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RESUMO

A gravidade da esquistossomose cronica tem sido associada a intensidade e extensdo da reacédo celular
denominada de granuloma, induzida por antigenos secretados pela deposicdo de ovos do parasito,
principalmente no figado e intestino do hospedeiro. Na fase aguda da doenca cerca de 50% das células
gue constituem o granuloma sdo eosindfilos, entretanto o papel desta célula na patologia da
esquistossomose ainda ndo estd completamente estabelecido. Para investigar a participacdo dos
eosinéfilos no controle da carga parasitaria, na formagdo do granuloma e na evolucdo da morbidade
induzida pela infeccdo experimental de camundongos com S. mansoni, animais BALB/c
geneticamente deficientes na diferencia¢do de eosindfilos (AdbIGATA) e camundongos BALB/c néo
deficientes (WT) foram infectados subcutaneamente com 25 cercérias de S.mansoni da linhagem LE e
acompanhados por 12 semanas. Durante todo periodo foi acompanhado a mortalidade induzida pela
infeccdo. Apoés 8 (fase aguda) e 12 (fase crbnica) semanas da infeccdo foram necropsiados animais de
cada grupo experimental para estimar a carga parasitaria, através da contagem de vermes recuperados
da circulagdo e de ovos retidos no figado e intestino e eliminados nas fezes de cada animal. No mesmo
periodo, foram realizadas avaliagBes imunoldgicas e patoldgicas através da avaliagdo de infiltracdo
celular, producdo de citocinas, deposicdao de colageno e medida dos granulomas no figado dos
animais. Durante a esquistossomose experimental, a auséncia de eosindfilos nos camundongos
AdblGATA foi confirmada pela reduzida atividade de EPO tecidual e auséncia de células com
morfologia tipica de eosinofilos na avaliagdo histopatoldgica. A auséncia de eosindfilos foi
acompanhada por reducdo de atividade de MPO, mas ndo de NAG, indicando reducdo seletiva no
recrutamento de granulécitos. Na fase aguda e cronica da esquistossomose 0 ndmero de vermes
recuperados da circulacéo e de ovos retidos no figado ou eliminados nas fezes foram semelhantes em
camundongos WT e AdbIGATA; contudo, houve maior retengdo de ovos do parasito no intestino dos
animais deficientes. Animais AdbIGATA infectados apresentaram redugdo significativa da produgio
de citocinas Th2 (IL-33, IL-13 e IL-5), IL-17 e citocinas regulatorias (IL-10 e TGF-B) e aumento de
citocinas Thl (IFN-y e TNF-a)), em comparacdo aos animais BALB/c WT, sem mostrar alteragcdes nos
niveis de IL-4. A alteragdo da resposta imune hepatica em AdbIGATA infectados resultou em aumento
significativo da area do granuloma e da infiltracdo de células mononucleares e reducdo de granulécitos
na fase cronica da infeccdo, sendo acompanhado por aumento significativo dos niveis séricos de
transaminases (AST ALT), que indicam maior lesdo hepatica. Por outro lado, camundongos
AdbIGATA apresentaram menor deposi¢do de colageno no figado em resposta a infeccdo. Os dados
apresentados indicam que eosinéfilos auxiliam na polarizacdo e modulacdo da resposta Th2, afetando

o0 controle da lesdo tecidual e evolugéo da fibrose durante a infec¢do por Schistosoma mansoni.

Palavras chave: eosindfilo; Schistosoma mansoni; resposta imune; granuloma.



ABSTRACT

The severity of chronic schistosomiasis has been associated with the intensity and type of the
granulomatous inflammation, a cellular response induced by secreted antigens from parasite
eggs retained in the liver and intestine of the host. During acute schistosomiasis, about 50% of
the cells that constitute the granuloma are eosinophils, however, the role of this cell in
schistosomiasis pathology is not yet fully established. To investigate the role of eosinophils in
the parasitic burden control, granuloma formation and evolution of morbidity induced by
experimental infection of mice with S. mansoni, BALB/c genetically deficient in the
differentiation of eosinophils (AdbIGATA) and BALB/c not deficient (WT) were infected
subcutaneously with 25 cercariae of the LE S. mansoni lineage and followed for 12 weeks.
During the entire period the mortality induced by the infection was monitored. After 8 (acute
phase) and 12 (chronic phase) weeks of infection, animals from each experimental group were
euthanized to estimate the parasitic load through the counts of worms recovered from the
circulation and eggs retained in the liver and intestine and eliminated in the feces of each
animal. In the same period, immunological and pathological evaluations were performed by
the assessment of cellular infiltration, cytokine production, collagen deposition and
granuloma measurement in the liver of experimental animals. During experimental
schistosomiasis, the absence of eosinophils in AdbIGATA mice was confirmed by reduced
EPO tissue activity and absence of cells with the typical eosinophils morphology on the
histopathological evaluation. The absence of eosinophils was accompanied by lower MPO
activity, but not in NAG activity, suggesting a selective reduction in the recruitment of
granulocytes. In acute and chronic phase of schistosomiasis the number of worms recovered
from circulation and the eggs retained in the liver or eliminated in the feces were similar in
WT and AdbIGATA mice, however with greater retention of eggs in the intestinal tissue in
animals deficient. AdbIGATA infected mice showed significant decrease in liver
concentration of Th2 cytokines (IL-33, IL-13 and IL-5), IL-17 and regulatory cytokines (IL-
10 and TGF-B), and increase in Th1 cytokines (IFN-y e TNF-a), as compared to BALB/c WT
animals, but there was no difference in IL-4 levels between the infected mice. The alterations
of immune response of infected AdbIGATA was accompanied by higher infiltration of
mononuclear cells and significant increase in the granuloma volume, but lower collagen
deposition in liver of chronically infected deficient mice. Moreover, AdbIGATA mice showed
a significant increase in serum transaminase levels (AST ALT), indicating greater liver
damage. The current data indicate that eosinophils support the polarization of Th2 response
and its modulation, affecting the control of tissue damage and progression of fibrosis during
Schistosoma mansoni infection.

Keywords: eosinophils; Schistosoma mansoni; imune response; granuloma.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose € uma helmintose cronica e debilitante que acomete mais de 240
milhdes de pessoas em 78 paises na Africa, América e Asia (Figura 1). Cerca de 50 paises
precisam de quimioterapia preventiva e 800 milhGes de pessoas vivem em areas de risco de
infeccdo (Colley et al., 2014; WHO, 2014; Weerakoon et al., 2015). O total de DALYs
(disability-adjusted life years) para a esquistossomose é estimada em 3.31 milhdes, sendo que

77% se concentra no continente africano (Noya et al., 2015).

interruption of transmission to be confirme
status of transmission to be determined
B requiring preventive chamotherapy (PC)

Figura 2 — Distribuicéo geogréafica dos paises endémicos para a esquistossomose no ano de 2013.
Fonte: WHO (2015).

No Brasil, estima-se que 1,5 - 6 milhdes de pessoas estejam infectadas, sendo que
cerca de 70% desses individuos vivem em Minas Gerais e Bahia (Drummond et al., 2006;
Noya et al., 2015) (Ministério da Salde, 2011). O agente causador da esquistossomose
pertence 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. Existem seis espécies do género Schistosoma que sdo capazes de
completar o desenvolvimento no homem; sendo que Schistosoma haematobium (Bilharz,
1852), Schistosoma mansoni (Sambon 1907) e Schistosoma japonicum Katsurada 1904, sdo
responsaveis pela maioria dos casos humanos, concentrando-se nos continentes americano e
africano, enquanto que Schistosoma intercalatum Fisher 1934, Schistosoma mekongi, Voge,
Bruckner & Bruce, 1978, Schistosoma malayensis Greer 1988 sdo parasitos cuja transmissdo

estd relacionada a focos limitados e com menor importancia epidemiologica, isolados nas
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regides do norte da Africa e Asia (Ross et al., 2002; WHO, 2002; Gryseels et al., 2006;
Gryseels, 2012; Colley et al., 2014) (Figura2).

-~ -

] L
=

Figura 2 — Distribuicdo mundial de espécies de Schistosoma.
Fonte: Weerakoon et al. (2015)

No Brasil, a Unica espécie do género Schistosoma encontrado nos individuos
infectados é S. mansoni. Indicios histéricos nos levam a crer que o parasito fora introduzido
no pais na época do trafico negreiro e ao encontrar um hospedeiro intermediario susceptivel e
clima favoraveis se desenvolveu e expandiu pelo pais (Katz & Almeida, 2003). Atualmente,
0s casos de esquistossomose ocorrem principalmente na zona litordnea do estado do
Maranhdo até o Espirito Santo e o Estado de Minas Gerais, onde ainda se encontram regides
com prevaléncia igual ou superior a 15%. Além disso, Minas Gerais e Bahia concentram
cerca de 70% do numero de casos que ocorrem no pais (Noya et al., 2015) (Figura3). Ha
também focos isolados de transmissdo da doenca no Distrito Federal, Para, Piaui, Goias, Rio
de Janeiro, S8o Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, bem como casos de
pacientes positivos que vieram de areas endémicas registradas em todo territorio nacional,
principalmente em é&reas consideradas de migracdo, como o estado de Rond6nia, que
evidenciam a expanséo da esquistossomose (Coura & Amaral, 2004).
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Figura 3 — Prevaléncia da esquistossomose no Brasil. Destacando as areas de maior concentragédo de casos,
representado principalmente pelos estados de Minas Gerias e Bahia
Fonte: Manual da Vigilancia Sanitaria, 2014

Os dados recentes de Katz (2014) indicam uma reducdo de aproximadamente 8
milhGes em 1997 (Katz & Peixoto 2000) para aproximadamente de 1,5 milhdes de casos no
Gltimo inquérito nacional, devido aos avancos nas condices de moradia e saneamento basico.
Todavia, a transmissdo continua ativa em areas de alta endemicidade e também aquelas antes
ndo endémicas, geralmente associado a condi¢des sanitarias precarias em algumas partes do
pais, como o nordeste onde somente uma pequena parcela da populacdo possui rede de
esgoto, enquanto na cidade de Floriandpolis, onde a estrutura sanitaria ideal atende 35% dos

residentes.
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A técnica de Kato-Katz (Katz et al., 1972) é padronizada pela Organizacdo Mundial
de Satde (WHO, 1993) como sendo padrdo-ouro para deteccdo da esquistossomose, pelo fato
de ser quantitativa, possuir um baixo custo e ser de facil manipulacdo. Entretanto, vale
ressaltar que esta técnica apresenta baixa eficacia para identificar pessoas com baixa carga
parasitaria, devido a variacdo diaria da oviposicdo das fémeas, 0 pequeno nimero 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), afirma que para a técnica de Kato-Katz ser
eficaz nestas areas é necessario a confeccdo de vérias laminas, 0 que exigiria uma quantidade
maior de amostras que poderia dificultar o diagndstico. Desta forma, os levantamentos
utilizando a técnica de Kato-Katz pode subestimar a real prevaléncia da esquistossomose em
areas onde os individuos estdo infectados em baixa carga parasitaria, como acontece em
muitas areas do Brasil. Atualmente, tém se investido em técnicas parasitolégicas que
preconizam a concentracdo de amostras maiores de fezes, como método do gradiente salino,
(Coelho et. al., 2009), Helmintex® (Teixeira, et al., 2007), que se mostram mais promissoras
para o diagnostico da esquistossomose mansoni em areas de baixa endemicidade, porém sao
técnicas mais trabalhos e ainda ndo validada. Com este mesmo intuito, foi padronizado um
teste imunolégico denominado de POC-CCA (Colley et. al., 2013) e técnicas moleculares
(Gomes, et. al., 2010; Enk, et. al., 2012) que tem se mostrado promissores para utilizagdo em

areas de baixa carga parasitaria.

1.1. Ciclo evolutivo

A espécie S. mansoni utiliza como hospedeiro intermediario algumas espécies de
moluscos gastropodes aquaticos do género Biomphalaria, onde ocorre o ciclo de reproducédo
assexuada, e como hospedeiro definitivo poucas espécies de mamiferos, entre as especies de
primatas, de pequenos roedores, além de bovinos e ovinos (Amorim, 1953; Silva et al., 1992;
D'Aandrea et al., 2000; Gentile et al., 2000; Modena et al., 2008) além do homem, nos quais
ocorre a maturagdo sexual dos vermes e a reproducao sexuada (Figura 4).

No Brasil, as espécies de Biomphalaria encontradas naturalmente infectadas por S.
mansoni foram B. tenagophila, B.straminea, B. glabrata, sendo a ultima a espécie mais
susceptivel ao parasito (Paraense, 2001), enquanto que o homem tem sido apontado como o

unico hospedeiro definitivo de importancia epidemioldgica. Os ovos do parasito sdo
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eliminados juntamente com as fezes do hospedeiro definitivo infectado e, ao atingirem
colec@es hidricas, a larva ciliada, denominada de miracidio, eclode e se movimenta no meio
aquatico respondendo a estimulos do hospedeiro intermediario. Durante a penetracdo no
caramujo a larva perde sua camada ciliada transformando-se em esporocisto. Em moluscos
altamente susceptiveis, cada esporocisto pode formar aproximadamente 100.000 cercarias
com cauda bifurcada, através da série de ciclos de reproducdo assexuada ocorridos no
hospedeiro intermediario, constituindo a forma infectante ao hospedeiro definitivo (Souza et
al., 2011; Gryseels, 2012; Colley et al., 2014), que sao liberadas do caramujo para o ambiente
aquatico sob determinadas condi¢Bes de temperatura e luminosidade(Bogéa et al., 1996;
Wolmarans et al., 2002).

O hospedeiro definitivo ao entrar em contato com os recursos hidricos contaminados
com as cercarias de S. mansoni é infectado pela penetracdo ativa das larvas atraves da pele e
mucosas com auxilio de suas ventosas e glandulas repletas de secrec¢@es histoliticas (Dorsey &
Stirewalt, 1971), caso sejam ingeridas com a &gua, aquelas que conseguirem chegar ao
estdmago sdo destruidas, e as que penetram na mucosa bucal desenvolvem-se normalmente
(Souza et al., 2011). No decorrer deste processo, ainda pouco elucidado, as larvas perdem a
cauda e sofrem alteracdes fisioldgicas, transformando-se em esquistossomulos (Gordon &
Griffiths, 1951; Curwen & Wilson, 2003; Whitfield et al., 2003) que migram pela derme até
alcancar os vasos sanguineos, e, via circulacdo sanguinea, sao transportados pelo ventriculo
direito para o pulmédo e posteriormente para o sistema porta-hepatico, onde transformam-se
em vermes acasalam e terminam a maturacdo sexual, formando machos e fémeas adultos
(Lenzi et al., 2008). Em seguida, 0s casais migram para veias mesentéricas proximas ao
intestino, onde comegam a postura dos ovos, que sdo inicialmente encontrados nas fezes apds
40 dias da infeccdo, reiniciando o ciclo de desenvolvimento. No hospedeiro definitivo os
vermes adultos podem viver em média 3 a 10 anos (Coelho & Barbosa, 1995; Siqueira-Batista
et al., 1998; Lenzi et al., 2008; Souza et al., 2011; Colley et al., 2014).

