente avaliado
nos animais infectados foi a producéo de citocinas no decorrer da infeccdo. Os dados
mostraram que camundongos ST27 apresentam uma resposta do tipo Th2 (IL-4, IL-5 e
IL-13) e da citocina pré-inflamatoria IL-17 menores, em relacdo aos animais Balb/c WT
no intestino grosso durante a fase aguda. A importancia da ativagdo da via 1L-33/ST2
para a indugdo da resposta Th2 foi anteriormente descrita em varios modelos de
infeccdo por nematddeos. Ajendra et al. (2014) observaram que em camundongos
infectados com Litomosoides sigmodontis 0 aumento da concentracdo de IL-33 é
acompanhada por aumento da producdo de IL-4 e IL-5 e que camundongos deficientes

no receptor ST2 apresentaram niveis reduzidos de IL-4 e IL-5 durante a infeccdo pelo
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nematddeo. Esta reducdo das citocinas de perfil Th2 nos animais ST27 facilitou a
sobrevivéncia das microfilarias, agravando a infeccdo (Ajendra et al. 2014). No
modelo de infec¢do pelo nematédeo Nippostrongylus brasiliensis, Hung et al. (2013)
demonstraram que a producao de IL-33 é necessaria para protecdo dos camundongos
infectados, sendo relatado que camundongos IL-33" infectados tiveram recrutamento
inadequado de eosindfilos e producdo insuficiente de IL-13, que foi insuficiente para
estimulagdo de alteragbes intestinais necessarias na expulsdo dos vermes. A
administracdo de rIL-33 em camundongos susceptiveis a infeccdo por Trichuris muris,
previne a polarizacdo da resposta Thl e induz producéo precoce de IL-4, IL-9 e IL-13 ¢
consequente polarizacdo para a resposta Th2, capaz de controlar a infecgédo pelo
nematddeo (Humphreys et al.2008).

Nossos dados também corroboram os resultados de Townsend et al.(2000) em
gue mostraram que a inoculacdo intravenosa de ovos de S. mansoni em camundongos
ST2" resultou em formacéo de granuloma pulmonar com reduzida producéo de IL-4 e
IL-5, mas ndo de IFN-y. Além disso, os autores verificaram que o0s granulomas
pulmonares em resposta aos ovos de S. mansoni inoculados em camundongos ST2”" néo
apresentaram intensa infiltracdo de eosinéfilos normalmente encontrado em WT.

O receptor transmembrana (ST2L) é expresso em células como mastécitos
(Moritz et al. 1998) , basofilos (Pecaric-Petkovic et al. 2009), eosinofilos (Cherry et al.
2008), células linfoides inatas tipo 2 (ILC2) ou nudcitos (Neil et al. 2010; Mjosberg et
al. 2011), células dendriticas (Turnquist et al. 2009) e células Th2 (Lohning et al.
1998), que sdo ativadas ap6s a associacao com a citocina IL-33. O fato do receptor ST2
ser expresso em linfécitos Th2 e ndo em linfécitos Thl, Thl7 e células T regulatdrias
sugere que IL-33 também atua na amplificacdo da resposta mediada por células Th2
(Chang et al. 2001; Schmitz et al. 2005; Nakae et al. 2007; Komai-Koma et al. 2007). A
resposta imune desencadeada por IL-33, é ausente em camundongos deficientes em
MyD88, consistente com o papel essencial desta molécula para formagdo do complexo
de ativacdo do receptor ST2. Isto condiz com estudos prévios que mostram que a
indugdo de IL-33 é dependente de MyD88 para a producdo de IL-5 e IL-13 a partir de
mastocitos, basoéfilos e células T (Ho et al. 2007; Kroeger et al. 2009; Kurowska-
Stolarska et al. 2008). Estes dados suportam e justificam a reducdo de citocinas do
perfil Th2 observadas no granuloma intestinal em camundongos ST2” infectados. Os
dados também estdo de acordo com as diferencas no perfil de citocinas observadas no

