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Resumo

A imuno-senescéncia ¢ o resultado cumulativo do processo de declinio progressivo da
atividade do sistema imune devido ao processo de envelhecimento. Ela contribui para o
aumento da susceptibilidade a doengas infecciosas, cancer ¢ doengas autoimunes. As
alteracoes relacionadas ao envelhecimento incluem a involugdo timica, alteragdes nos
fenotipos celulares, perfil de citocinas e no repertorio de linfocitos. De um modo geral,
animais ¢ humanos idosos apresentam uma reducdo no nimero de linfocitos T virgens com o
aumento paralelo dos linfécitos T de memoria, uma reatividade imunologica comprometida e
uma diminui¢cdo na sua capacidade de reagir a antigenos novos. Varios trabalhos relatam
modificacdes no desenvolvimento de doencas parasitarias ao longo do processo de
envelhecimento no que diz respeito a sua prevaléncia e intensidade. Aponta-se uma forte
associacdo entre idade e resisténcia a infecgdes e reinfecgdes por parasitos, tais como o
Schistosoma mansoni, causador de doenga endémica debilitante ¢ que afeta mais de duzentos
milhdes de pessoas em paises em desenvolvimento. E possivel que a menor intensidade
observada em adultos resulte da aquisicdo de imunidade protetora devido ao estimulo
antigénico cronico. O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do envelhecimento na
reatividade imunoldgica a infecgdo pelo Schistosoma mansoni em modelo experimental
murino. Verificamos que camundongos C57BL/6 velhos apresentam uma resposta
inflamatoria diminuida aos antigenos do parasito, resultando em titulos mais baixos de
anticorpos especificos. Apesar da resposta imune humoral diminuida, os animais velhos sdo
igualmente susceptiveis a infecgdo por S. mansoni, e também desenvolvem imunidade
protetora frente a uma reinfecgdo. Em animais velhos infectados, a atividade de eosinéfilos
parece estar preservada e pode ter contribuido para a eliminacdo de vermes na reinfecgdo.
Possivelmente, a menor polariza¢ao na produgdo de citocinas durante a evolucao da patologia
altera a dinamica da formagdo/involugdo do granuloma no velho. Camundongos velhos
formam granulomas menores durante a fase aguda da infec¢ao, mas ndo ¢ observado o
processo de imunomodulagdo na fase cronica, como bem descrito nos jovens. Observamos um
aumento na frequéncia de células T com perfil de ativacdo em animais jovens infectados,
entretanto, em camundongos velhos, que ja possuem maior proporcao de linfocitos ativados, a
infeccdo nao altera a frequéncia dessas células. Devido a esse estado constitutivo de ativagao
dos linfécitos durante a senescéncia, € provavel que respostas inflamatorias a novos antigenos

sejam inibidas por encontrarem o sistema imune altamente povoado por células efetoras.



Abstract

The immunosenescence is defined as a cumulative result of decline in the activity of the
immune system activity due to progressive aging, and contributes to increased susceptibility
to infectious diseases, cancer and autoimmune diseases. Such aging-related changes include
thymic involution, changes in frequencies of activated lymphocytes, in cytokine profile and in
lymphocyte repertoire. Generally, aged animals and humans show a reduction in the
frequency of naive T lymphocytes, increased proportion of memory T cells and a diminished
immune reactivity to novel antigens. Many studies report changes in the prevalence and
intensity of parasitic diseases during aging. There is a strong association between age and
resistance to infectious diseases, such as schistosomiasis, an endemic disease that affects more
than two hundred million people in developing countries. It is possible that the lower
infection intensity observed in adults results from the acquisition of protective immunity due
to chronic antigenic stimulation. The aim of this work was to evaluate the influence of aging
in immune reactivity to infection by Schistosoma mansoni in the mouse. We observed that
aged C57BL/6 mice have a reduced inflammatory response to parasite antigens, resulting in
lower specific antibody titles. Despite the reduced humoral immune response, old animals
were as susceptible to infection as young animals, and they also develop protective immunity
against reinfection. Eosinophils activity seemed to be conserved in aged infected animals and
may have contributed to worm elimination during reinfection. It is plausible that the altered
cytokine balance during disease development changes the dynamics of the granuloma
formation/involution in aged mice. Aged mice formed smaller granulomas at acute phase of
infection, but they did not develop the process of immunomodulation in chronic phase, as
described in young animals. After infection, young mice showed a typical increase in the
frequency of activated T cells. On the other hand, we found increased frequencies of activated
T cells in non-infected aged mice regardless of their infection status. Lymphocytes in non-
infected aged animals were constitutively activated and it is likely that inflammatory
responses to novel antigens may be impaired when facing an immune system already highly