As fémeas de S. mansoni chegam a produzir cerca de 300 a 400 ovos por dia
(Valadares et al., 1981) que sdo eliminados nos vasos sanguineos, aproximadamente 40%
desses atravessam o endotélio e a membrana basal dos vasos e mucosa intestinal, alcangando
a luz do intestino sendo eliminados juntamente com as fezes (Pearce & MacDonald, 2002).
Os ovos que ndo chegam a luz intestinal sdo carreados pela corrente sanguinea e acumulam-se
nos tecidos, principalmente figado e intestino, podendo também ser encontrados nas placas de

Peyer (Turner et al., 2012). Em casos mais graves de infec¢do os ovos do parasito também sp
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podem ser encontrados no bago, pulmdo e sistema nervoso, sendo alvo da resposta imune
(Boros & Warren, 1970; Warren, 1982).

Esporocistos no Cercaria deixa ativamente
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Figura 4 — Ciclo evolutivo de S. mansoni.
Disponivel em HTTP://lwww.dpd.cdc.gov/dpdx/html/schistosomiasis.htm

1.2. Evolucao Clinica e Resposta Imunoldgica

A esquistossomose pode ser clinicamente classificada em fase aguda e fase cronica,
sendo que a fase aguda pode ser dividida em periodo pré-patente (antes da oviposi¢cdo) e pos-
patente (apds a oviposicdo) (Hiatt et al., 1979). Os sintomas da fase aguda sdo relatados
principalmente em pessoas previamente ndo expostas ao parasito (Hiatt et al., 1979; Zuidema,
1981; Raso et al., 1986; King et al., 1998; Caldas et al., 2008), variando também de acordo
com a carga de infec¢do do individuo e reatividade do hospedeiro (Milan & Keim, 2007),
estando associado a uma resposta de hipersensibilidade sistémica induzida pela penetracdo da
cercaria, levando a erupcbes micropapulares eritematosas e discretamente edemaciada,
conhecida como dermatite cercariana ou contra a migracdo de vermes e ao inicio da
oviposicdo que ocorre com a disseminacdo massiva de granulomas no figado, pulméo,
pancreas e linfonodos ( Lambertucci, 1993; Lambertucci et al., 2005; Gryseels et al., 2006;

Bottieau et.al.,2006; Caldas et.al, 2008). Geralmente, os individuos que vivem em areas
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endémicas e estdo continuamente em contato com 0s antigenos do parasito, apresentam
poucos sintomas nessa fase (Bina & Prata, 2003; Caldas et al., 2008). Em casos mais raros,
hepatite aguda com necrose focal e enterocolites séo observadas ( Raso, 1986; Caldas e. al.,
2008)

A migracdo dos esquistossomulos pode causar sintomas inespecificos, como
prostracdo, febre, calafrios, esplenomegalia, conjugados com leucocitose e eosinofilia com
placas de infiltrados que podem ser identificadas em radiografias pulmonares (Gazzinelli et
al., 1985), além de serem importantes na liberacdo de antigenos como provaveis mediadores
imunolégicos (Capron, et. al., 1985; Butterworth et. al., 1994). Neste periodo o paciente pode
apresentar tosse ndo produtiva, eventualmente com crise asmatiforme, diarreia com
numerosas evacuacdes e anorexia (Coura et al., 1970; Hiatt et al., 1979; Ross et al., 2002).
Alguns pacientes podem ainda manifestar a Febre de Katayama, reacdo de hipersensibilidade
sistémica em resposta a migracao dos esquistossdbmulos ap6s a infeccdo primaria (Ross et al.,
2002), ou mais tardiamente sintomas abdominais em decorréncia do posicionamento dos
vermes adultos e inicio da postura dos ovos (Gryseels et al., 2006). A ocorréncia destes
sintomas € comum antes mesmo de aparecem ovos nas fezes, mas geralmente ha um pico
entre a 6% e 8% semanas apoOs infeccdo (Pearce & MacDonald, 2002). Acredita-se que
individuos que residem em dareas endémicas sofrem sensibilizacdo “in ttero”, como
consequéncia da infeccdo materna; assim ao se infectarem na infancia, os individuos
respondem ao parasito de uma forma diferente, geralmente mais modulada, em relacdo
aqueles que ndo sdo de areas endémicas. Nestes individuos, os sintomas quando aparecem Sao
menos severos (Novato-Silva et al., 1992; Andrade, 2008). Na fase aguda, a infec¢do por S.
mansoni induz uma resposta imune predominantemente do tipo 1 (Thl), com elevada
producdo de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), gama interferon (IFN-y) e interleucinas-
2,6 e 12 (IL-2, IL-6 e IL-12) de acordo com o0 modelo experimental (Vella & Pearce, 1992;
Stadecker & Hernandez, 1998; Wynn et al., 1998; Dunne & Pearce, 1999; Hoffmann et al.,
2000; Pearce & MacDonald, 2002). Os antigenos que Sd0 responsaveis por essa resposta
ainda ndo estdo claros, mas acredita-se que 0s antigenos de esquistossomulos sejam 0s
principais mediadores (Hiatt et al., 1979; Capron & Dessaint, 1985; Butterworth, 1994).

Os antigenos liberados pelos ovos do parasito retidos no organismo do hospedeiro a
partir da 5-6 semanas da infeccdo induzem a producéo de IL-4 e IL-5 (Pearce & Sher, 1991;
Pearce & MacDonald, 2002; Wynn et al., 2004; Wilson et al., 2007), que atuam na
estimulagdo da producgdo de IgE (imunoglobulina E) e de eosindfilos circulantes (Mosmann,
1992). Além destas citocinas ha um aumento na producdo de IL-10 e IL-13 (Pearce & Sher,
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1991; Pearce & MacDonald, 2002; Bartley et al., 2006), que atuam na inibicdo da producéo
de IL-12, TNF-a e IFN-y inicial (Fiorentino et al., 1991; De Wall Malefyt et al., 1993;
Akuthota et al., 2008), e na estimulacdo da diferenciacdo da resposta Th2. Este ambiente
imunologico é essencial para o recrutamento e ativacdo das células responsaveis pela
formacéo do granuloma ao redor dos ovos do parasito e também pela ativagdo de macréfagos,
de células hepéticas estreladas (HSC) e da sua diferenciacdo em miofibroblastos, que levam a
producdo dos componentes da matriz extracelular (ECM) essenciais na remodelacdo tecidual,
mas também para formacdo de fibrose (Pearce & Sher, 1991; Tiggelman et al., 1995;
Stadecker & Hernandez, 1998; Maizels & Yazdanbakhsh, 2003; Pearce et al., 2004; Burke et
al., 2009).

O granuloma que circunda os ovos de S. mansoni € formado através de uma interacao
dindmica e intricada entre célula-célula e célula-matriz do tecido afetado e aquelas recrutadas
da circulagdo. Os linfécitos T CD4" e B, macrofagos e eosindfilos, em decorréncia da
producdo de antigenos pelos ovos alteram a producédo e deposicdo de uma matriz extracelular
heterogénea, resultando na formacdo de uma estrutura esférica compacta que se organiza ao
redor do ovo do parasito (Bogliolo, 1958; Boros & Warren, 1970; Raso, et.al., 1987;Lenzi et
al., 1991; Silva et al., 2004; Pesce et al., 2006; Lenzi et al., 2008). Com os estimulos locais,
os macrdfagos 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 formac6es interdigitais entre membranas.
Sdo encontradas frequentemente células gigantes multinucleadas, originadas da fusdo de um
macrofago com outro (Pereira et al., 2000). Estudos posteriores demonstraram que na
presenca de citocinas do perfil Th2 os macréfagos ativados ndo produzem 6xido nitrico, mas
expressam a enzima arginase 1, que converte L-arginina em prolina, utilizada na producéo de
coldgeno, matriz necessaria para reparacdo tecidual e desenvolvimento de fibrose hepética
(Pearce & MacDonald, 2002; Gordon, 2003; Anthony et al., 2007). Com a evoluc¢éo da reacéo
celular forma-se o granuloma maduro ou granuloma exudativo-produtivo, caracterizado por
uma grande riqueza celular, compreendendo células migrantes (linfécitos, macrofagos e
eosinofilos) e locais (fibroblastos e miofibroblastos) dispostas organizadamente em 3 camadas
distintas: central (com predominio de macréfagos) a camada medial (com fibras arranjadas
concentricamente) e a camada periférica (com riqueza celular e fibras reticulares frouxamente
dispostas) (Weinstock & Boros, 1983b; Lenzi et al., 1998; Lenzi et al., 2008). Nesta fase, 0s
granulomas podem conter até 50% de eosinofilos (Lenzi et al., 2008), essas células atraidas

pela producio de eotaxina e IL-5 produzida pelas células T CD4", possuem um papel
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importante na fibrose hepética (Reiman et al., 2006) e na polarizacéo e estabelecimento da
resposta Th2 (Sabin & Pearce, 1995). Os neutréfilos também séo participantes, sendo as
primeiras células a chegarem ao sitio da infeccdo (Nathan, 2006), estando presentes na
composicdo do granuloma, embora sua presenca em infeccdes por Schistosoma japonicum
seja mais pronunciada (Meleney et al., 1953; Hsu et al., 1972; Von Lichtenberg et al., 1973).
Em decorréncia da deposicao de ovos e liberacdo de seus antigenos ha o estimulo de citocinas
e quimiocinas pré-inflamatorias produzidas pelos neutrofilos (Chuah et al., 2014), além de
contribuir com a eliminacdo de patdgenos via desgranulacao e fagocitose, sem alterar a carga
parasitaria dos animais (Kolaczkowska & Kubes, 2013). Os neutrofilos, também contribuem
para o dano tecidual gerado no local devido a producdo de mediadores citotdxicos e espécies
reativas de oxigénio (Cascéo et al., 2010).

Por volta de 10-12 semanas (Figura 5), ocorre uma gradual regulacdo da funcdo das
células T CD4" e da imunopatologia, em um processo denominado imunomodulacio
(Andrade & Warren, 1964; Boros et al., 1975; Lundy & Lukacs, 2013). A modulacdo do
granuloma caracteriza a fase crénica da esquistossomose e, geralmente tem sido acompanhada
por uma reducdo da producdo de citocinas do tipo 2 e do tipo 1 (Aradjo et al., 1996;
Montenegro et al., 1999) (Figura 5). Os granulomas formados em torno dos ovos tornam-se
gradativamente menores (Andrade & Warren, 1964), fendmeno essencial para promover a
sobrevivéncia do hospedeiro durante a infeccdo e que tem a participacdo essencial de 1L-10
(Pearce & MacDonald, 2002; Wynn et al., 2004; Wilson et al., 2007; Chuah et al., 2014),
produzido por algumas células como CD4+CD25+, Tregs e células B. Durante o periodo
inicial da resposta granulomatosa, IL-10 através da regulacdo da expressao IL-12/IL-12R atua
modulando e/ou suprimindo a producdo de IFN-y, uma citocina de perfil Th1 (Wynn et al.,
1998; Todt et al., 2000; Hesse et al., 2004; Wilson et al., 2007). Posteriormente, IL-10 e
TGF-B induzem células regulatdrias (Treg) que regulam o balango da resposta Th1/Th2
(Pearce & MacDonald, 2002; Wynn et al., 2004; Wilson et al., 2007). Assim, IL-10 também é
essencial para evitar excessivas respostas Th2 e consequentemente a patologia grave da fase
cronica (Hoffmann et al., 2000). Estudos demonstram a participacdo de outros elementos na
modulacdo da reposta imunoldgica durante a fase cronica da infeccdo por S.mansoni, que
incluiu células T CD8+ (Pedras-Vasconcelos & Pearce, 1996), eventos apoptoticos (Rutitzky
et al., 2003), anticorpos anti-idiotipos (Montesano et al., 2002) e células B (Jankovic et al.,
1998; Pearce & MacDonald, 2002). Fator complicador da elucidacdo desse mecanismo pode

ser explicado pelo perfil varidvel das citocinas de cada paciente (Abath et al., 2006).
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Estudos também mostram que os imunocomplexos possuem um papel importante na
modulagéo granulomatosa. Trabalhos experimentais que avaliam a formacao de granuloma in
vitro a partir de esferas conjugadas com antigenos do ovo do parasita incubadas com células
mononucleares do sangue periférico, demonstraram que a adicdo de soro de pacientes
acometidos pela forma intestinal da esquistossomose resultou em redugdo do tamanho dos
granulomas bem como a proliferacéo de células do sistema mononuclear fagocitario (Goes, et.
al., 1991, Rezende, et. al., 1993 e G0es, et.al., 1994, 1997). Imunocomplexos podem modular
o granuloma atraves do aumento na producdo de NO, que acarreta na elevacdo dos niveis de
prostaglandina E (Neves, et.al., 1999), além de inibir a produgdo de TNF-a e elevando os
niveis de IL-10, (Rezende, et.al., 1997).
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Figura 5 — Balango da producéo de citocinas Thl e Th2 e Treg em infec¢do primaria por S.mansoni em
camundongos.
Fonte: Dunne and Cooke (2005).
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A sintomatologia da fase crbnica da esquistossomose tem sido relacionada com a
extensdo e intensidade da reacdo celular do hospedeiro a presenca dos ovos nos tecidos
(Wynn et al., 2004; Wilson et al., 2007), sendo clinicamente classificada em formas intestinal,
hepatointestinal e a mais grave, hepatoesplénica, que atinge cerca de 4 - 10 % dos infectados
(Bogliolo, 1958; Prata & Bina, 1968; Bica et al., 2000; Andrade, 2004; Carvalho et al., 2005).
Alguns dados utilizando amostras de tecido humano sugerem que ndo exista uma forma
intestinal pura, pois o acometimento do figado é frequente em todas as formas anatomo-
clinicas da esquistossomose, mesmo aquelas em que o figado nédo € o eixo das manifestacoes
principais da doenca (Raso, et. al., 1987). Na maioria dos individuos infectados, a fase
cronica da esquistossomose pode ser assintomatica ou expressar sintomas abdominais, como
dor local, diarreia intermitente e fezes sanguinolentas, além de sintomas sistémicos como,
fadiga e cefaleia. Nos pacientes que apresentam esta forma mais leve da doenca, denominada
de forma intestinal ou hepatointestinal, os granulomas hepéticos apresentam-se em menor
namero e localizados isoladamente nas terminagdes da veia porta, se apresentando em Vvérias
fases de evolucgdo e cicatrizacdo (Andrade & Prata, 1963; Andrade, 2008). Casos graves da
doenca podem ser causados por uma inflamacdo granulomatosa intensa produzindo extensa
fibrose periportal, que pode acarretar na obstrucdo do vaso e aumento da pressdo portal
(Boros & Warren, 1970; Cheever et al., 2000; Andrade, 2009; Wynn & Barron, 2010),
caracterizando a forma clinica hepatoesplénica. Esse quadro surge em decorréncia da
deposicdo de ovos nos espacos porta em conjunto com lesBes destrutivas e obstrutivas da veia
porta intra-hepatica (Andrade, 2008). Dessa forma, a fibrose dificulta a perfusdo sanguinea
dos érgdos, por conseguinte, gera um aumento consideravel do baco e do figado (Lambertucci
et al., 1993). A elevacdo da pressao sanguinea leva ao aumento de anastomoses, afim de que o
sangue seja desviado para areas de menor pressdao, como eséfago, e assim reduzir o fluxo de
sangue nas areas comprometidas (Lacerda et al., 2002). Alguns pacientes em fase crénica
podem também apresentar distarbios vasculares pulmonares, caracterizado por dispneia de
esforco, palpitacGes, dor tordcica constritiva, tosse seca e fadiga extrema (Lambertucci et al.,
2005). Segundo estudos de necropsia realizados por Coura (1979), ha chance de haver um
comprometimento pulmonar € superior em individuos que sdo infectados com altas cargas
parasitarias. Os pacientes podem apresentar alem dessas manifestacfes, acentuada perda de
peso, desnutricdo, disfuncdes cognitivas e anemia, em consequéncia das lesdes intestinais
decorrentes da eliminacdo dos ovos (Van Der Werf et al., 2003; Abath et al., 2006).