granuloma hepatico de ST2" durante a fase aguda da S. mansoni, previamente relatadas
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por nosso grupo de pesquisa (Rocha 2015). A menor ativacdo da resposta local e
consequentemente da diferenciacdo de células Th2 por antigenos secretados pelos ovos
do parasito retidos nos tecidos também pode ter contribuido para a reducdo de
leucécitos circulantes observadas nos camundongos ST2”" com 9 semanas de infecgéo.
Esta reducdo pode ser consequéncia da migracdo destas células para o sitio da infeccao,
corroborando com este argumento Nausch e colaboradores (2015), evidenciaram pela
primeira vez que a propor¢do das celulas ILC2 no sangue total de humanos infectados
com S.haematobium declinou durante a infec¢do pelo trematdédeo, o que pode ser
causado, da mesma maneira pelo recrutamento e acumulacao destas células no sitio da
infeccéo iniciando desta forma a reposta imune local, levando assim a diminuigdo destas
celulas no sangue periférico.

Durante a fase aguda da infeccdo por S.mansoni, os eosinofilos sdo células
predominantes no infiltrado celular do granuloma que envolve os ovos do parasita
(Scott et al. 1989; Chiaramonte et al. 1999; Fallon et al. 2000; Reiman et al. 2006).
Nossos dados demonstraram que os camundongos WT apresentaram um aumento
significativo na infiltracdo de eosinofilos (EPO), especialmente no intestino delgado,
durante a fase aguda da infeccdo, isto sugere que estas células foram incialmente
recrutadas para o sitio da infeccdo para ajudar a formar os granulomas. Posteriormente o
processo inflamatorio entrou em fase de modulagdo, onde foi possivel observar a
reducdo do numero de eosinofilos comparado a fase aguda, nos tecidos infectados.
Camundongos ST2" infectados mostraram menor atividade de EPO que em WT,
especialmente durante a fase aguda da esquistossomose, sugerindo menor ativagao e/ou
recrutamento de eosin6filos. A reducdo da eosinofilia tecidual em camundongos ST2™"
era esperada devido aos menores niveis da citocina Th2, especialmente IL-5
encontradas nestes camundongos durante a infeccdo. Além disto, IL-33, assim como
IL-5, pode participar da ativacdo de eosinofilos, atuando na adesdo, liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios (&nion superéxido e 1L-8), producdo de citocinas e
qguimiocinas, desgranulacdo celular e tempo de sobrevida dos eosinofilos (Cherry et al.
2008; Pecaric-Petkovic et al. 2009; Matsuba-Kitamura et al. 2010; Stolarski et al.
2010). Dados semelhantes aos nossos, foram ilustrados por Yasuda e coloboradores
(2013) em camundongos deficientes na producdo de IL-33, que apresentaram reducao
da producédo precoce de IL-5 e IL-13, e da infiltracdo de eosinofilos e diferenciacdo de

células caliciformes nos pulmdes ap6s a migracdo de larvas de S. venezuelensis,
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mostrando que IL-33 desempenha um papel crucial para a inducdo da eosinofilia e
hiperplasia das células caliciformes nos pulmades.

Além da menor resposta Th2, a atividade de IL-17 também foi diminuida no
granuloma intestinal formado nos camundongos deficientes para o receptor de ST2
infectados por S. mansoni. Liew et al. (2010), mostraram que em modelos de artrite
induzidos por colageno em camundongos ST2”" também houve diminuicdo na producéo
de citocinas pro-inflamatérias incluindo IL-17, TNF e INF-y. Recentemente, Vocca e
colaboradores (2015) descreveram a participacdo da via IL-33/ST2 na inducdo da
resposta Th2/IL-31 e Th17 em pacientes com doencas alérgicas pulmonares. Esta via
pode estar envolvida no progresso dos quadros de asma, influenciando a producéo de
IL-31 através de células Thl7. Os autores observaram que no plasma de pacientes com
renite e aqueles que apresentavam renite e asma, os niveis de IL-33, IL-31 e IL-17
estavam elevados e foram associados com a gravidade da resposta alérgica.