populated by effector cells.
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1. SENESCENCIA

3.1 O envelhecimento da populacao mundial

A populacdo mundial vem passando por uma gradativa alteracdo na sua composi¢ao
etaria desde meados do ultimo século. O efeito combinado da reducdo dos niveis de
fecundidade e mortalidade, e do aumento da expectativa de vida repercutiu num processo de
envelhecimento populacional que se caracteriza pela reducdo da composicdo relativa de
criancas e jovens, acompanhada do aumento da camada de adultos e, particularmente, dos
idosos. Os avangos da medicina e as melhorias nas condi¢des gerais de vida contribuiram para
elevar a expectativa de vida de 46 anos, em 1950, para 68 em 2010 e para os estimados 75
anos, em 2050. Em 1950, existiam cerca de 204 milhdes de pessoas com mais de 60 anos (8%
da populacdo), e espera-se que em 2050 nesta faixa etaria haja 2 bilhdes de pessoas (22%)
(Onu, 2008), ultrapassando o nimero de jovens de até 14 anos

Ja no Brasil, estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica apontam que
os individuos acima dos 60 anos de idade, que em 1980 eram 7 milhdes de pessoas (6% da
populagdo), em 2050 alcancem 64 milhdes (30%) (Ibge, 2008). A altera¢ao no padrdo etario
da populacdo brasileira ¢ bem ilustrada pelo estreitamento da base e concomitante
alargamento do apice da piramide demografica, caracteristica de uma sociedade em acelerado
processo de envelhecimento (Figura 1).

As rapidas transformagdes no perfil demografico em dire¢do a uma populacao bastante
envelhecida devem ser acompanhadas por medidas que promovam o bem-estar da sociedade.
O mobilidrio urbano, as edificagdes publicas, privadas e para fins de moradia, os meios de
transporte publico, as pesquisas cientificas e a medicina, o mercado de trabalho, os sistemas
publico e privado de satide, bem como a previdéncia e a assisténcia social deverdo passar por
uma complexa evolucdo para assegurar a inclusdo, na familia, na cidade e na sociedade de

modo geral, de um contingente a cada dia maior de idosos (Timo-laria, 2003).
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1.2 Biologia do envelhecimento

Geralmente, considera-se o envelhecimento como um processo que se inicia em fases
muito tardias da vida, mas as alteragdes bioldgicas decorrentes do avanco da idade constituem
um fendmeno constante e gradual durante todos os periodos do desenvolvimento. A
senescéncia ¢ uma fase particular em que essas mudangas gradativas se acumulam e se
acentuam e quando se tornam mais nitidos o comprometimento e o declinio das fung¢des que
caracterizam o organismo vivo (Bauer, 2005)