Abath et al., (2006) e Andrade (2008) relataram o desenvolvimento de formas graves

da esquistossomose em individuos com baixa intensidade de infeccdo, demonstrando que a
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carga parasitaria ndo é o Unico fator determinante no desenvolvimento da patologia grave.
Fatores genéticos e imunologicos também sdo determinantes no desenvolvimento da forma
severa da doenca (Butterworth et al., 1985; Cheever et al., 1987; Dessein et al., 1999; Dunne
& Pearce, 1999).

Assim, a formacdo do granuloma é fundamental para a protecdo do hospedeiro, pois
previne 0 quadro agudo que pode ser letal devido a producdo elevada de citocinas pro-
inflamatdrias do tipo Thl (Pearce & MacDonald, 2002). Experimentos realizados com
camundongos geneticamente deficientes para a producdo de IL-4 e IL-13 resultaram no
aumento da mortalidade durante a infeccdo experimental por S. mansoni que foi associada ao
aumento de producédo de IFN-y, TNF-a e NO (Brunet et al., 1997; Chiaramonte et al., 1999;
Jankovic et al., 1999 Fallon, 2000). Resultados experimentais também demonstraram que a
producdo de IL-10 pode modular patologias associadas as respostas Thl e Th2 (Wynn et al.,
1997; Montenegro et al., 1999; Pearce & MacDonald, 2002), sendo verificado que
camundongos deficientes para a produgdo de IL-10 tiveram uma mortalidade maior na fase
aguda, provavelmente pela exacerbacédo da resposta inflamatdria do tipo 1 (Hoffmann et al.,
2000) enquanto que animais que séo deficientes na producdo de IL-10 e I1L-12, tiveram uma
elevada mortalidade na fase crénica (Montenegro et al., 1999; Pearce & MacDonald, 2002). A
inducéo da resposta Th2 é determinante na formacéo do granuloma, e esta estrutura tem um
importante papel na contencdo da lesdo hepética do hospedeiro, pois a reacdo celular permite
a contencdo da secrecdo de enzimas, toxinas e antigenos do ovo (Dunne & Pearce, 1999;
Pearce & MacDonald, 2002). Além disso, o estabelecimento da resposta Th2 também é
importante no processo de eliminagdo dos ovos da mucosa intestinal e a formacdo do
granuloma preserva a parede intestinal e previne uma subsequente invasdo bacteriana durante
a infecdo (Pearce & MacDonald, 2002; Scrivo et al., 2007).

Por outro lado, a formagdo do granuloma também pode ser responsavel pelo
desenvolvimento da patologia grave. Citocinas produzidas por células Th2 podem ser
responsaveis por mediar certos aspectos da patologia associada a esquistossomose cronica,
como progressdo da fibrose hepatica e a hepatoesplenomegalia (Cheever, 1987; Wynn &
Cheever, 1995; Hoffmann et al., 1998; Fallon, 2000; Andrade, 2009). Em camundongos
infectados por S. mansoni, a deficiéncia de producdo de I1L-13 (1L137) (Fallon, 2000) e dos
receptores de IL-4 (IL-4ra™) e IL-13 (L-113ral”) (Jankovic et al., 1999; Schwartz et al.,
2014) ou mesmo o tratamento com anticorpos neutralizante anti-IL-13Ra2 soltvel
(Chiaramonte et al., 1999) resultaram no desenvolvimento de fibrose hepatica branda, menor

morbidade e mortalidade devido a menor ativacdo de macrdfagos alternativamente ativados
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(Vannella et al., 2014). Além disso, IL-13 estimula a diferenciacdo das células hematicas
esteladas (HSC) em miofibroblastos ativados, os quais sdéo um dos principais elementos
responsaveis pela producdo de colageno e pela fibrogénese no granuloma (Wilson et al.,
2011).

Os macrofagos e fibroblastos tém sido apontados como principais células efetoras
envolvidas na patogénese da fibrose (Weinstock & Boros, 1983a; Lenzi et al., 1998).
Todavia, estudos tém demonstrado que os eosindfilos podem desempenhar um papel
fundamental na reparacdo, remodelacdo e desenvolvimento da fibrose tecidual pos-
inflamatéria uma vez que sdo fontes de 1L-13 e TGF-B. Experimentos in vitro mostram que
eosindfilos estimulam a proliferacdo de fibroblastos através da producdo de citocinas como
TGF-B e IL-13 (Munitz & Levi-Schaffer, 2004; Silveira-Lemos et al., 2008) e, portanto, sua
contribuicdo na formacdo do granuloma esquistossomoético e na evolucdo da fibrose

necessitam ser melhor caracterizados.

1.3. Eosinofilos

Os eosindfilos sdo células produzidas a partir de células tronco que se encontram na
medula dssea. Primeiramente essas células se diferenciam em um precursor comum de
baséfilos e eosindfilos, que podem diferenciar em eosindfilos através da interacdo de trés
fatores de transcricdo, GATA-1, PU.1 e C/EBP, que atuam sinergicamente na regulacdo da
diferenciacédo de eosindfilos (Rothenberg & Hogan, 2006). GATA-1 é certamente o fator mais
importante para a maturacdo de eosindfilos, visto que camundongos que tiveram o sitio de alta
afinidade do promotor GATA-1 deletado resultaram em auséncia seletiva da diferenciagéo de
eosindfilos (Yu et al., 2002). O fator estimulador de col6nias de macréfagos-granuldcitos
(GM-CSF) e IL-3 também atuam nas primeiras fases de diferenciacdo e proliferacdo de
eosinofilos, juntamente com o fator de crescimento de células tronco, SCF, (Kimura et al.,
2006). O IL-5 e fundamental para finalizar a maturacdo dos eosinéfilos (Rothenberg &
Hogan, 2006) e o recrutamento destas células para o sitio inflamatdrio ocorre em resposta a
expressao de moléculas de adesdo como integrinas B1/2 (Bochner & Schleimer, 1994) e
producdo local de quimiocinas, como eotaxina 1 e eotaxina 2 (Zimmermann & Rothenberg,
2003) e da propria IL-5, cuja producéo é estimulada por citocinas Th-2. Importante salientar
que a ndo expressao do promotor GATA-1 trouxe alteragdes na transcricdo de gentes para a
formacdo de globulos brancos e plaquetas, cujos numeros foram menores nos animais

deficientes para a maturagdo dos eosinofilos.
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Koeffler & Billing (1980) demonstraram que moléculas de HLA-DR (human
leukocyte antigen), um tipo de MHC-I1, sdo expressas na superficie dos eosindfilos. Todavia,
é comprovado pela maioria dos estudos que os eosinofilos s6 expressam moléculas de MHC-
Il quando estimulados por GM-CSF (Lucey et al., 1989). Eosindfilos com expressao
aumentada de moléculas de MHC-II foram encontrados no lavado broncoalveolar de
pacientes com pneumonia eosinofilica (Beninati et al., 1993) e no escarro de pacientes
asmaticos (Hansel et al., 1991). Em infecces por Brugia malayi, Strongyloides stercoralis e
em cultura com rinovirus foi evidenciado uma possivel atuacdo de eosinofilos como APC
(Pearlman et al., 1993; Handzel et al., 1998; Padigel et al., 2007).

Eosindfilos também sdo células importantes na polarizacdo das respostas Thl e Th2
(Figura 6). Testes in vivo demonstram que o eosindfilo é capaz de regular a polarizacdo a
ativacdo de células T, através da sintese de indoleamina 2,3- dioxigenase, IDO, que esta
envolvida na converséo de triptofano em KYN, um regulador do balango Th1/Th2, através de
apoptose de células Thl (Rothenberg & Hogan, 2006). Em respostas de perfil Thl é sabido
que os eosinofilos podem expressar 1L-12 (Grewe et al., 1998) e quando estimulados com
IFN-y expressam quimiocinas que recrutam células Thl, como CXCL9 ¢ CXCL10 (Dajotoy
et al., 2004). A presenca de IL-16 estimula a producdo inicial de IL-4 que rapidamente
suprime a liberacdo de IL-12 por via autocrina, elevando a geracdo de IL-4 e direcionando a
resposta para perfil Th2. E comprovado que eosindfilos expostos a antigenos de vias aéreas de
camundongos estimulam a producdo de IL-4, IL-5, IL-13 em co-cultura com células Th2.
Eosindfilos também produzem IL-25 estimula a expressdo de CCR3 induzindo a producéo de
CCL5, que intensifica a producdo de IL-5 e o recrutamento de mais eosinofilos (Kita &
Gleich, 1996; Lacy & Moqgbel, 2000; Shi et al., 2000; Bandeira-Melo et al., 2001; MacKenzie
et al., 2001; Chen et al., 2004). Durante a resposta Th2, eosinofilos produzem IL-4
precocemente e pode participar da diferenciacdo e expansio de células T CD4" em linfécitos
Th2, que também aumenta a producao de IL-5 e o recrutamento de eosindfilos para o sitio de
inflamacéo (Rothenberg & Hogan, 2006). Alguns estudos ainda indicam que a regulacdo da
resposta Th2 pode ocorrer através via IL-25, pois de maneira independente do IL-4, os
linfocitos Th2 expostos a ela tém sua proliferacdo e producdo de citocinas Th2 aumentada
(Wang et al., 2007). Posteriormente, CCL17 (TARC) e CCL22 (MDC), liberados pelos
eosinofilos, sdo ligantes dos receptores CCR4 e responsaveis por reduzir a resposta
inflamatoria, como ja comprovada em doencas alérgicas nas vias aéreas (Mantovani et al.,
2004; Pease & Williams, 2006; Santulli-Marotto et al., 2013).
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Figura 6 — Modelo de Imunoregulacéo de células T CD4" por eosinofilos.
Fonte: Akuthota et al. (2008).

Adicionalmente, eosindfilos exercem um importante papel na reparacdo e modelacdo
tecidual, estabelecendo um equilibrio entre dano e protecdo do organismo, conforme ilustrado
na Figura 7. Eosinofilos sao fontes de TGF- e IL-13, mediadores pro-fibréticos fundamentais
para estimular a producdo de coldgeno (Munitz & Levi-Schaffer, 2004). Os eosinéfilos sdo
capazes de estimular a regeneracdo tecidual do figado através da producdo de IL-4,
responsavel por estimular os hepatdcitos (Palm et al., 2012).
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Figura 7 — Maltiplas fun¢des do eosindfilo no organismo.
Fonte: Radonjic-Hosli and Simon (2014).

As citocinas produzidas por eosindfilos tém um papel fundamental nas infeccdes
parasitarias. A secrecao de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, 1L-12, I1L-13, IL-16, IL-18 e TGF-a/p,
eotaxina-1 e de mediadores lipidicos pelos eosinofilos auxilia na polarizagdo da resposta Th2,
de forma a iniciar uma resposta especifica agindo como apresentador de antigenos
(MacKenzie et al., 2001; Shi, 2004; Rothenberg, 2009). Os granulos produzidos pelos
eosinofilos sdo nucleos cristaloides contendo proteina catidnica do eosinofilo (ECP), major
basic proteins (MBP) e peroxidase de eosinofilo (EPO), que sdo moléculas com atividade
citotoxica e helmintotéxico. Os granulos de eosindfilos também contem mediadores lipidicos,
como platelet activating factor (PAF), que atraem leucdcitos, ampliam a producdo de
mediadores lipidicos, além de ativar neutrofilos, eosinofilos e plaquetas (Rothenberg, 2009;
Shamri et al., 2011). A eicosanoides producdo de pode atuar de maneira autdcrina nos
eosindfilos, estimulando a liberacdo de IL-4 (Bandeira-Melo, et. al.,2002). Ao contrario,
Tedla, et.al. (2003) demonstram que eicosanoides podem estimular a elevacdo nos niveis de
IL-12 e ndo de IL-4. Estes dados mostram a falta de entendimento do papel destes mediadores
na ativacdo de eosindfilos e a possibilidade da atuacdo diferenciada destas células em
respostas de perfil Thl e Th2.