A produgdo de IL-17 esta amplamente relacionada com o recrutamento de
neutrofilos. Ao analisar a quantidade relativa de neutréfilos recrutados no intestino
delgado e grosso durante a infeccdo, foi verificado que na fase aguda da
esquistossomose 0s camundongos ST2”" apresentaram uma reducdo significativa da
atividade MPO em comparagdo aos camundongos WT. Alves-Filho e coloboradores
(2010) demonstraram que a citocina IL-33 bloqueia GRK2 (G protein- coupled receptor
kinase-2), uma proteina quinase que inibe a ativacdo do receptor de quimiocinas
CXCR?2, responsavel pelo recrutamento de neutréfilos para o sitio da infeccdo. Os
neutrofilos sdo dificilmente encontrados no intestino, embora haja um grande
recrutamento destas células durante a resposta as infecgdes ou injdrias ao tecido, o que é
uma caracteristica de doencgas que acometem o sistema gastrointestinal (Bowcutt et al.
2014). Quando recrutados e ativados os neutréfilos secretam moléculas antimicrobianas,
espécies reativas de oxigénio, quimiocinas e citocinas inflamatérias que recrutam
celulas dendriticas e macrdfagos para dentro da mucosa intestinal (Hayashi et al. 2003).
Neutrofilos sdo vistos inicialmente durante a resposta imune inata e contribuem para
inflamacdo através da producdo de citocinas IL-17 e IL-23 e podem atuar como
apresentadores de antigenos, promovendo a diferenciacdo de células Thl para Thl7
(Abdallah & Denkers 2012; Mei et al. 2012). Dessa maneira, podemos justificar os
menores valores de MPO encontrados em nosso trabalho para os camundongos ST27, &
auséncia da ativagdo da citocina 1L-33, dificultou o recrutamento de neutrofilos e

consequentemente a producgéo de citocina IL-17.
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Em casos de infec¢des os neutrdfilos podem contribuir para danos no tecido do
hospedeiro, através da producdo de proteases ou mediadores citotdxicos como espécies
reativas de oxigénio (Cascao et al. 2010). Neutralizando a ac¢do da citocina IL-17 em
camundongos C57BL/6 infectados com S. japonicum, observou-se que estes
camundongos apresentaram menor morbidade, devido a baixa expressdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias como IL-6, IL-13, CXCL1 e CXCL2, além da redugdo
do numero de neutrdfilos infiltrados (Zhang et al. 2012). Por outro lado, a dificuldade
de recrutar neutrofilo pode afetar o controle de bactérias da microbiota intestinal,
favorecendo a translocacdo bacteriana no intestino ja lesionado pela eliminacdo dos
ovos de S. mansoni, contribuindo assim para quadros de co-infecgéo e podendo levar o
paciente a quadro de sepse (Lima et al. 2015), este fato poderia justificar a mortalidade
elevada observada em camundongos ST2 7 infectados. A importancia da translocago
de bactérias através da mucosa intestinal lesionada para a morbidade da
esquistossomose humuna foi estabelecida pela identificacdo de bactérias gram-
negativas, principalmente E.coli em 95,7 % dos 51 pacientes submetidos a cirurgia
devido a hipertensdo portal causada pela esquistossomose (Ferraz et al 2005). Lima e
coloboradores (2012) também foram capazes de confirmar translocacdo bacteriana em
camundongos Swiss experimentalmente infectados com S.mansoni. Recentemente este
mesmo grupo de pesquisa (Lima et al. 2015), realizaram um novo estudo com
camundongos esplenectomizados e/ou infectados com S. mansoni e mais uma vez
constataram que 60% dos animais infectados apresentaram contaminacdo bacteriana no
sangue por Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Nossos dados mostram
claramente que camundongos Balb/c infectados, tanto WT como ST2” néo
apresentaram translocacao bacteriana, pois a cultura de sangue e de 6rgdos (linfonodos
mesentéricos, figado e baco) foram todas negativas, incluindo para os animais que
receberam o antibiotico Baytril®, o que mostrou que realmente a causa da mortalidade,
néo estava sendo causada por infec¢Oes bacterianas.

Apesar da reducdo da resposta Th2 e da infiltracdo de granuldcitos no
granuloma intestinal durante a fase aguda da esquistossomose, a analise histopatolégica
revelou que nos animais ST2”~ os granulomas de fase cronica apresentaram um aspecto
maior devido ao grande infiltrado celular que foi recrutado, além de desorganizado
devido a falta de uma matriz extracelular bem desenvolvida. Também foi verificado que
grande parte das células era mononuclear, possivelmente macréfagos e linfécitos.