O envelhecimento ¢ um fendmeno complexo caracterizado por alteracdes

quantitativas, qualitativas e estruturais no organismo. Muitos trabalhos demonstram que o
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envelhecimento, antes de tudo, manifesta-se em nivel celular, fendmeno conhecido como
senescéncia celular ou senescéncia replicativa. Harman prop0s uma associacdo entre um
progressivo desarranjo molecular, com aumento gradativo dos intermediarios reativos de
oxigénio (radicais livres), danificando o DNA, RNA, lipideos e proteinas, ¢ o declinio geral
das fungdes celulares com consequente envelhecimento (Harman, 1956). Hayflick propds que
as c¢lulas somaticas normais possuem um limite de divisdes celulares possiveis devido a
existéncia de um mecanismo de contagem de eventos mitdticos batizado de
“replicometro”’(Hayflick, 1965). Posteriormente, os telomeros foram identificados como
responsaveis por este relogio replicativo, visto que ocorre o encurtamento dos mesmos a cada
divisdo celular (Olovnikov, 1971).

Dentre as principais alteracdes funcionais durante a senescéncia, podemos enumerar a
perda da massa e da for¢a muscular, fragilidade Ossea, diminuicdo das acuidades visual e
auditiva, reducdo de desempenho mental e capacidade de aprendizagem e memoria,
comprometimento da fun¢do cardiaca e circulatéria, atividade renal deteriorada, declinio das
funcdes respiratorias, distirbios do sono, alteragdo das redes endodcrinas, e comprometimento

da atividade imunoldgica (Timo-laria, 2003).

1.3 Imuno-senescéncia

A imuno-senescéncia compreende um declinio da atividade do sistema imune devido
ao progressivo envelhecimento e contribui para o aumento da susceptibilidade a doencas
infecciosas, cancer e doengas autoimunes (Solana e Pawelec, 1998).

Este processo, bem descrito em humanos e camundongos, ¢ caracterizado por diversas
alteracdes funcionais no sistema imune. Tais modificacdes podem ser encontradas tanto na
arquitetura e funcionamento dos ¢rgdos linféides quanto nos componentes celulares do
sistema imune (Takeoka et al., 1996; Faria et al., 2008).

O envelhecimento ¢ geralmente acompanhado por uma condi¢do inflamatéria
sistémica. Neste fendmeno, referido como “Inflamm-aging” (Franceschi et al., 2000b), as
alteracdes na producdo de mediadores inflamatdrios podem ser causadas por condigdes pré-
existentes, como auto-imunidade, doengas degenerativas e cancer. Entretanto, podem também
resultar de defeitos intrinsecos a senescéncia no sistema imune inato, que participa do

equilibrio de citocinas ¢ do desencadeamento da inflamagao (Solana et al., 2006).



Em relacao a imunidade inata na senescéncia, ha uma perda da capacidade fagocitica
e da quimiotaxia em macréfagos, decréscimo na geracao de radicais 6xidos e na eliminagdo
de patdégenos em neutrdfilos, embora ocorra um aumento na producdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1, IL-6 e TNF-a (Straub et al., 2000). A ativacdo e a apresentagao de
antigenos por macrofagos, a migracdo de células dendriticas e a ativacdo mediada por
receptores Toll mostraram-se diminuidas ou desreguladas (Nikolich-Zugich, 2005). Um
aumento no numero de células NK e NKT foi observado em humanos e camundongos i1dosos,
embora a citotoxidade e a producdo de citocinas e quimiocinas por essas células estejam
reduzidas. Assim, as alteracdes funcionais, de frequéncia e de processos de sinalizagdo desses
varios tipos celulares poderiam contribuir para o aumento da suscetibilidade a infecgdes em
idades mais avangadas. (Solana et al., 2006).

Embora haja alteracdes importantes em componentes inatos do sistema imune, 0
maior impacto do envelhecimento se localiza na producdo e na atividade dos linfocitos.

Um efeito acentuado do envelhecimento no sistema imune pode ser observado no
timo. Este orgdo, local de desenvolvimento de células T, sofre uma grande atrofia,
caracterizada pela perda da regido cortical, mas ndo da regido medular. Essa atrofia acarreta
perda de timocitos imaturos e afeta a maturagdo das células T por interferéncia no processo de
selecdo dos linfocitos (Takeoka et al., 1996).