O papel dos eosinofilos em infec¢Bes por helmintos tem tido resultados controversos.
Em infecgdes por cestddeos, como Mesocestoides corti, a utilizacdo de camundongos
deficientes para a producédo de IL-5, resultou em menor estimulagéo de eosinofilos, mas esta
reducdo nédo alterou carga parasitaria em compara¢do com animais nao deficientes (Kopf et
al., 1996). Animais tratados com anti-1L5 e infectados com o nematddeo intestinal Trichinella

spiralis também n&o tiveram diferencas significativas em sua carga parasitaria (Herndon &
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Kayes, 1992) em relagdo aos camundongos ndo tratados. Animais transgénicos para IL-5 e
infectados por T. spiralis mostram elevado numero de eosinofilos circulantes, mas também
ndo tiveram alteracdo na carga parasitaria em comparagao com 0s animais ndo transgénicos
(Hokibara et al., 1997). Outro nematodeo intestinal em que eosinofilo ndo afeta
significativamente a carga parasitaria foi Nippostrongylus brasiliensis. A infeccdo primaria de
camundongos por N. brasiliensis induz a migracdo de eosindfilos produtores de IL-4 para
local da migracdo das larvas; entretanto, a reducdo da eosinofilia induzida pela infecgédo
experimental pelo nematddeo em camundongos deficientes em IL-5 ndo alterou
significativamente a polarizacdo da resposta Th2 ou a carga parasitaria dos animais
(Voehringer et al., 2004). Ao contrario do relatado para T. spiralis e N. brasiliensis, a
infeccdo experimental por Strongyloides stercoralis em camundongos revela que o eosinoéfilo
é a principal célula associada a morte de larvas do parasito inoculadas na cavidade peritoneal
de camundongos previamente imunizados (Rotman et al., 1996). Posteriormente, em estudos
utilizando camundongos deficientes e transgénicos para IL-5, relataram que a diminuicdo das
larvas de S. stercoralis, tanto na infeccdo primaria como secundaria, estava associada a
presenca de eosinofilos (De’Broski et al., 2000). Além disto, camundongos transgénicos para
IL-5 também foram capazes de eliminar mais rapidamente um grande numero de larvas
durante a migracdo tecidual de S. venezuelensis e de vermes adultos cirurgicamente
transplantados no intestino delgado (EI-Malky et al.,, 2003). Estudos utilizando
Angiostrongylus cantonensis (Sasaki et al., 1993; Sugaya et al., 1997) e Brugia malayi
(Babayan et al., 2010; Cadman et al., 2014) também apontam para a importancia dos
eosindfilos durante a infeccdo. A auséncia dessas células acarreta na elevacdo do nimero de
larvas recuperadas e consequentemente no dano gerado para o hospedeiro.

O papel dessas células na evolucéo da infeccdo e morbidade produzida por S. mansoni
é bastante controverso. Experimentos in vitro demonstraram que eosinofilos sdo capazes de
eliminar esquistossomulos via citotoxidade celular dependente de anticorpos (antibody-
dependent cellular cytoxicity — ADCC), depositando MBP em sua superficie causando o
rompimento de sua membrana (Butterworth et al., 1979; Andrade et al., 1984; Gentil et al.,
2013). Em humanos, analises histoquimicas indicam que os eosinodfilos desgranulam nas
proximidades do ovo, afetando o miracidio (Hsu et al., 1980). Em biopsias de figado humano,
foi verificado que granulomas com ovos em processo de formacéo apresentam infiltrado
eosinofilico e deposi¢cdo de MBP secretados por eosinofilos, que ndo ocorre nos granulomas
ja em processo de regressao (Kephart et al., 1988; Chiavaroli & Grima, 2008). Um estudo

populacional feito por Wilson et al. (2013), utilizando um grupo de humanos infectados com
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Schistosoma haematobium, tratados previamente ou posteriormente com praziquantel,
demonstrou que a exposi¢do de eosinofilos aos antigenos do parasito elevam a quantidade de
IL-33 no soro, responsavel pelo aumento da producéo de IL-5 e IL-13 pelos eosindfilos e
consequentemente a fibrose tecidual.

Camundongos tratados com anticorpos anti-IL5 (Shever et. al., 1990) tiveram reducao
da quantidade de eosindfilos no granuloma de 40% para 1-2% e em camundongos deficientes
para a producdo de IL-5 essa taxa cai de 55% para 7,5% (Brunet, et al. 1999). A diminuicédo
da infiltracdo de eosinofilos para o granuloma resultou em menor producao de IL-4 e 1L-13,
por conseguinte houve menor ativacdo de células Th2, reduzindo o tamanho do granuloma
sem alterar a carga parasitaria entre os grupos avaliados. Em experimentos utilizando
anticorpos anti-IL5 (Sher, 1990) indicam que mesmo com a neutralizacdo da citocina e
reducdo de eosindfilos ndo houve diferenca na carga parasitaria e no tamanho do granuloma
esquistossomotico, bem como na deposicdo de colageno. Porém, Remain, et. al., (2006)
mostraram uma carga parasitaria mais elevada em camundongos geneticamente deficientes
para IL-5 infectados com Schistosoma mansoni.

Brunet et. al., (1999) e Reiman, et. al., (2006), trabalhando com animais deficientes
para a producdo de IL-5, IL-4 e IL-4R, apresentam reducdo da eosinofilia induzida pela
infeccdo por Schistosoma mansoni, contudo sem alterar a carga parasitaria dos grupos
experimentais. O estudo de Seki et. al. (2012), utilizando animais de IL-47/IL-3" também
ndo evidenciaram estatistica na carga parasitaria durante a infeccdo por Schistosoma
japonicum.

A falta de modelos experimentais para o estudo unicamente da funcao dos eosindfilos
durante a processos infecciosos e inflamatérios levou ao desenvolvimento de camundongos
AdblGATA, animais que apresentam uma dele¢do pontual na zona palindrdmica do promotor
de alta afinidade do gene GATA-1, causando a delecdo seletiva dos eosindfilos sem afetar
significativamente as demais hematopoiéticas (Yu et al., 2002). Com este mesmo intuito
tambem foram desenvolvido camundongos denominados de TgPHIL, nos quais foi
introduzido o gene de toxina diftérica A no promotor do gene GATA-1, que resulta na morte
das células durante o processo de diferenciacdo em eosindfilos (Lee et al., 2004). Infeccéo
experimental por S. mansoni utilizando os modelos em questdo mostram que a auséncia de
eosinofilos ndo alterou a carga parasitaria ao longo da infeccdo (Swartz et al., 2006). Além
disso, pode-se verificar uma deficiéncia na polarizagdo da resposta Th1/Th2 apresentando

reducdo no granuloma hepéatico em comparacdo aos ndo deficientes, além de uma
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consideravel reducdo na deposicdo de coladgeno e volume do granuloma hepatico (Reiman et
al., 2006; M. Schwartz & Baruch, 2014).

Estudos recentes utilizando camundongos deficientes para a producdo de thymic
stromal lymphopoietin-TSLP e 1L-33, TSLP/IL-25 e TSLP/IL-25/IL-33, citocinas da resposta
inata, mostram que na auséncia destas citocinas a infeccdo por S. mansoni induz menor
recrutamento de eosinofilos, reducdo da producdo de IL-5 e IL-13 e redugdo da fibrose
hepatica dos animais (Vannella et al., 2016).

Desta forma, fica evidente a necessidade de mais estudos que possam esclarecer a
participacdo de eosinofilos na formacdo/regulacdo do granuloma induzido pela infec¢cdo por

S. mansoni e na evolugdo da morbidade associada a esta infeccao.
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2. JUSTICATIVA

Conforme discutido anteriormente, a morbidade associada a infeccdo por S. mansoni é
determinada pela extensdo e intensidade da inflamacdo granulomatosa ao redor dos ovos do
parasito retidos nos tecidos. Desta forma, estudos que esclarecam 0s mecanismos
imunolégicos envolvidos na formacdo e na modulagdo do granuloma esquistossomotico séo
importantes no entendimento da patologia da esquistossomose e, consequentemente, no
prognostico da doenca. A diferenciacdo, o recrutamento e a ativacdo de eosindfilos séo
processos dependentes da producdo de citocinas e quimicionas tipicas do perfil de resposta
Th-2, que é a resposta predominante durante a formacdo do granuloma. Diversos estudos
demonstram que eosinofilos tem papel importante como fonte inicial de citocinas, como
célula apresentadora de antigenos e na remodulacdo tecidual em varios modelos infeccédo
parasitaria.

Na esquistossomose experimental, os eosindfilos podem compor até 50% do infiltrado
inflamatdrio do granuloma. Apesar da infeccdo por S. mansoni ser um grande indutor de
eosinofilia, o papel desta célula para o controle do parasito e para a evolucdo da morbidade é
bastante controverso. Portanto, o presente trabalho experimental tem como objetivo a
investigacdo do papel dessa célula durante a infeccdo por Schistosoma mansoni, através da
analise comparativa da infeccdo experimental em camundongos BALB/c ndo deficientes e
camundongos BALB/c AdbIGATA, que sdo seletivamente deficientes na diferenciacdo de

eosinofilos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

O presente estudo pretende avaliar a participagdo dos eosin6filos no controle da carga
parasitaria, indugdo da resposta e na gravidade da patologia induzida pela infec¢do por

Schistosoma mansoni em camundongos BALB/c.

3.2. Especificos

e Avaliar comparativamente a sobrevivéncia de camundongos BALB/c néo
deficientes (WT) e camundongos BALB/c geneticamente deficientes na diferenciagdo de
eosinodfilos (AdbIGATA) durante 12 semanas da infec¢do com Schistosoma mansoni.

e Realizar a avaliagdo da carga parasitaria em camundongos WT ¢ AdbIGATA apds 8
e 12 semanas apds a infeccdo por Schistosoma mansoni, através da contagem de vermes
recuperados na circulacdo, ovos depositados no figado e intestino e ovos do parasito
eliminados nas fezes dos animais experimentais.

e Quantificar e qualificar a resposta imunol6gica ap6s 8 e 12 semanas de infec¢do por
Schistosoma mansoni em camundongos WT ¢ AdbIGATA, através da analise da infiltragdo
celular e quantificacdo de citocinas no figado dos animais experimentais.

e Avaliar a morbidade induzida pela infeccdo por Schistosoma mansoni em
camundongos WT e AdblGATA, através da quantificagdo da deposi¢ao de colageno no tecido
hepatico, da andlise histopatoldgica e morfométrica dos granulomas hepaticos e quantificacéo

de transaminases hepaticas ap6s 8 e 12 semanas de infecgéo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Camundongos BALB/c geneticamente deficientes na diferenciacdo de eosindfilos
(AdbIGATA) (Yu, et. al., 2002) originalmente importados pelo Dr. Mauro Martins Teixeira e
cedidos pelo professor Channing Yu, sdo mantidos no Biotério de Imunohelmintologia do
Departamento de Parasitologia. Camundongos BALB/c ndo deficientes, de peso e idades
semelhantes foram adquiridos no Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas — UFMG, para utilizagcdo como controle na realizagdo do trabalho experimental.

Todos os camundongos sdo mantidos em racks ventiladas e alimentados com racao
granulada para camundongo (marca Labina, fabricado por Cargill Nutricdo Animal Ltda, Sao
Paulo, Brasil) e 4gua potavel ad libitum. Como rotina sanitéria do Biotério, todos os animais
adquiridos do CEBIO ou desmamados no Biotério de Imunohelmintologia s&o rotineiramente
tratados com lIvermectina, via oral por 7 dias consecutivos (0,8mL de lvermectina 1% -
Chemitac® / L agua, fornecida ad libidum). As infec¢Bes experimentais foram realizadas ap0s
um periodo minimo de 10 — 15 dias do final do tratamento. Os experimentos que serdo aqui
descritos foram previamente analisados e aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animal
em pesquisa CEUA — UFMG, com protocolo N°159/2012.

4.2 Delineamento Experimental

4.2.1 Infecgdo por S. mansoni em camundongos BALB/c e AdblGATA

Camundongos BALB/c e AdblGATA foram individualmente infectados, por
inoculacdo subcutanea, com cerca de 25 cercérias de S. mansoni. Nas infecgdes experimentais
foi utilizado S. mansoni da cepa LE que vem sendo mantida no laboratério de
Esquistossomose por meio de sucessivas passagens por hamsters (Mesocricetus auratus) e
Biomphalaria glabrata, de acordo com a técnica descrita por Pellegrino & Katz (1968).

Os animais infectados de ambos 0s grupos experimentais e seus respectivos controles
foram acompanhados no periodo de 12 semanas de infecgdo e as eventuais mortes foram
anotadas. Apos 8 e 12 semanas da infeccdo, animais de cada grupo experimental foram

anestesiados intraperitonealmente com solucdo de Ketamina/Xilazina (88 mg/Kg de Dopalen
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— Sespo Industria e Comércio Ltda, Jacarei —Brasil e 16 mg/Kg de Kensol — Laboratorios
koing S.A. — Avellaneda - Argentina) e eutanasiados por deslocamento cervical para ser
utilizados para analises parasitologicas e imunopatologicas. Para analise da carga parasitaria,
8-10 animais de cada grupo experimental foram submetidos a perfusdo sanguinea para a
recuperacdo de vermes adultos, conforme detalhado a seguir. Posteriormente o figado e
intestino foram retirados e submetidos a digestdo para recuperacdo e quantificacdo de ovos
nos tecidos. Para quantificar os ovos do parasito eliminados nas fezes, no dia anterior a
necropsia amostras de fezes de cada animal foram coletadas, pesadas e homogeneizadas em
solugdo contendo fixador para posterior contagem. Em cada grupo experimental foram
separados 5-6 animais, que foram eutanasiados no mesmo periodo e tiveram o figado e
intestino imediatamente separado e fixado para analises histopatoldgicas (Esquema 1), tendo

em vista que a perfusao inviabiliza o uso do tecido para as analises histoldgicas.

Tratamento com anti-

helmintico
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Esquema 1 — Fluxograma ilustrando 0s grupos experimentais e os procedimentos realizados para
avaliacdes de carga parasitologica e analises histopatologicas em camundongos BALB/c ¢ AdblIGATA
infectados com 25 cercarias de Schistosoma mansoni e seus respectivos controles. Os animais utilizados
para histologia ndo foram perfundidos. Fonte: Elaborado pelo autor.

Animais de todos o0s grupos experimentais, 8-10 camundongos/grupo, foram
anestesiados e eutanasiados ap6s 8 e 12 semanas da infeccdo para as anélises imunoldgicas.
Apds a anestesia, a coleta de sangue de cada animal foi realizada pelo plexo braquial e soro
obtido foi utilizado para a quantificacdo de transaminase glutdmica oxalacética (TGO) e

transaminase glutamica pirdvica (TGP). Apds a coleta de sangue, os animais foram
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eutanasiados e necropsiados para a coleta dos 6rgéos; o figado de cada animal experimental
foi recolhido, separado em lobos que foram congelados, sendo que o lobo bilobado foi
utilizado para a quantificacéo de citocinas, EPO e MPO, o lobo quadrado foi armazenado para
quantificar a atividade de NAG e o lobo maior para avaliacdo dos niveis de hidroxiprolina
tecidual. A metade posterior do intestino delgado e o intestino grosso de cada animal também

foram retirados e armazenados quantificar hidroxiprolina (Esquema 2).