Apesar da atividade de NAG ndo ter sido estatisticamente diferente entre o0s
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camundongos WT e ST27", a atividade de arginase (Argl), que caracteriza macréfagos
alternativamente ativados (ou M2) foi menor em camundongos ST2”". Os macréfagos
sdo células hematopoiéticas especializadas que estdo distribuidas por diferentes tecidos
e orgdos, onde eles desenvolvem um papel importante na homeostase, remodelacédo de
tecido e na defesa contra patogenos (Kurowska-Stolarska et al. 2009). Dependendo do
tipo de citocinas no micro-ambiente em que 0s macrofagos se encontram, eles podem
ser diferencialmente ativados em M1 (ou classicamente ativado) e M2 (alternativamente
ativados (Strauss-Ayali et al. 2007). Os macréfagos M1sdo ativados através de citocinas
do tipo 1 e pelos antigenos microbianos, fazendo com que estes macrdéfagos estejam
associados a quadros inflamatérios desencadeados pela resposta imune tipo 1, além
disso estes tornam-se potentes células efetoras contra patdgenos intra-celulares
(Kurowska-Stolarska et al. 2009). Os macréfagos M2 sdo mais complexos e podem ser
divididos em trés grupos: M2a estes sdo induzidos por IL-4, IL-13 ou IL-21; M2b sdo
induzidos por imuno complexos e agonistas dos receptores da citocina IL-1 ou TLRs; e
0s M2c séo induzidos por 1L-10, TGF-B ou glucocorticoides (Gordon 2003; Benoit et
al. 2008). Macrdéfagos alternativamente ativados (M2) modulam a resposta inflamatoria
do tipo 1, entretanto, promovem e regulam a resposta imune do tipo 2, angiogénese e
reparacao tecidual (Gordon 2003).

A citocina IL-33 parece ser um potencial ativador de macréfagos
alternativamente ativados durante a resposta imune inata e adaptativa. Este dado foi
relatado no trabalho de Kurowska-Stolarska e colaboradores (2009), que demonstraram
que 1L-33 amplifica fortemente a expressdo de arginase | e Ym1l como também a
producdo das quimiocinas CCL24 e CCL17 que recrutaram eosindfilos, mastdcitos e
células T no modelo murino de inflamacdo respiratoria, resultando em intensificacdo da
doenca devido ao excesso da resposta Th2.

A deficiéncia da inducdo da resposta Th2 e da diferenciacdo de macr6fagos M2
em camundongos ST2”" também pode ter contribuido para a desorganizacio da matriz
extracelular dos granulomas intestinais da fase crénica. No modelo experimental de
fibrose pulmonar (Li et al. 2014), foi verificado que IL-33/ST2 participa da ativacéo
dos macrofagos alternativamente ativados (M2) e aumentam a producdo de IL-13 e
TGF-B1, sendo que estas citocinas induzem a proliferacéo e diferenciacdo fibroblastos e
a sintese de colageno, contribuindo para remodelacédo tecial e para a producdo da

fibrose.
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A esquistossomose pode acarretar morbidades sistémicas nos individuos
infectados, como anemia, desnutricdo, dificuldade de crescimento em criangas,
resultando na deficiéncia no metabolismo de ferro, aptidao fisica e fungdes cognitivas
(Friedman et al. 2005a; Colley et al. 2014). A anemia é o sintoma mais frequentemente
associado a esquistossomose tanto nos quadros de esquistossomose intestinal como nos
quadros graves de hepatoesplenomegalia, sendo mais intensa em portadores de
infeccOes mais graves (King & Dangerfield-Cha 2007). Durante muitos anos vem sendo
discutido os possiveis mecanismos responsaveis pela anemia reportada em hospedeiros
infectados por parasitos do género Schistosoma, entre eles, deficiéncia de ferro por
perda de sangue extracorpdrea, por exemplo, eliminacdo de sangue gastrointestinal e
nas fezes, pelo sequestro esplénico, hemdlise auto-imune e a anemia desenvolvida pela
inflamacédo (Friedman et al. 2005b). Nossos resultados confirmam que a infeccdo por
S.mansoni resultou em anemia nos camundongos Balb/c WT e ST2”, mas sem
diferenca significativa entre estes grupos. Este foi um resultado surpreendente e merece
ser melhor estudado j& que camundongos ST27" apresentaram maior frequéncia de
sangue nas fezes, tiveram reducdo significativa da concentracdo sérica de albumina e
apresentaram maior perda de peso.