A consequéncia imediata das alteracdes na produgdo de linfécitos T no timo, durante
o envelhecimento, ¢ a mudanca no perfil das células T periféricas. Alteragdes na expressao de
receptores de adesdo, de moléculas envolvidas na migragao para sitios periféricos e moléculas

co-estimuladoras sdo caracteristicas da imuno-senescéncia. A freqiiéncia de linfocitos T

ativados e de memoria (caracterizado pela expressao CD28lo, cD44hi CD45RBlO, CD62LI0)
nos animais idosos ¢ muito maior (Ernst et al., 1993; Barrat et al., 1995; Kurashima e
Utsuyama, 1997; Timm e Thoman, 1999; Faria et al., 2008) e, por outro lado, ha uma redugdo
na expressao de moléculas que caracterizam células virgens (caracterizados pela expressao de
CD28", CD62L", CD45RB" ¢ CD44") (Thoman, 1997; Solana e Pawelec, 1998; Faria et al.,
2008).

Uma conseqiiéncia direta deste decréscimo de linfocitos T virgens no
envelhecimento ¢ a diminui¢ao da diversidade do repertorio antigeno-especifico. Estudos da
expressdo da cadeia VP do TCR em células T humanas constataram uma redugdo de

repertorio de 10%, em individuos adultos, para 10°,em idosos (Weng, 2006).



Os mecanismos fisioldgicos que regulam a proporcao de células virgens ou de
memoria na periferia sdo desconhecidos. Recentemente, foi proposto que o acumulo de
c¢lulas de memoria se deve a um aumento da expressao do ligante de Fas (Fas-1) em células
virgens, aumentando sua sensibilidade a apoptose (Collaziol et al., 2004). A explicagdao mais
aceita, no entanto, propde que o decréscimo do niimero de linfocitos virgens ¢ um resultado
direto da redu¢do da producdo de novos linfocitos no timo (Linton e Dorshkind, 2004).
Embora o timo continue funcionalmente competente em idosos, o percentual de exportagdo ¢
insuficiente para repor as células T virgens perdidas diariamente na periferia. O numero de
timocitos emigrantes decai e a proliferacio homeostatica das células residentes ¢ requerida
para manter o pool celular. Como conseqiiéncia disso, ocorre um aumento progressivo do
nimero de células de memoria, gerando, porém, uma diversidade restrita e uma tendéncia a
oligoclonalidade, ou seja, poucos clones ocupam uma proporcao significativa do conjunto de
células T. Com o tempo, essas mudancas se tornam mais pronunciadas e estdo muito
associadas com o aumento da incidéncia de doengas autoimunes e diminui¢ao da capacidade
de resposta frente a novos antigenos (Berzins et al., 2002).

O sistema imune adaptativo depende da habilidade dos linfocitos em se dividirem em
resposta a um desafio antigénico. A reducdo dos teldmeros em linfocitos foi demonstrada
durante a diferenciacdo de células T virgens em células de memodria e o encurtamento
telomérico pode agir como um fator limitante da capacidade de multiplicacao celular, levando
a célula a apoptose. Dessa forma, o tamanho do telomero ndo sé controla a atividade
replicativa celular, como ¢ um marcador do declinio da fun¢do de linfécitos associado ao
envelhecimento (Weng, 2006).

Em camundongos idosos, ocorre diminui¢do na expressdo do receptor de IL-2, que ¢
importante no processo de proliferacdo celular, bem como na expressdo da molécula co-
estimulatdora CD28 em células T estimuladas pelo mitégeno concanavalina A (ConA)
(Wakikawa et al, 1997). Essa alteracao também foi observada em humanos, que apresentam
um aumento de linfocitos T CD8"CD28 na senescéncia (Pawelec et al., 2001).