‘ Tratamento com anti-helmintico ‘

| |

‘ Infecgdo com Schistosoma ‘ | |

‘ BALB/c (WT) ‘ ‘ AdbIGATA ‘

mansoni 25 cercarias

l . \
‘ BALB/c (WT) ‘ ‘ AdbIGATA ‘

Observagdo da mortalidade

|

Eutanasia
Fase aguda e Fase cronica

o |

Figado Figado Intestino |
Delgado e Grosso Slangue: Soro ‘ Figado ‘

NAG, EPO e MPO

| — A e —
( Quantificacio de citoci ) ‘ Hidroxiprolina ‘ Transaminase (AST Citocinas: IL-4, IL-5, IL-
PEISEIED (15 UL, e ALT) 10, IL-13, IL-17, IL-33,

TNF-a, TGF-B e INF-y

Esquema 2 — Fluxograma ilustrando 0s grupos experimentais e os procedimentos realizados para
avalicdes de infiltracdo celular, deposicao de colageno, quantificacdo de citocinas e transaminase sérica em
camundongos BALB/c e AdbIGATA infectados com 25 cercarias de Schistosoma mansoni e seus
respectivos controles. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Avaliacdo parasitoldgica:

A quantificacdo carga parasitaria de cada animal infectado de ambos 0s grupos
experimentais foi realizada através da contagem de vermes recuperados da circulacdo

sanguinea, do numero de ovos retidos no figado e no intestino e do nimero de ovos
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eliminados nas fezes. Antes de serem eutanasiados, foram recolhidas fezes de cada animal
experimental infectado, as quais passaram por pesagem e homogeneizadas para serem
mantidas em formalina 4%, e posterior contagem de ovos eliminados nas fezes.
Posteriormente os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e tiveram suas
visceras expostas. Uma andlise macroscépica dos 6rgéos foi feita, e apos ligadura do reto, e
seccdo da veia porta na regido em que se seguem seus aferentes mesentéricos. Uma agulha
(qual) acoplada a uma bomba de perfusdo (Automatic Pippting Brewer, modelo 60453, B.D)
foi introduzida na aorta toracica. Os animais foram entdo perfundidos com solucéo salina a
0,85% contendo 80 unidades/L de heparina e o liquido recuperado foi individualmente
recolhido em Becker de 250-500mL. O procedimento foi repetido no seio hepético e os
vermes recuperados quantificados.

O figado e intestino de cada camundongo foram recolhidos, picotados e
ressuspendidos em solucdo aquosa contendo 5% de Hidroxido de Potéssio (KOH) e incubados
por cerca de 4 h em banho-maria 37°C, para que todo tecido fosse digerido. Apds sucessivas
lavagens para retirada da solucdo de KOH, o sedimento com os ovos do parasito foram
fixados em formalina 4% e, para serem contados e assim estimar a quantidade de ovos retidos

no tecido.

4.4 Dosagem de citocinas em homogenatos teciduais

Niveis das citocinas IL-4, IL-5, IL-10, I1L-13, IL-17, IL-33, TNF-a, INF-y, TGF-B
foram estimados em homogenatos de figado. Para essa quantificacdo foram maceradas
amostras de 100 mg do tecido em um homogeneizador de tecidos (Power General 125; Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA) na presenca de 1ml de tampéo fosfato contendo 0,5 % Tween 20;
0,5% Albumina de soro bovino; 0,1mM de fluoreto de fenilmetilsufonila, 0,1mM de cloreto
benzeténico, 10 mM de EDTA e 20 Ul de aprotinina. O homogenato resultante foi
centrifugado por 10 min a 10.000 g a 4°C e o sobrenadante, recolhido, aliquotado e
imediatamente congelado a - 20°C para dosagem de citocinas. O pellet restante foi
armazenado para a realizacdo da quantificacdo da atividade enzimética de EPO e MPO.

As citocinas foram quantificadas utilizando-se kits para ELISA de camundongo
seguindo especificacdes do fabricante (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN). Placa de
96 pocos foram sensibilizadas por aproximadamente 15 h (overnight) em placas “Half Area”

(High Bind) (Greiner Bio-one) com anticorpo de captura anti-citocina de interesse (IL-4,IL-5,
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IL-10, IL-13,IL-33, TNF-a, INF-y e TGF-B) na concentragdo indicada pelo fabricante.
Posteriormente, a placa foi bloqueada com tampédo PBS contendo 1% de albumina bovina
(BSA- Sigma) Amostras do homogenato de figado de cada animal experimental foram
diluidas (1:5) em tampdo PBS contendo 0,1% de BSA (tampdo de diluicdo) e foram
adicionadas as placas previamente bloqueadas. Em paralelo, amostras contendo concentraces
conhecidas da citocina de interesse diluidas em tampdo de diluicdo foram aplicadas as placas
para gerar uma curva padrdo. As placas foram incubadas por 2 horas e lavadas com trés vezes
com a solucéo de lavagem (PBS 1x + Twen 0,05%). Apos as lavagens, foi adicionado tampé&o
de diluicdo contendo o anticorpo de deteccdo conjugado a biotina na concentracdo definida
pelo fabricante e as placas foram incubadas por 2 h em temperatura ambiente seguido pela
adicdo de tampdo de diluicdo contendo Streptoavidina conjugada a peroxidase (diluido 1:
2000). A reacdo foi revelada pela adicdo de substrato (1.6mM tetrametilbenzidina e 0,5 mM
H,O, em 0,05mM de tampdo NaPO, pH 5,4) e, apds 30-40 min, a reacdo foi interrompida
com adigédo de solugdo 4N de H,SO, e a intensidade da cor foi detectada 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, a leitura de
absorbancia das amostras foi interpolado a curva padrdo gerada pela diluicdo seriada de
quantidades conhecidas de citocinas e o valor foi expresso em pg/100 mg de tecido.

4.5 Avaliacdo do infiltrado celular

Amostras de homogenato de intestino e figado obtidas de camundongos dos diferentes
grupos experimentais foram usadas para estimar indiretamente a infiltracdo/atividade de
macrofagos, eosinofilos e neutréfilos através de atividade enzimatica, detalhadamente descrita

a sequir:

4.5.1 Quantificacao de Peroxidase de Eosindfilos (EPO) e Mieloperoxidase (MPO)

A quantificacdo dos niveis de EPO no intestino e figado foi realizada como uma forma
indireta de medir a eosinofilia tecidual induzida pelo parasito. Este ensaio serd conduzido da
maneira descrita por Strath et al. (1985) e modificado por Silveira et al. (2002). Para a
realizacdo do ensaio, o pellet obtido do homogenato hepético utilizado para quantificacdo de
citocinas foi ressuspendido com 1,5mL de salina 0,2% para lise de hemacias, e em seguida de

1,5mL de salina 1,6% contendo 5% de glicose. As amostras foram novamente centrifugadas a
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10.000g durante 10 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido
em 1,9mL PBS contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB). As amostras
foram congeladas e descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido, centrifugadas a 3.000 g
durante 10 min a 4°C e o sobrenadante utilizado para realiza¢do do ensaio enzimatico. O
ensaio enzimatico foi realizado em placas de 96 pogos, adicionando-se 75ul de cada amostra,
ou somente 75 pl do diluente (branco), juntamente com 75 pl da solugdo do substrato
composta por 1,5mM o-fenilenodiamina (OPD) em tampéo tris-HCL 0,075 mM, pH 8
suplementado com 6.6 mM de H,0,. Apds aproximadamente 30 minutos de incubagéo, com o
desenvolvimento da cor, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 50 pl de solugdo 4 N de
H,SO, e a intensidade da cor estimada através da leitura da absorbancia em leitor de micro-
placas (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland) a 492 nm.

A quantificacdo de mieloperoxidase é medida indireta da infiltracdo e/ou ativacdo de
neutrofilos no parénquima intestinal e hepéatico. O ensaio foi conduzido conforme descrito por
Bayle (1988) e modificado por Barcelos et al (2005). O tecido (100mg) sera processado como
descrito para quantificacdo de EPO, porém, a ressuspencao final do sedimento foi feita em
200ul de tampao (0,1 M NacCl, 0,02 M NaPO4, 0,015 M NaEDTA, pH 4,7), apos a adi¢do do
tampado, a solucdo foi homogeneizada em vortex e centrifugada (10000 g por 15 minutos a 4
°C). O sedimento homogeneizado novamente em tamp&o 0,05 M NaPO4 (pH 5,4) acrescido
de 0,5% HTAB, seguido de trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio
liquido. Apos tal procedimento, a solucdo foi entdo centrifugada por 15 minutos a 10000 g e 0
sobrenadante utilizado para o ensaio colorimétrico no qual a atividade de mieloperoxidase na
amostra foi estimada pela medida de densidade Optica a 450nm ap6s a incuba¢do com o
substrato (1.6 mM tetrametilbenzidina e 0,5 mM H202 em 0,05 mM de tamp&o Na PO4 pH
5,4).

4.5.2 Determinacgéo da atividade de N-Acetilglicosaminidase (NAG)

A atividade da enzima N-acetilglicosaminidase reflete o niUmero de macr6fagos que
migram para um dado Orgdo e é amplamente utilizada para estimar a infiltracdo de
macrofagos em amostras de tecidos. Este ensaio foi conduzido, como descrito por Barcelos et
al (2005), sendo que nessas condigdes a reatividade cruzada com enzimas de neutrofilos é
minima. De forma sucinta, 100 mg do lobo quadrado do figado ou 100 mg de intestino
delgado ou grosso dos animais foram pesados e processados em um homogeneizador de
tecidos em 1,9 ml de tampéo de extracdo (NaCl 0,1 M, NazPO, 0,02 M e Na,EDTA 0,015M
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pH 4,7). O material foi centrifugado a 12,000 g por 10 min. O sobrenadante entdo descartado
e eventuais eritrdcitos lisados pela adicdo de 1,5 mL de NaCl 0,2% seguida de 1,5 ml de NaCl
1,6% contendo glicose 5%. As amostras foram mais uma vez centrifugadas e o sobrenadante
descartado. O sedimento ressuspenso em 2,0 mL de solucdo de Triton x-100 em NaCl 0,9%.
A suspenséo resultante foi centrifugada a 4° C por 10 min a 3.000 r.p.m. e 0 sobrenadante
utilizado para o ensaio enzimatico que se procedera como descrito a seguir: Adicionando um
volume de 100 pl uma placa de 96 pocos (Plate Flat Bottom — SARSTEDT, Inc. USA), em
duplicata, o substrato (p-nitrofenil-N-acetil-pB-glicosamina), foi adicionado, diluido em
tampdo citrato/fosfato (acido citrico 0,1 M, Na;HPO, 0,1 M, pH 4,5) na concentragdo de
0,767 g/ml e a placa incubada a 37° C por 10 minutos. O produto final gerado pela adi¢éo de
100 pl de tampdo glicina (Glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH 0,8 M pH 10,6). A absorbancia
foi quantificada em leitor para microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki,

Finland) em comprimento de onda igual a 400 nm.

4.6 Avaliacdo Patoldgica

4.6.1 Determinacéo do teor tecidual de hidroxiprolina

Fragmentos de 100 mg de figado, intestino delgado e grosso de camundongos foram
removidos para a determinacdo de hidroxiprolina como medida indireta da deposicdo de
colageno, assim como descrito em Reddy & Enwemeka (1996). O tecido foi homogeneizado
com salina (0,9% NaCl) e liofilizado. O ensaio foi realizado com 20mg do material
liofilizado, que foi submetido a hidrdlise alcalina em 300l de solucéo salina contendo 75ul
de NaOH 10M, autoclavado a 120°C por 20 min. A aliquota de 100pul do hidrolisado foi
adicionado 450 pl do Tampéo acetado/citrato pH6,5 contendo 0,056M Cloramina T e 10% de
n-propanol e incubou-se por 20 min para que a oxidagdo ocorresse. Uma curva padrdo com
diluicdo seriada de hidroxiprolina, a partir de 500ug de hidroxiprolina/ml, foi preparada da
mesma maneira. A reacdo colorimétrica foi iniciada pela adi¢do do reagente de Ehrlich (p-
dimetilaminobenzaldeido 1M diluido em n-propanol/acido perclérico 2:1v/v) e incubadas a
65°C por 35 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas por 10 min a 1500 x g a 4°C.
Uma aliquota de 200 pl do sobrenadante foi transferida para placas de 96 pocos (Plate Flat
Botton — SARSTEDT, Inc.USA) e foi realizada a leitura da absorbancia no comprimento de
onda de 550nm em leitor para microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki,
Finland).
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4.6.2 Quantificacdo da atividade de AST e ALT

A avaliacdo da atividade hepaética, a atividade de aspartato aminotransferase (AST)
que pode ser nominada também de transaminase glutdmico oxalacética (TGO). A analise foi
feita através de um teste colorimétrico da Bioclin seguindo as instru¢fes do fabricante. A
curva padréo foi preparada com as dosagens conhecidas oxalato. Para a determinacdo da
atividade enzimatica das amostras, 50ul do substrato (Tampéo fosfato, 0,dmmol/L pH 7,4,
acido L aspartico, 0,153 mol/L, &cido alfa cetoglutarico 2mmol/L e azida sddica 7,7 mmol/L)
foi colocado num tubo de polipropileno de 2,0 ml e incubado a 37°C por 3 minutos.
Posteriormente acrescentados 20l da amostra soro previamente homogeneizada e a mistura
foi incubada a 37°C por 30 minutos. Em seguida, 50ul do reagente de cor (2,4
dinitrofenilhidrazina 1,0 mM e &cido cloridrico 1,0M) foi somada a mistura e, depois de
homogeneizada, a solugdo foi colocada em repouso por 20 minutos a temperatura ambiente.
Passado o tempo foi adicionado 500ul de hidroxido de sédio 0,4N, apds homogeneizar foi
colocada em repouso por 5 minutos. Para a leitura, 200ul da curva padrdo e das amostras
foram colocadas numa placa de 96 pocos (Plate Flat Bottom — SARSTEDT, Inc, USA), entdo
foi feita a leitura da absorbancia foi realizada no leitor de microplacas (Statur-Labsystems
Multiskan RC, Helsinki, Finland) em comprimento de onda de 505nm.

A quantificacdo do nivel de alanina aminotransferase (ALT), ou transaminase
glutdmico piravica (TGP), foi realizada utilizando o Kit para teste colorimétrico da Bioclin,
seguindo as instrucbes do fabricante. A curva padrdo sera preparada com as dosagens
conhecidas de piruvato. Seguindo, posteriormente os passos descritos anteriormente para a
quantificacdo de AST.

4.7 Avaliacao patologica

4.7.1 Andlise histopatoldgica

Para analises histopatoldgicas, amostras de figado e intestino delgado foram
removidas e lavadas em solugdo salina 0,85%, pH 7,2 a 37°C em seguida fixadas em
formalina tamponada (tampéo fosfato contendo 10% de solugdo de formalina). Vinte e quatro

horas apds a fixacdo, as amostras foram lavadas por 3 h em agua corrente e colocadas em
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alcool 70%. Em seguida, todo o material passou por uma desidratacdo progressiva em séries
crescentes de alcool (70° GL a absoluto), clarificado em xilol e embebido em parafina. O
tecido emblocado foi utilizado para realizagédo de cortes de 4um de espessura, que foram
corados com hematoxilina-eosina (HE) (Junqueira et al., 1979; Montes, 1996) para
observacao do infiltrado inflamatdrio e les6es provocadas pela infecgdo. As laminas coradas
foram analisadas ao microscopio Optico para caracterizacdo do infiltrado inflamatorio e da

composigdo dos granulomas formados ao redor de ovos depositados nestes tecidos.