Segundo Friedman e outros autores (2005b) a presenca e/ou perda de sangue
nas fezes contribui para casos de anemia somente em infecgdes de S.mansoni e
S.japonicum de alta intensidade. Um estudo recente de Schunk et al. (2015)
comparando a eficacia de algumas técnicas para diagnostico da esquistossomose,
verifica que a confirmacdo de sangue oculto nas fezes pela técnica de Hemoccult® em
conjunto com positividade do PCR ou Kato-Katz é um diagnostico mais preciso da
doenca. Caso semelhante de sangue oculto nas fezes por infec¢Ges de helmintos foi
descrito por Kanzaria e coloboradores (2005), demonstrando que pacientes infectados
por S.japonicum apresentaram 3,5 vezes mais sangue nas fezes do que 0s outros
pacientes que estavam infectados com Trichuris trichiuria. Posteriormente, Bustinduy
et al. (2013) avaliando pacientes esquistossomoticos no distrito de Buliisa na Uganda,
constataram que 90% das criangas com quadros graves da doenca foram positivas para
sangue oculto nas fezes.

As andlises histopatologicas e a deteccdo de sangue oculto nas fezes dos
animais avaliados em nossos experimentos comprovaram que a infecgdo por S.mansoni
danifica a mucosa intestinal, e que esta lesdo foi mais intensa em animais ST2”. As

alteracdes da resposta imune induzida pela deposicédo de ovos do parasito nos animais
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deficientes resultaram em formacdo de granulomas intestinais desorganizados com
grande celularidade e pouca deposicdo de matriz extracelular que ndo desenvolve
aspecto de modulacdo na fase cronica da esquistossomose. Esta reacdo celular parece
ndo ser tdo eficiente na remodelacdo da mucosa intestinal lesada pela deposicdo e
eliminacdo dos ovos do parasito, podendo justificar maior sangramento intestinal
observada nos camundongos ST2”" infectados. Outro fator que pode ter influenciado no
sangramento exacerbado dos camundongos ST2” infectados é a reducéo significativa
da contagem de plaquetas detectada apds a 9% semanas de infeccdo, que ndo foi
detectada nos camundongos Balb/c WT durante a infecc¢éo por S. mansoni.

Os vermes adultos de S. mansoni vivem em intimo contato com o endotélio
vascular e, apesar da consideravel biomassa, ndo estimulam um processo de coagulacao
(Lenzi et al.1988). Este parasito evita a coagulacdo sanguinea, pois no tegumento de
machos adultos € encontrada calicreina, uma precursora de bradiquinina, um
vasodilatador (Carvalho et al.1998), bem como apirase, uma ATP-difosfohidrolase
envolvida com agregacdo plaquetaria e tromborregulacdo (Vasconcelos et al. 1993;
Verojvski-Almeida et al. 2003), e bilharzina, um inibidor da proteina plasmatica
denominada de fator Xlla ou fator Hageman, que desencadeia o processo inicial de
coagulacdo, ao entrar em contato com superficies carregadas negativamente (Tsang &
Damian 1977; Tsang et al. 1977). Além disto, S. mansoni sendo um parasita
intravascular, interage com varios componentes do sangue do hospedeiro, incluindo as
plaquetas (Da’dara & Skelly 2014). A partir do momento em que S. mansoni penetra no
sistema vascular do hospedeiro é visto um consumo de plaquetas do sangue circulante,
resultando em diminuicdo da contagem das mesmas (Stanley et al. 2003b). Segundo
Ngaiza & Doenhoff (1990), os ovos de Schistosoma séo potencialmente trombogénicos,
e isto também leva ao consumo de plaquetas circulantes. Em linhagens de camundongos
que desenvolvem esquistossomose grave, como CBA, a infecgdo por S. mansoni causa
diminuicdo plaquetéria (trombocitopenia) ao longo da infeccdo (Ngaiza & Doenhoff
1987, Da’dara & Skelly 2014). Na populagdo humana, estudos realizados por
Lambertucci et al. (2007) e Medeiros et al. (2014) relataram que em pacientes com
esquistossomose a contagem de plaquetas declina progressivamente com o aumento da
severidade da doenga. Entretanto, as plaquetas também desempenham um papel
importante de defesa contra alguns patdgenos, ja tendo sido relatado seu papel protetor