Outra alterag¢do no sistema imune associada ao envelhecimento ¢ a diferenga no padrao
de sintese de citocinas pelos linfocitos, uma vez que as células T virgens secretam um perfil
de citocinas diferente das células T ativadas. A sintese de IL-2 por células T CD4 e CD8' de
animais velhos esta diminuida, enquanto citocinas efetoras tais como IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
INF-y e TGF-p aumentam em animais idosos (Daynes et al., 1993; Hobbs et al., 1993; Hobbs

et al., 1994; Mu e Thoman, 1999). A influéncia do envelhecimento na secre¢ao de IL-10 ndo
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¢, no entanto, um consenso ¢ existem trabalhos que demonstram um aumento na produgao de
IL-10 em macrofagos (Pawelec et al., 2000), e outros que ndo apontam alteragdo de IL-10 na
senescéncia.(Thoman, 1997; Forsey et al., 2003).

A fun¢do de células B também ¢ alterada na imuno-senescéncia. A diminui¢do de suas
progenitoras na medula dssea tem também um efeito direto sobre o pool periférico de células
virgens (Weng, 2006). A formag¢do de centros germinativos e a resposta de anticorpos estdo
diminuidas ou retardadas (Nikolich-Zugich, 2005), e a maturagdo de afinidade dos anticorpos
¢ prejudicada devido a falhas no mecanismo de hipermutagdo somatica (Song et al., 1997)
.Pode-se observar, portanto, diminuicdo no repertério de células B e consequente
comprometimento da diversidade clonal.(Weksler e Szabo, 2000).

Quanto aos niveis de imunoglobulinas, hd certa discordancia na literatura. Speziali e
colaboradores demonstraram que, apesar da resposta humoral antigeno-especifica estar
diminuida em camundongos velhos, o nivel total de anticorpos séricos, assim como a
freqiiéncia de células produtora de anticorpos na medula e no bago estio aumentados
(Speziali et al., 2009). Alguns estudos mostraram um declinio nos niveis de IgM, IgG e IgA
nos linfonodos periféricos e de IgA secretdria no muco intestinal de animais idosos. Outros
estudos mostram que ha um aumento de IgM e IgG no plasma e soro e de IgA no soro e
saliva de humanos e no muco intestinal de camundongos na senescéncia (Szewczuk et al.,
1981; Arranz et al., 1992; Fujihashi e Mcghee, 2004; Listi et al., 2006) No entanto, dados do
nosso laboratorio demonstram que os niveis de IgA secretéria no muco se mantem inalterados
durante o envelhecimento em camundongos. (Santiago et al., 2008).

Algumas evidéncias indicam que a freqiiéncia aumentada de doengas autoimunes na
senescéncia pode estar relacionada a uma transducdo de sinais alterada nos linfocitos. As
alteracdes na sinalizacdo celular nos linfécitos T podem também estar associadas a deficiéncia
na reatividade imunolégica observada em idosos. Células T de camundongos e humanos
idosos mostram defeitos na mobilizagdo de célcio e na fosforilagdo de proteinas apos contato
com APCs (Miller, 1987; Grossmann et al., 1990). O envelhecimento leva ao declinio na
fosforilagdo promovida por quinases tanto em resposta ao mitdgeno ConA, como aos
anticorpos anti-CD3 e anti-TCR (Patel e Miller, 1992) e a propria distribuigdo dessas
quinases dentro da célula parece estar também bastante alterada (Ghosh e Miller, 1995). Em
células B, também ocorrem alteragoes substanciais no mecanismo celular de transmissao de

sinais (Hasler e Zouali, 2005). Assim, mecanismos moleculares de ativagdo dos linfocitos,



tanto pelo seu receptor clonal quanto por moléculas co-receptoras e co-estimuladoras,
apresentam modificagdes marcantes durante o envelhecimento (Shi e Miller, 1992).