4.7.2 Anélise morfométrica da area do granuloma

As laminas preparadas de seccBes do figado e intestino, coradas pelo método
Hematoxilina-eosina, foram analisadas ao microscopio Optico para caracterizacdo do
infiltrado inflamatério e da composicdo dos granulomas formados ao redor de ovos
depositados nestes tecidos. Para analisar comparativamente o tamanho de granulomas
hepaticos induzidos por ovos de S. mansoni em ambos 0S grupos experimentais, as imagens
foram capturadas com uma objectiva 20x com uma ampliacdo de 10x ocular com uma camera
digital (DP12; Olympus) e analisados com software Image Pro-Plus 4.0. Foram analizados
cerca de trinta granulomas de fase exudativa-produtiva contendo um Unico ovo central com
miracidios vidveis selecionados aleatoriamente para cada animal. Os granulomas
coalescentes, isto €, granulomas nas quais € possivel observar mais de um ovo, ou granulomas
em que 0 ovo nao era visivel ou encontrava-se destruidos foram excluidos da analise. A area
de granuloma foi medida em imagens digitais usando o Image Pro-Plus 4.0, o volume e area

de cada um foi calculado assumindo uma forma esférica.
4.7.3 Curva de Mortalidade

Para a realizacdo da curva de mortalidade os grupos de camundongos BALB/c WT e
AdbIGATA infectados com S.mansoni foram observados semanalmente durante 12 semanas,
e 0s eventuais casos de 6ébitos foram anotados.

4.8 Analise Estatistica

Os dados apresentados foram avaliados utilizando o software Graphpad Prism 5.1 e a
identificacdo daqueles paramétricos por meio do teste de normalidade de Shapiro-wilk.
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Posteriormente, apresentados como média + erro padrdo e analisados usando teste t de
Student (2 grupos) ou o teste de andlise de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de
Newmans-Keuls para comparagdes de todos os grupos entre si. A curva de mortalidade foi
analisada utilizando o teste Kaplan-Meier seguido do post-test Longrank. As diferencas de P

< 0,05 foram consideradas significativas.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da carga parasitaria em camundongos BALB/c WT e dbIGATA

experimentalmente infectados por S.mansoni

A inoculacdo de 25 cercarias de S. mansoni, permitiu que a carga parasitaria dos
camundongos BALB/c WT e AdbIGATA fosse estimada através da quantificagdo de vermes
adultos recuperados pela técnica de perfusdo sanguinea, pela contagem de ovos por grama de
fezes e daqueles que ficaram retidos nos tecidos.

Na 8?2 semana da infeccdo experimental, fase aguda da esquistossomose, a perfuséo
sanguinea resultou na recuperacdo média de 11,3 + 0,70 vermes de camundongos BALB/c e
de 11,7 £ 0,55em animais AdbIGATA, sem diferenga estatistica entre os grupos experimentais
(Figura 8A). Na fase cronica, também ndo foi observado diferenca significativa na
recuperacdo de vermes entre 0s grupos experimentais, sendo recuperado em média 10.9 +
0,60 vermes adultos em camundongos BALB/c e 11,5 £ 0,68 nos camundongos AdbIGATA
(Figura 8B). Também néo foi verificada diferenca estatistica no nimero de vermes fémeas ou
machos recuperados de ambos 0s grupos experimentais, tanto na fase aguda como na fase

cronica da esquistossomose experimental (Figura 8A e 8B).
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Figura 8 — NUumero de vermes recuperados da circulacdo sanguinea de camundongos BALB/c WT e
AdbIGATA infectados com Schistosoma mansoni. Camundongos de ambos 0s grupos experimentais foram
infectados subcutdneamente com 25 cercérias/camundongos e, ap6s 8 semanas (fase aguda - A) e 12 semanas
(fase crénica - B), foram perfundidos e os vermes recuperados, diferenciados em machos e femeas e contados.
Os valores representam a média + EPM de vermes recuperados de camundongos infectados BALB/c (fase
aguda, n=9; fase cronica, n=10) e AdbIGATA (fase aguda, n= 10; fase cronica, n=10).

A quantificacdo do numero ovos do parasito eliminados nas fezes dos animais

infectados revelou que camundongos BALB/c WT eliminaram em média 274,7 + 55,43
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ovos/g de fezes e os camundongos AdbIGATA em média 187,7 £ 70,87 ovos/g de fezes
durante a fase aguda. Na fase cronica, foram recuperados em média 223,4 + 36,07 ovos/g de
fezes nos camundongos BALB/c e 163,1 + 29,29 ovos/g de fazes nos camundongos
AdblGATA, nao sendo verificado diferenca estatistica no niimero de ovos eliminados nas
fezes dos camundongos infectados de ambos os grupos experimentais (Figura 9A). Os
camundongos infectados apresentaram um aumento do numero de ovos acumulados no
intestino e figado da fase aguda para a fase cronica da infeccdo em ambos 0s grupos
experimentais (Figura 9B e 9C). Entretanto, para cada fase da infeccdo ndo foi observada
diferenca significativa no nimero de ovos retidos no figado dos animais AdblIGATA
comparado com WT. Ao contrario do observado no figado, o numero de ovos retidos no
intestino dos camundongos AdbIGATA cronicamente infectado foi significativamente maior

gue nos camundongos WT cronicamente infectados.
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Figura 9 — Numero de ovos eliminados nas fezes (A) ou retidos no figado (B) e intestino (C) de
camundongos BALB/c e AdbIGATA no decorrer da infecgiio por S. mansoni. O nimero total de ovos
eliminados por grama de fezes, retidos no figado e intestino foi estimado a partir de contagens realizadas em
microcépio 6tico de amostras processadas na fase aguda (8 semanas) e fase cronica (12 semanas) da infeccéo
experimental com 25 cercérias/camundongos. Os valores representam a média + EPM de camundongos BALB/c
(fase aguda, n=12; fase cronica, =10) e AdbIGATA (fase aguda, n=10; fase cronica, n=10) * representa p <0,05,
** representa p<0,01, *** representa p <0,001 na comparacdo entre 0 nimero de ovos quantificados na fase
aguda (8 semanas) e fase cronica( 12 semanas) da infecgdo S. mansoni em camundongos com 0 mesmo genétipo
e ### é p<0,001 na comparacdo de animais de genétipo diferente. Analise ANOVA post-test Newman-Keuls

Multiple Comparison Test.
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5.2 Quantificacao de citocinas no tecido hepatico

A quantificacdo de citocinas no homogenato hepatico de camundongos BALB/c nao
deficientes revelou que a concentracdo de TNF-a (Figura 10A) e de INF-y (Figura 10B)
aumenta significativamente durante a fase a aguda da esquistossomose experimental,
retornando a niveis proximos aos basais durante a fase cronica da infecgdo. Em camundongos
deficientes para diferenciacdo de eosinofilos a concentracdo destas citocinas manteve-se
aumentada na fase cronica, revelando uma diferenca estatistica em relagdo os camundongos
BALB/c WT.

Os niveis de IL-17 (Figura 10C) aumenta de maneira progressiva e significativa ao
longo do tempo em ambos os grupos experimentais, BALB/c e AdbIGATA. Todavia, os
camundongos WT retratam um aumento mais elevado em relacdo aqueles deficientes para a
maturacdo de eosindfilos. Portanto ao realizar a comparacdo dos dois grupos é possivel

visualizar uma diferenca estatistica entre eles.
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Figure 10 — Concentracdo de citocinas TNF- a (A), IFN-y (B) e IL-17 (C) no homogenato hepatico de
camundongos BALB/c WT e AdbIGATA durante a infec¢iio por S.mansoni. Os valores representam a média
+ EPM da concentrag8o de TNF-a, IL-17 e IFN-y estimada pela técnica de ELISA no homogenato de figado de
camundongos BALB/c WT ¢ AdbIGATA infectados subcutaneamente com 25 cercérias/animal e necropsiados
apos 8 semanas de infec¢do (fase aguda) e 12 semanas (fase cronica). BALB/c n=8/10 animais; AdbIGATA
n=8/10 animais (fase aguda/fase cronica, respectivamente). ### representa p <0,001, ## representap < 0,01 e #
representa p<0,05 em comparagao aos animais de gendtipo diferente . *** representa p<0,001, ** representa p <
0,01 e * representa p < 0,05 para comparacdo entre camundongos de mesmo gendtipo. Analise ANOVA post-

test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

No homogenato de tecido hepatico também foi avaliado o perfil de citocinas de perfil
Th2, através da quantificacdo de IL-33 (Figura 11A), IL-5 (Figura 11B), IL-13 (Figura 11c) e
IL-4 (Figura 11D). Os niveis de 1L-33, IL-13 e IL-5 apresentam uma elevacéo na fase aguda e
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retornam a valores basais na fase cronica da infecgdo, apds a modulacdo da resposta, sendo
significativo nos animais BALB/c ¢ menos pronunciado nos camundongos AdblIGATA. Ao
comparar a producdo das citocinas dentre os grupos experimentais foi verificado que animais
WT apresentam niveis significativamente maiores que os camundongos AdbIGATA fase
aguda. A concentracdo de IL-4 no homogenato hepéatico também aumentou na fase aguda e
retornou aos niveis basais na fase crénica em ambos o0s grupos, mas sem diferenca estatistica

entre 0S grupos.
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Figura 11 — Concentragdo de citocinas perfil Th2 no homogenato de figado de camundongos Balb/c WT e
AdbIGATA durante a infecgdo por S.mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentracao de IL-
33 (A), IL-5 (B), IL-13 (C) e IL-4 (D) estimada pela técnica de ELISA no homogenato de figado de
camundongos Balb/c WT e AdbIGATA infectados subcutaneamente com 25 cercarias/animal e necropsiados
apos 8 semanas de infeccdo (fase aguda) e 12 semanas (fase cronica). Para o figado : Balb/c n=8/10 animais;
AdblGATA n=8/10 animais (fase aguda/fase cronica, respectivamente). ### representa p <0,001, ## representa
p < 0,01 e # representa p<0,05 em comparacdo aos animais de gendtipo diferente . *** representa p<0,001, **
representa p < 0,01 e * representa p < 0,05 para comparagdo entre camundongos de mesmo genotipo. Analise
ANOVA post-test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

A concentragdo de citocinas regulatorias, IL-10 e TGF-B, no homogenato hepatico dos
animais experimentais no decorrer da infec¢do por S. mansoni esta ilustrado na Figura 12. Os
dados mostram que a concentracdo destas citocinas aumenta progressivamente no decorrer da
infeccdo tanto em camundongos BALB/c WT como em AdblGATA. Entretanto, a
concentracdo hepética de IL-10(Figura 12A) e de TGF-B (Figura 12B) foi significativamente
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superior nos camundongos BALB/c em relacdo aqueles AdblIGATA tanto na fase aguda como

na fase cronica da esquistossomose.
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Figura 12 — Concentracéo de IL-10 (A) e TGF- B (B) no homogenato hepatico em animais BALB/c WT e
AdbIGATA durante a infec¢do por S.mansoni. Os valores representam a média + EPM da concentracdo de IL-
10 e TGF-B estimada pela técnica de ELISA no homogenato de Figado de camundongos BALB/c WT e
AdbIGATA infectados subcutaneamente com 25 cercarias/animal e necropsiados ap6s 8 semanas de infecgéo
(fase aguda) e 12 semanas (fase crbnica). Para o figado: BALB/c n=8/10 animais; AdbIGATA n=8/10 animais
(fase aguda/fase crdnica, respectivamente). ### representa p <0,001, ## representa p < 0,01 e # representa
p<0,05 em comparagdo aos animais de genotipo diferente . *** representa p<0,001, ** representa p < 0,01 e *
representa p < 0,05 para comparagdo entre camundongos de mesmo genotipo. Analise ANOVA post-test
Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

5.3 Avaliacdo Histopatoldgica

5.3.1 Avaliacdo da area e volume do granuloma esquistossomatico

Na figura 13 encontra-se ilustrado aparéncia e tamanho dos granulomas hepaticos
induzidos pelos ovos de S. mansoni em camundongos WT e AdblGATA, na fase aguda e
cronica da esquistossomose. Em camundongos BALB/c WT, os granulomas hepaticos
observados na fase aguda (8 semanas da infeccdo) sdo grandes, com intenso infiltrado
inflamatorio e deposicdo desorganizada de matriz extracelular (Figura 13A). A aparéncia da
reacdo granulomotosa ao redor dos ovos depositados no figado de camundongos AdbIGATA
apos 8 semanas da infeccdo tem aparéncia bastante semelhante (Figura 13B). Na fase crénica
da esquistossomose 0s granulomas hepaticos observados em camundongos BALB/c WT
apresentam reducdo de celularidade e deposicdo organizada de matriz extracelular,
caracteristicas do processo de modulacdo (Figura 13C) Todavia, em camundongos
AdblGATA cronicamente infectados, o granuloma hepatico continua apresentando um intensa

infiltracdo celular, especialmente na periferia da reagéo e a deposicdo de matriz extracelular
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continua grande e desorganizada (Figura 13D). A analise morfométrica de granulomas
hepéticas dos diferentes grupos experimentais mostram que na fase aguda da esquistossomose
a area (figura E) e o volume (figura F) dos granulomas sdo semelhantes entre camundongos
WT e AdbIGATA. Na fase cronica da esquistossomose a area e volume dos granulomas reduz
significativamente nos camundongos WT e AdblGATA; entretanto, o tamanho dos
granulomas de animais WT s&o significativamente menores que o tamanho dos granulomas

hepaticos de camundongos deficientes para a maturacdo de eosinofilos. (Figura 13E e 13F).
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Figura 13 — Fotomicrografia de cortes histologicos de figado de camundongos BALB/c (A e C) e
AdbIGATA (B e D) infectados por S. mansoni. Os animais foram infectados com cerca de 25 cercérias ap6s 8
semanas (A e B) e 12 semanas ( C e D) o figado foi retirado, fixado, emblocado em parafina e seccionado. Os
cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina. Aumento de 200x. Granulomas isolados foram fotografados e
medidos, sendo representado nas figuras E e F representando a andlise morfométrica dos granulomas hepéticos,
area (E) e volume (F) em camundongos BALB/c WT e AdbIGATA infectados experimentalmente com
S.mansoni. Os camundongos BALB/c WT e AdbIGATA foram infectados experimentalmente com cerca de 25
cercarias e acompanhados nas fases aguda ( 8 semanas) e crénica ( 12 semanas). Para o figado: BALB/c n=5/4
animais; AdblIGATA n=5/5 animais (fase aguda/fase cronica, respectivamente). Para ** p < 0,01 e *** p <
0,001 na comparacdo de animais do mesmo genétipo e # p< 0,05 e ## p<0,01 para comparar animais de
gendtipos distintos. Analise ANOVA-post test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.
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5.3.2 Avaliacgdo do infiltrado celular no granuloma esquistossomaético.