contra os esquistossdmulos em infecgdes de S.mansoni (Stanley et al. 2003b).
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Portanto, a infeccdo por S.mansoni acarreta quadros de anemia e desnutri¢ao, e
a auséncia da via IL-33/ST2 em animais infectados, leva a sintomas intestinais mais
graves, com lesdes da mucosa devido a ma formacdo dos granulomas e maior
sangramento, além da maior mortalidade devido a um conjunto de pequenas alteracdes
hepaticas e intestinais. Esses resultados evidenciam um papel crucial da via IL-33/ST2
no modelo esquistossomatico, de maneira a interferir na inducdo/amplificacdo da
resposta imune do Th2 e na composi¢do celular do granuloma intestinal, embora o

mecanismo exato de como estivesse atuando nao esteja completamente esclarecido.
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8. CONCLUSAO

N&o houve diferenca estatistica na recuperacdo de vermes adultos de S. mansoni
nos camundongos ST2” em relac&o aos camundongos Balb/c WT, tanto na fase
aguda como na cronica da esquistossomose. Entretanto, camundongos ST27
eliminam mais ovos nas fezes durante a fase aguda, e apresentam uma maior
retencdo de ovos no intestino delgado e grosso durante a fase crdnica, em
relagdo aos camundongos WT;

A quantificacdo de citocinas no granuloma intestinal induzido pelos ovos de S.
mansoni mostrou diminuicéo significativa da concentracdo de IL-17, IL-4, IL-5
e IL-13, no intestino grosso durante a fase aguda da infeccdo experimental em
camundongos ST2” comparacdo com WT. E importante ressaltar que estas
citocinas regulam a ativacdo de macrofagos, eosinéfilos e neutréfilos que
participam da formacdo e modulacdo do granuloma capaz de conter a lesdo

tecidual;

O nivel de atividade de EPO, MPO no intestino delgado e grosso sugere uma
reducdo da infiltracdo de eosindfilos e neutréfilos nos camundongos ST27".
Apesar de ndo ter sido detectado diferenca na atividade de NAG entre 0s grupos,
indicando que o recrutamento de macréfagos foi semelhante, os animais ST27"
apresentaram menor atividade de arginase no intestino delgado, sugerindo

deficiéncia na diferenciacdo de macréfagos alternativamente ativados;

A anélise histopatolégica do intestino de animais infectados revelou que a
deposicdo de ovos de S. mansoni em camundongos ST27 resultou em grande
infiltrado de células mononucleares com pouca matriz extracelular depositada de
maneira desorganizada ao redor dos ovos do parasito, sugerindo que a ativacdo
da via IL-33/ST2 participa da formacdo e modulacdo do granuloma

esquistossomotico intestinal.
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A infeccdo por S.mansoni resultou em uma reducdo do nimero de leucdcitos e
plaquetas nos camundongos ST2”, gerando quadros de menor coagulacéo
sanguinea e maior sangramento nas lesfes da mucosa intestinal ocasionadas pela
maior retencdo dos ovos no intestino destes animais em comparacdo aos WT,
porém estes fatores ndo levaram a infec¢Ges secundarias bacterianas nem a

translocacéo bacteriana;

Camundongos Balb/c WT e ST27 apresentaram anemia semelhante, entretanto
camundongos ST2” n&o ganham peso durante a infeccdo e o perdem
bruscamente a partir da 82 semana de infecgdo levando-os a 6bito.

Finalmente, concluimos que via [L-33/ST2 interfere na patologia da
esquistossomose e que animais ST2”" apresentam maior mortalidade devido a

um conjunto de alteracGes hepaticas e intestinais.
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10. ANEXO

Comité de Etica Animal

Projeto 1: Papel da ativagio da via IL-33/ST2 na formagéo do granuloma hepético
induzido pela infecgdo por Schistosoma mansoni em camundongos (Bolsa CNPq)
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Certificamos que o Protocolo n°. 159 / 2012, relativo ao projeto intitulado “Avaliagio da participagdo de

eosindfilos e da produgdo de IL-33 na evolugdo das alteragdes hepéticas e intestinais induzidas pela
infecgdo p”, que tem como responsavel Deborah Aparecida Negrao-Correa, esta de acordo com 0s
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