Um dos problemas frequentemente enfrentados no estudo dos efeitos do envelhecimento
sobre os sistemas biologicos ¢ a confusdo entre o processo do envelhecimento e as doencas
associadas a ele. Entretanto, estudos com individuos centendrios proporcionaram o
surgimento de uma nova abordagem de estudo da imuno-senescéncia saudavel. Dados obtidos
utilizando-se um rigido critério de exclusdo de doengas associadas a senescéncia, conhecido
como Protocolo SENIEUR (Ligthart et al., 1984), permitem propor que o envelhecimento nao
¢ necessariamente caracterizado por uma deterioracdo, mas sim por um remodelagem da
fung¢ao imune (Pawelec et al., 2002). Neste sentido, muitas fungdes imunoldgicas estdo bem
preservadas no idoso e poderiam compensar outras que estdo comprometidas (Franceschi et
al., 2000a; Franceschi et al., 2000c). O conceito de envelhecimento saudavel, proposto por
estes estudos, esclarece a distingdo entre o envelhecer ¢ o adoecer. Por esta perspectiva, a
imuno-senescéncia ndo envolve um simples declinio unidirecional de todas as fungdes, mas €
mais apropriadamente definida como uma remodelagem dindmica durante o envelhecimento
do organismo (Franceschi et al., 1996; Globerson e Effros, 2000).

Um interessante trabalho, que corrobora esse raciocinio, mostra que camundongos
BALB/c velhos se tornam mais resistentes a infecgdo por Leishmania major quando
comparados a animais jovens, que apresentam uma reacdo inflamatdria local muito mais
acentuada e maior parasitemia. Essa resisténcia dos velhos estaria relacionada a um aumento
constitutivo na producdo de IL-12 pelos macrofagos nessa linhagem que, associado ao
estimulo com antigenos microbianos durante a vida, gera um perfil imunologico mais
eficiente no controle da infecgdo (Ehrchen et al., 2004).

Trabalhos do nosso grupo também mostram que o sistema imune inato pode estar bem
preservado na senescéncia. Um exemplo disso sdo as células NK, que apresentam um
aumento de sua frequéncia e perfil de ativacdo em alguns individuos idosos. Dessa forma,
mecanismos da imunidade inata poderiam agir de forma compensatoria e suprir o declinio da

atividade de linfocitos T durante o envelhecimento (Comin et al., 2007; Comin et al., 2008).



2. ESQUISTOSSOMOSE

2.1 Aspectos gerais

A esquistossomose ¢ uma doenga debilitante e potencialmente letal que afeta 200
milhdes de pessoas no mundo, sendo considerada a segunda doenga parasitiria em
mortalidade, precedida apenas pela malaria (Capron et al., 1995). Mais de 700 milhdes de

pessoas vivem em areas de risco de infeccdo e estima-se que essa parasitose cause mais de

500 mil mortes anuais (Who, 2010).

[ 1
- Countries of areas at high risk : E

Countries or areas at low risk

k- - o 1,550 3,100 8,200 Hiometeri
Figura 2 . Distribuicdo global da esquistossomose. Paises e areas de risco de infecgdo por
Schistosoma sp. Adaptado de WHO, 2009.

A distribuicao geografica da esquistossomose ¢ ampla, afetando cerca de 80 paises
distribuidos na América do Sul, Caribe, Africa, Oriente Médio, Filipinas e no Sudoeste
Asiatico (Who, 2010) (Figura 2). No Brasil, existe uma vasta area endémica que se estende do
norte do Estado do Para até o Estado Rio Grande do Sul, sendo o litoral do Nordeste € o
Estado de Minas Gerais os mais atingidos (Pessoa, 1986).