Na figura 14 esta ilustrado o tipo de infiltracdo celular presente no granuloma
esquistossomotico na fase aguda e crbnica da infeccdo por Schistosoma mansoni. Neste
aumento é possivel identificar a presenca de granulécitos, especialmente eosinéfilos, nos
granulomas hepaticos em camundongos WT (Figura 14 A e C), mas ndo em AdblGATA
(Figura 14B e D), este apresentando uma maior quantidade de mononucleares.

Na figura 15, estd evidente a maior presenca de polimorfonucleares nos animais WT,
uma vez que apresentam um nivel de EPO (figura 15A), para eosin6flos, e MPO (figura
15B), para neutroéfilos, estatisticamente maiores nos mesmos durante as fases aguda e cronica
da infeccdo por Schistosoma mansoni. Em contrapartida o infiltrado de mononucleares
avaliado através dos niveis de NAG encontra-se semelhante em ambos 0s grupos

experimentais no periodo de 8 e 12 semanas apos a infecgdo. (15C).

Figura 14 — Fotomicrografia de cortes histologicos de figado de camundongos BALB/c (A e C) e
AdbIGATA (B e D). Os animais foram infectados com 25 cercarias/camundongos e apds 8 semanas (A e B) e
12 semanas ( C e D) o figado foi retirado, fixado, emblocado em parafina e seccionado. Os cortes foram corados
com Hematoxilina e Eosina. Aumento de 400x. Notar a presenca de eosindfilos (circundados) em A e C
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Figura 15 — Gréficos representam a medida indireta do infiltrado celular no tecido hepético, eosinéfilos
(A) através da eosindfilo peroxidase. neutréfilos (B) através da mieloperoxidase e macréfagos (C) através
da N-acetilglicosaminidase. Os valores representam a média + EPM de absorbancia obtidos com 100 mg de
figado de camundongos BALB/c WT e AdblGATA néo infectados, apos 8 (fase aguda) e 12 (fase cronica)
semanas da infeccdo com 25 cercérias/animal de S. mansoni. Para o figado: BALB/c n=9/8 animais; AdbIGATA
n=10/8 animais (fase aguda/fase cronica, respectivamente). Para # representa p<0,05 e ### representa p < 0,001
em comparagado aos animais de gendtipos diferentes. Para ** p > 0,01 e *** representa p<0,001 na comparagao
entre camundongos de mesmo genétipo. Analise ANOVA post-test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.
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5.3.3 Quantificacdo da deposi¢ado de colageno no tecido hepético e intestinal

As figuras 16 e 17 demonstram diferencas na deposicdo de colageno no tecido
hepatico dos camundangos BALB/c ¢ AdblIGATA infectados por S. mansoni. A deposicao de
matriz extracelular no granuloma foi evidenciada pela coloragéo por Tricromico de Masson e
foi evidencia pela cor azul nas fotomicrografias (figura 16). Em camundongos WT, o
granuloma de fase aguda mostra uma coloracdo azul difusa pela inflamacdo, mas menos
intensa (Figura 16A), ja na fase crbnica da esquistossomose € possivel observar uma
coloracdo azul bem intensa e compactada, formando fibras concéntricas ao redor dos ovos do
parasito (Figura 16C). Diferentemente, em camundongos AdblIGATA a colora¢do azul que
caracteriza deposicao de matriz extracelular na reacdo granulomatosa induzida pelos ovos do
parasito apresenta-se difusa e pouco intensa tanto na fase aguda (Figura 16B), como na fase
cronica (Figura 16D).

A quantificagdo de colageno no tecido foi indiretamente estimada pela quantidade de
hidroxiprolina em amostras de figado dos grupos experimentais (Figura 17). Os dados
mostram que os niveis de deposicdo de colageno no tecido hepatico (17A), intestino delgado
(17B) e intestino grosso (17C) séo significativamente mais elevados nos animais BALB/c em
relacdo aos animais AdbIGATA no periodo de 8 e 12 semanas apds infeccdo, fase aguda e
crbnica respectivamente evidenciam sua menor presenca de prolina em relacdo aqueles
BALBI/c.
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Figura 16 - Fotomicrografia de cortes histologicos de figado de camundongos BALB/c (A e C) e
AdbIGATA (B e D). Os animais estdo infectados com cerca de 25 cercérias apds 8 semanas ( A e B), fase aguda,
e 12 semanas ( C e D), fase cronica. Os cortes foram corados com Tricrdmico de Masson. Aumento 400x.



61

A

. i
8 @l BALB/c
8 g Bl AdbIGATA
L
o 67
©
‘s
E 44
©
g 27
>
1 -

Controle Aguda Cronica
B
#it
10~ e — #t

8 @l BALB/c
S g Bl AdbIGATA
L
S 6
©
‘'S
£ 41
(<5}
©
£ 21
>
3

Controle Aguda Crobnica

it @l BALB/c
Bl AdbIGATA

pg/mg de tecido lifolizado

Controle Aguda Crénica

Figura 17 -. Graficos com niveis de Hidroxiprolina tecidual presentes no figado (A), intestino delgado (B) e
intestino grosso (C) em camundongos BALB/c WT e AdbIGATA infectados experimentalmente com
S.mansoni. Os camundongos BALB/c WT e AdbIGATA foram infectados experimentalmente com cerca de 25
cercérias e acompanhados nas fases aguda ( 8 semanas) e cronica ( 12 semanas). Os dados sdo de 1 experimento
somando BALB/c WT séo 11/9 e AdbIGATA sdo 10/10, fase aguda e crdnica respectivamente. Para * p< 0,05 e
*** p < 0,001 na comparacéo de animais do mesmo gendtipo e ### p<0,001 para comparar animais de gen6tipos
distintos. Analise ANOVA-post test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.
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5.3.4 Avaliagéo do dano tecidual através da transaminase sérica

As lesBes hepaticas provocadas pela infeccdo por S. mansoni nas areas adjacentes ao
granuloma podem ser mais bem visualizada na figura 18. A infeccdo por S. mansoni resulta
em areas de necrose observada no tecido hepatico tanto em camundongos WT (Figura 18A e
C) como em AdbIGATA (Figura 18 B e D). Entretanto as lesdes parecem mais intensas e
extensas nos camundongos deficientes em eosinofilos (Figura 18B e D).

As imagens representando o dano tecidual sofrido pelos animais corroboram com os
dados da quantificacdo de transaminase sérica, AST e ALT, graficos 19A e 19B
respectivamente. A lesdo tecidual ¢ retratada com maior intensidade nos animais AdbIGATA ,
detentores dos niveis mais elevados de transaminase nas fases aguda e crénica em relacéo aos

camundongos BALBI/c.

Figura 18 — Fotomicrografia de cortes histol6gicos de figado de camundongos BALB/c (Ae C) e
AdbIGATA (B e D). Os animais estdo infectados com cerca de 25 cercérias apds 8 semanas, fase aguda. Os
cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina. Aumento de 200x (A e B) e 100x (Ce D) .
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Figura 19 —-Os graficos representam os niveis de transaminase sérica Aspartato aminotransferase, AST,
(A) e Alanina aminotransferase para avaliar o dano tecidual, ALT, (B). Os camundongos foram infectados
com S. mansoni, cerca de 25 cercérias/animal, e através do seu soro foram quantificados os niveis de ALT e AST
com 8 ( fase aguda) e 12 ( fase crbnica) semanas. Resultado baseado em 1 experimento ( BALB/c = 10/9
animais e AdblIGATA = 8/10 animais, fase aguda e crbnica respectivamente. Para * p< 0,05 e *** p < 0,001 na
comparacdo de animais do mesmo gendtipo e # p< 0,05 e ### p<0,001 para comparar animais de genotipos
distintos. Anélise ANOV A-post test Newman-Keuls Multiple Comparison Test.

5.4 Curva de mortalidade dos animais infectados por S. mansoni

A partir da primeira semana pos-infeccdo com 25 cercarias/camundongo de S.
mansoni, todos os animais foram acompanhados até a 122 semana de infeccdo (fase cronica),
para contabilizar a mortalidade induzida pela esquistossomose nos camundongos BALB/c
WT e AdblGATA (Figura 20). Em camundongos WT e AdbIGATA na fase aguda a taxa de
sobrevivéncia foi de 100 % e os Obitos ocorreram a partir da 10* semana de infeccdo,
enquanto que animais AdblGATA infectados por S.mansoni obtiveram uma taxa de
sobrevivéncia de 92 % e os BALB/c cerca de 96% ndo havendo diferenca significativa entre

0S grupos experimentais.
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Figura 20 — Curva de mortalidade induzida pela infec¢do por S. mansoni em camundongos BALB/c WT e
AdbIGATA. Foram acompanhados camundongos BALB/c e AdbIGATA infectados com 25 cercarias/animal
durante 12 semanas de infec¢do (BALB/c n= 10animais; AdbIGATA n=10animais), realizado em 1 experimento

. Anélise comparacédo por Kaplan-Meier, post-test Longrank.
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6. DISCUSSAO

Os dados apresentados neste estudo indicam que eosinofilos ndo tem uma participacao
essencial no controle da infec¢do por S. mansoni; entretanto, a auséncia destas células tem um
grande impacto na evolucdo das lesbes hepéticas induzidas pela deposi¢cdo de ovos do
parasito.

A participacdo de eosindfilos na destruicdo de helmintos foi inicialmente demonstrada
em infeccBes experimentais por Strongyloides stercoralis e Angiostrongylus cantonensis
(Sasaki, et al. 1993; Rotman, et al. 1996; Sugaya, et al. 1997) em camundongos deficientes na
producdo de IL-5, que demonstraram que os animais deficientes apresentaram grande reducéo
de eosinofilos circulantes acompanhada por aumento da carga parasitaria.

No caso de S. mansoni, varios estudos realizados in vitro demonstraram que 0S
eosindfilos, com auxilio de anticorpos especificos, sdo capazes de eliminar esquistossomulos
(Butterworth et al., 1979; Andrade et al., 1984; Gentil et al., 2013). Entretanto, apesar da
grande reducdo na eosinofilia observada em camundongos deficientes na producao de IL-5
(IL-57) e infectados por S. mansoni, ndo foi detectado diferenca significativa da carga
parasitaria de camundongos IL-5" e WT (Reiman, et al., 2006). No presente estudo, a
infeccdo experimental por S. mansoni foi realizada em camundongos AdbIGATA, que séo
seletivamente deficientes para a maturacdo dos eosinofilos, e também ndo foi detectado
diferencas no numero de vermes recuperados da circulacdo ou de ovos eliminados nas fezes
ou retidos no figado entre camundongos WT e camundongos AdblGATA, indicando que
eosindfilos ndo tem papel fundamental na destruicdo das diferentes formas evolutivas de S.
mansoni. Estes dados sdo semelhantes aqueles obtidos por Swartz, et. al. (2006) utilizando
animais AdblIGATA e TgPHIL.

Diferente do encontrado no figado, as contagens de ovos realizadas no intestino dos
animais cronicamente infectados claramente mostram retencdo significativamente maior de
ovos no tecido de camundongos AdbIGATA em relagdo aos BALB/c. E possivel que a
auséncia de eosinofilos afeta a resposta imune que facilita a saida dos ovos do parasito da
mucosa para na luz intestinal. A producdo e secrecdo de enzimas proteoliticas geradas pela
reacdo granulomatosa podem lesar o tecido intestinal e facilitar a passagem dos ovos e sua
excrec¢do na urina ou fezes (Doenhoff et al., 1986; Perrin & Phillips, 1988).

Na esquistossomose, cerca de 40% dos ovos produzidos pelo parasito ficam retidos
nos tecidos do hospedeiro, principalmente no figado e intestino, e sdo responsaveis pela

inducdo da resposta Th2, fundamental para a formacdo do granuloma esquistossomatico
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(Chiaramonte et al., 1999; Fallon, 2000; Pearce & MacDonald, 2002; Wynn et al., 2004;
Gryseels et al., 2006; Souza et al., 2011). A reacdo celular decorrente dessa resposta
influéncia diretamente na morbidade da doenca na fase cronica. (Ross et al., 2002; Andrade,
2005; Chuah et al., 2014). Dessa forma, também avaliamos aspectos da resposta imune
associados a esquistossomose experimental e seu impacto nos camundongos deficientes para a
maturacédo de eosindfilos.

A auséncia de eosindfilos durante a infeccdo por Schistosoma mansoni alterou
significativamente a resposta imune no figado, principal local de formacdo dos granulomas
induzidos pela retencdo dos ovos do parasito. No homogenato hepéatico obtido na fase aguda
da esquistossomose de camundongos AdbIGATA foi verificado uma reducdo significativa na
concentracdo de citocinas do perfil Th2, especialmente IL-33, IL-5 e IL-13, bem como das
citocinas regulatorias IL-10 e TGF-p e também IL-17 em relacdo aos animais infectados nédo
deficientes. As citocinas de perfil Thl ndo tiveram alteracdo na esquistossomose aguda, mas
0s niveis de TNF-a e INF-y foram significativamente maiores em camundongos AdbIGATA
cronicamente infectados. Os eosindfilos sdo fontes de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13,
IL-16, IL-18 e TGF-a/B, eotaxina-1 e de mediadores lipidicos que auxiliam na polarizacdo da
resposta Th2 (Kita & Gleich, 1996; MacKenzie et al., 2001; Shi, 2004; Rothenberg & Hogan,
2006; Akuthota et al., 2008), assim é justificavel as alteracGes observadas na auséncia destas
células na composicao do granuloma. Além de contribuir com a producdo local de citocinas e
de produzir quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de outras células importantes durante
a formacdo do granuloma, eosinofilos também influenciam na polarizacdo da resposta Th2,
como demonstrado por Sabin et al., (1996).

Dados obtidos em camundongos geneticamente deficientes na producdo de IL-4, ou
em camundongos deficientes para IL-4 e IL-13, mostram que nestes animais a infec¢do por S.
mansoni resultou em aumento de mortalidade e morbidade dos animais. A gravidade da
esquistossomose nestes modelos foi atribuida a maior lesdo hepéatica além do aumento na
producdo de citocinas pro-inflamatorias, IFN-y, TNF-o e NO e auséncia de citocinas anti-
inflamatorias Th2 como IL-4 e 1L-10, devido a reducdo de citocinas regulatérias responsaveis
pela modulacdo da resposta imunolégica (Brunet et al. 1997; Chiarimonte et al. 1999; Fallon
et al. 2000; Rutitzky et al. 2001; Wynn et al. 2004; Wilson et al. 2007). A deficiéncia em
polarizar e estabelecer uma resposta imunologica ideal causa a elevacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e por conseguinte é possivel encontrar niveis superiores de transaminases
séricas (ALT e AST) nos animais deficientes para a maturacdo de eosinofilos. Este

desbalanco na resposta imunoldgica local, com aumento de citocinas do perfil Th-1 e reducéo
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das citocinas Th-2 e Treg também foi observada em camundongos AdbIGATA infectados por
S. mansoni. Em paralelo, foi verificado que camundongos AdblGATA infectados
apresentaram aumento de area de necrose hepatica e aumento dos niveis de Pertanrto—o
método-de-guantificacdo-da transaminase sérica, indicando que a auséncia de eosinofilo e as
alteracBes no tipo e intensidade da resposta imunoldgica resultaram em uma maior lesdo
tecidual nos animais AdbIGATA em comparagdo com WT, similar ao encontrado no trabalho
de Seki etal. (2012), utilizando animais knockout para producdo de IL-4/IL-13. Em
experimentos com animais deficientes para a producdo de IL-4 e IL-4/11-13, apresentaram
dificuldades formar os granulomas e as lesdes hepéaticas geradas resultaram no Obito dos
animais na 9%emana (Cheever, 1997; Fallon, 2000; Schwartz, et al.,2014). Nos animais
AdblGATA a morbidade foi menos intensa pois a producao de IL-4 pode ter sido compensada
pela via autdcrina das células T e por basofilos (Jankovic et al., 2000; Noben-Trauth et al.,
2002), mantendo niveis similares em ambos 0s grupos experimentais, corroborando com 0s
dados de Swartz (2006).

Apesar do aumento de citocinas do perfil Thl, nossos dados mostram que
camundongos deficientes na diferenciacdo de eosindfilos apresentam niveis reduzidos de IL-
17 no figado durante a infeccdo por S. mansoni. A pesquisa de Rutitzky et al. (2005)
demonstrou que a resposta Thl7 desempenha um papel importante na patologia
granulomatosa e na gravidade da morbidade na infec¢do por S. mansoni, pois ao neutralizar a
IL-17 (com anticorpos monoclonais anti-1L-17) é possivel controlar o tamanho do granuloma,
indicando que apesar dos antigenos parasitarios induzir clones de linfocitos Thl7, a
proliferacdo destas células deve ser controlada causando a reducdo dos granulomas
esquistossomotios. Rutitzky and Stadecker (2011) utilizando animais deficientes em IL-17 e
IFN-y infectados por S. mansoni, foi constatado que a imunopatologia grave da
esquistossomose € impulsionada principalmente por IL-17 e regulado pela produgdo IFN-y. A
reducdo de IL-17 durante a esquistossomose em camundongos AdbIGATA também pode ter
contribuido para a morbidade da esquistossomose ndo ser mais grave, podendo levar os
animais ao obito.

Durante a fase aguda da infeccdo por S.mansoni, os eosinofilos sdo celulas
predominantes no infiltrado celular do granuloma que envolve os ovos do parasito (Scott et
al., 1989; Chiaramonte et al., 1999; Fallon, 2000; Reiman et al., 2006). Os dados
apresentados e ilustrados mostram a quantificacdo de maneira indireta o infiltrado celular
presente no granuloma esquistossomotico dos animais experimentais. Os niveis de Eosinofilo

peroxidase (EPO), medida indireta de infiltracdo dos eosindfilos e mieloperoxidase (MPO),
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medida indireta de infiltracdo dos neutrofilos, se mostraram significativamente inferiores nos
animais AdblIGATA, indicando a menor infiltracdo de polimorfonucleares. Os neutrofilos sdo
células recrutadas principalmente por IL-17 produzido pelas células Th17. Quando atraidos e
ativados os neutréfilos secretam moléculas antimicrobianas, espécies reativas de oxigénio,
quimiocinas e citocinas inflamatérias que recrutam células dendriticas e macrofagos (Hayashi,
2003). Neutrdfilos sdo vistos inicialmente durante a resposta imune inata e contribuem para
inflamacdo através da producdo de citocinas IL-17 e IL-23 podendo atuar como
apresentadores de antigenos, além de promover a diferenciacdo de células Thl para Th17
(Abdallah et al., 2012; Mei et al., 2012). A reducdo na infiltracdo de neutrofilos pode ter sido
resultado da queda nos niveis de IL-17 nos camundongos AdbIGATA. Por fim, como a
influéncia dessa populacdo celular na resposta ainda é incerta, ela ira se tornar alvo de nossos
estudos futuros. Outra célula que devera ser melhor investigada neste modelo experimental
sdo os macrofagos. Os macrdéfagos sdo células hematopoiéticas especializadas que estdo
distribuidas por diferentes tecidos e 6rgédos, onde eles desenvolvem um papel importante na
homeostase, remodelacdo de tecido e na defesa contra patdgenos (Kurowska-Stolarska et al.,
2009). Dependendo das citocinas que influenciam os macrofagos, eles podem ser
diferencialmente ativados em M1 (ou classicamente ativado) e M2 (alternativamente
ativados) (Strauss-Ayali et al., 2007). Nossos dados mostram que a atividade de N-
acetilglicosaminidase (NAG), enzima indicava da infiltracdo de mondcitos no tecido, foi
similar em ambos 0s grupos experimentais. Entretanto, apesar de ndo ter sido encontrada
diferenca significativa na infiltracdo de macréfago entre os grupos analisados, esse fato ndo
esclarece se ha diferenca nos subtipos de macr6fagos e na sua ativagéao.

Na avalia¢do patoldgica do dano tecidual na infec¢do por S. mansoni, foi constatada a
reducdo de citocinas como TGF-f, IL-10 e IL-13, responsaveis por modular a resposta imune
e orquestrar a fibrinogenese do granumola esquistossomotico. Além disso, também sabemos
que IL-10 desempenha uma importante funcdo no controle da fibrose hepatica, pois em
camundongos deficientes para producdo de I1L-10, IL-12/23 a fibrose foi muito intensa de tal
maneira a aumentar a morbidade da doenga (Mentink—Kane et al., 2011).

A diferenga na resposta imune local levou a modificagcfes em aspectos associados a
morbidade. A analise histopatologica e morfométrica do figado dos camundongos BALB/c e
AdblGATA infectados indicou que, na fase aguda da esquistossomose, ndo apresentaram
diferenca estatistica em relacdo a area e volume do granuloma. Todavia, na fase cronica da
infeccdo, apds 12 semanas, os granulomas dos animais WT mostram uma reducao de volume

devido ao processo de imunomodulacdo que ndo foi verificada nos camundongos AdblIGATA
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cronicamente infectados. Também foi verificado que a concentragdo de hidroxiprolina no
figado e intestino delgado e grosso dos animais infectados foi estatisticamente superior nos
camundongos WT em relacdo aqueles camundongos deficientes para a maturacdo de
eosinofilos. Os dados sdo contraditorios ao que ja foi apresentado na literatura, pois
demonstram que ha diferenca estatistica entre o volume e area dos granulomas dos animais
diferente do relatado por Reiman et al., 2006; Swartz et al., 2006. Contudo, dados recentes
apresentados por Vannella et. al. (2016) utilizando animais deficientes para TSLP/IL-25/IL-
33 demonstram que a infec¢do por S. mansoni nestes animais resulta em reducdo na ativagédo
dos eosinofilos e menor fibrose tecidual. Segundo Pearce & MacDonald (2002), IL-13 é um
importante fator para a fibrose além de regular a resposta de perfil Th2. Assim, a reducdo da
concentracdo hepética de 1L-33, IL-5 e IL-13, pode ter alterado a infiltracdo celular e a
producdo de matriz extracelular que auxiliam na contencdo do dano tecidual junto ao IL-33,
elevando também o dano tecidual causado pela auséncia dessas citocinas. Outros trabalhos
também demonstraram que, no sitio inflamatorio, os eosindfilos ativados sdo fontes
importantes de citocinas fibrogénicas, como TGF-p e IL-13 potentes mediadores pro-
fibroticos, que estimulam a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colageno (Noguchi et
al., 1992; Levi-Schaffer et al., 1999; Silveira-Lemos et al., 2008; Wynn & Barron, 2010).

Estudos realizados por Paiva (2010), Yoshida (2012) e Bowen (2013), mostram que
TGF-B ¢ fundamental para promover a fibrose através da ativacdo de HSC. No modelo de
infeccdo pelo nematddeo Nippostrongylus brasiliensis, foi demonstrado que a producéo de IL-
33 é necessaria para protecdo dos camundongos infectados, sendo relatado que camundongos
IL-33-/- infectados tiveram recrutamento inadequado de eosindéfilos e producdo insuficiente
de IL-13, que foi insuficiente para estimulacdo de alteracBes intestinais necesséarias na
expulsdo dos vermes (Fang et al., 2013). No estudo de Vannella (2016) em animais triplo
knockout para IL-33, IL-25 e TSLP infectados por S mansoni tiveram menor estimulagdo da
producdo de IL-13 e IL-5, gerando uma resposta Th2 menos pronunciada e menor fibrose
hepatica. A participacdo da producdo de 1L-33 na fibrose também foi evidenciada através da
utilizacdo de camundongos transgénicos para producdo de IL-33 em modelo de fibrose
cutanea induzida por albumina bovina (Rankin (2010).

Nossos dados se mostram divergentes em relacdo aqueles apresentados por Mentink—
Kane et al. (2011), que verificaram que em camundongos ‘triplo knockout’ para IL-10/IL-
13Ra2/IL-12-23(p40) ndo tiveram diferenca estatistica na concentragdo tecidual de
hidroxiprolina, como estimativa da deposicdo de coladgeno, na fase aguda por infeccdo de S.

mansoni em relacdo aos resultados apresentados indicando maior concentracdo de
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hidroxiprolina tecidual nos animais WT. A analise morfolégica dos granulomas também
revelou que a deposicdo de colageno no granuloma de camundongos AdbIGATA ocorreu de
maneira desorganizada, ndo sendo verificada a presenca de fibras coldgenas arranjadas em
disposicdo concéntrica. Estas alteracbes podem estar associadas a composi¢cdo celular do
granuloma, pois os eosindfilos podem ter um papel importante na reparacdo, remodelacdo e
no desenvolvimento de fibrose tecidual j& que as proteinas e citocinas secretadas durante a
desgranulacgéo de eosinofilos teciduais sdo importantes para o processo de fibrose (Noguchi et
al., 1992; Levi-Schaffer et al., 1999). Em contrapartida, Mata-Santos et. al. (2014), relataram
que em animais infectados por S.mansoni e tratados com silimarina, um importante
hepatoprotetor, anti-fibrético e imunomodulador (Valenzuela & Garrido, 1993), tiveram
reducdo na proliferacdo de células de fibroblastos e na producdo de IL-13, que também
afetaram a producdo de colageno do tipo I, corroborando com os dados apresentados neste
trabalho.

Os dados experimentais e clinicos obtidos em areas de transmissdo da infecgdo por S.
mansoni demonstram que a reacdo celular 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). A auséncia de eosinéfilos pode alterar o balango de citocinas Th1/Th2
(Rothenberg & Hogan, 2006) consequentemente, a formacdo do granuloma induzido pela
infeccdo por S. mansoni, levando as alteracGes na eliminacdo dos ovos do parasito através do
intestino e na morbidade. Contudo, o trabalho em questdo ndo apresenta diferenca estatistica
na taxa de mortalidade dos animais ao utilizar a carga parasitaria em questao.

Portanto, a auséncia dos eosino6filos nos camundongos AdblGATA foi prejudicial para
0 hospedeiro vertebrado, mesmo ndo havendo alteragdo na carga parasitaria. A reducdo das
citocinas Th2 e regulatérias afetou diretamente a producdo daquelas pré-inflamatorias, de
forma a gerar um dano tecidual mais intenso os para animais, mas nao o suficiente para leva-
los a obito. A alteracdo no perfil de citocinas gerou uma alteragcdo no infiltrado celular, no
qual houve menor presenca de granulécitos nos animais AdbIGATA. Os granulomas
hepéticos foram afetados diretamente e durante a fase crénica da infeccdo uma vez que as
fibras colagenas apresentaram-se mais desorganizadas e seu tamanho estatisticamente
superior afeta a saude do tecido. Concluindo, os dados apresentados nesse trabalho levam a
afirmar que o eosindfilo tém um papel fundamental na evolucdo da doenca bem como na
morbidade da esquistossomose mansoni afetando a resposta imune, composi¢do celular do
granuloma e remodelacéo tecidual, apesar do mecanismo n&o ser totalmente elucidado e ainda

haver muita divergéncia acerca do assunto na literatura.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Os camundongos AdbIGATA e BALB/c experimentalmente infectados por S. mansoni nédo
apresentam diferenca significativa no numero de vermes recuperados da circulacéo e de ovos
retidos no figado ou eliminados nas fezes. Todavia, no intestino dos animais AdbIGATA
cronicamente infectados houve uma maior retencdo de ovos, sugerindo dificuldade de

eliminacdo destes ovos na auséncia de eosindfilos;

A andlise imunoldgica permite demonstrar que a auséncia de eosindfilos nos animais
AdblIGATA resultou em reducdo da producdo de citocinas Th2 e regulatoria, mas aumento da

concentracdo de IFN-y e TNF-a, no figado de camundongos infectados por S. mansoni;

A deposicdo de ovos de S. mansoni no figado de camundongos AdblIGATA
experimentalmente infectados ndo induz aumento da atividade de peroxidase de eosindfilos
(EPO) no tecido, confirmando a auséncia de eosinofilos nestes animais. Além disso, em
camundongos AdbIGATA infectados ndo houve atividade reduzida de mieloperoxidase
(MPO), mas ndo de N-acetilglicosaminidase (NAG), indicando redugdo seletiva de
granulocitos para o sitio inflamatério. As andlises histopatoldgicas revelam ainda que na
auséncia de eosindfilos foi detectado maior infiltracdo de células mononucleares durante a

fase cronica da esquistossomose;

A infecgdo por S. mansoni em avaliagdo histopatologica indicou que os animais AdbIGATA
apresentam niveis de transaminase sérica, AST e ALT, significativamente superiores
retratando uma lesdo tecidual mais intensa em relacdo aos camundongos BALB/c. A
quantificacdo de hidroxiprolina no tecido hepatico, intestino delgado e grosso, foi inferior nos
animais deficientes para a maturacdo de eosinofilos em relagdo aos animais WT que se

apresentam fibras colagenas mais organizadas e compactas ao redor dos ovos do parasito.

A taxa de mortalidade analisada ao longo das 12 semanas de infeccdo ndo evidenciou

diferenga significativa na sobrevivéncia dos grupos experimentais avaliados.
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8. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que eosinofilos ndo sdo fundamentais no controle
da infeccdo por Schistosoma mansoni. Todavia, a auséncia destas células acarreta em
alteracdes na evolucdo da doenca bem como na lesdo induzida e deposicdo de ovos do

parasito pelo parasito no tecido do hospedeiro.
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