No homem, a doenga ¢ causada por cinco espécies do género Schistosoma: S. mansoni,
S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi, S. haematobium, sendo as mais comuns o
Schistosoma mansoni e o Schistosoma japonicum que causam a esquistossomose intestinal e o
Schistosoma. haematobium que causa a esquistossomose urinaria. As espécies S. intercalatum
e S. mekongi sd3o menos comuns e t€m suas areas de distribui¢ao mais restritas. O S. mansoni

¢ a espécie que causa o maior nimero de casos de esquistossomose humana, sendo este um
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dos motivos de ser tdo amplamente estudada (Chitsulo et al., 2000). Esta ¢ a tnica espécie
presente nas Américas, onde ocorre principalmente no Brasil, Suriname, Venezuela e ilhas do
Caribe (Savioli et al., 1997). Sua transmissao se da pelo contato com agua contaminada com a
forma infectante do parasito, a cercaria, sendo o homem o grande responsavel pela dispersao e
manuten¢do da doenca no meio ambiente e pela sua vasta distribuicdo geografica (Pessoa,
1986).

Trata-se de uma doenca inicialmente assintomatica que pode evoluir para formas
clinicas extremamente graves e levar o paciente ao Obito. A magnitude de sua prevaléncia,
associada a severidade das formas clinicas e a sua evolugdo, conferem a esquistossomose uma
grande relevancia como problema de saude publica (Saude, 2009). Diante da grande
morbidade provocada pela infeccdo por esse parasito, a esquistossomose ¢ uma das dez
doengas tropicais que estdo sob programas de controle da Organizagdo Mundial de Saude.
(Morel, 2000).

No Brasil, apesar da inexisténcia de dados mais recentes, o Programa Especial de
Controle da Esquistossomose (PECE) possivelmente levou a uma redu¢do do percentual de
individuos infectados, mas ndo a redugdo do numero absoluto de individuos infectados, uma
vez que ocorreu um grande crescimento populacional nesse periodo (Katz e Peixoto, 2000).

Contudo, ndo existem no Brasil estudos atualizados que permitam avaliar com
precisdo a atual situacdo da esquistossomose mansonica. Alguns estudos regionais mostram
uma situacdo preocupante ¢ ainda longe da erradicacdo do parasito ou da sua transmissao
(Cutrim et al., 1998; Katz e Peixoto, 2000). Atualmente, a Organizagdo Mundial de Satde
considera que ha no Brasil quase 7 milhdes de infectados e 42 milhdes de pessoas em areas

endémicas (WHO, 2008)

2.2 Schistosoma mansoni e a infeccao

O parasito causador da esquistossomose esta classificado na classe trematoda do filo
Platelmintos. Suas formas adultas habitam os vasos mesentéricos do hospedeiro definitivo e
suas formas intermediarias se desenvolvem em caramujos gastropodes aquaticos do género
Biomphalaria no Brasil. Ao contrario de outros géneros dessa classe taxondmica, o

Schistosoma possui sexos separados e apresenta acentuado dimorfismo sexual. Esses vermes
9



tem vida média de 5 a 10 anos, entretanto existem relatos de individuos que estao fora da area
endémica por mais de 20 anos e que ainda estdo infectados e eliminam ovos (Warren et al.,
1974).

A infeccdo tem inicio quando o individuo se expde a 4gua contaminada onde existem
cercarias que sdo liberadas pelo caramujo infectado. As cercarias, ao encontrarem a pele ou
mucosas do hospedeiro, penetram ativamente, perdem a cauda e se transformam em
esquistossomulos, que entdo atingem a circulacdo sangiiinea e seguem para os pulmdes.
Posteriormente, os esquistossdmulos migram para o sistema porta intra-hepatico onde se
desenvolvem e se transformam em vermes adultos em torno de 30 dias ap6s a infecgdo. Logo
depois, os vermes adultos, machos e fémeas, migram acasalados até a veia mesentérica
inferior onde as fémeas fazem a oviposi¢do de aproximadamente 300 ovos/fémea/dia. Esses
ovos ficam aderidos ao endotélio dos vasos, porém grande parte ¢ carreada pela corrente
circulatoria para espagos intra-hepaticos onde os ovos se tornam alvos da resposta imune
celular do hospedeiro, desenvolvendo uma reagdo granulomatosa tipica (Bogliolo, 1958;
Warren et al., 1967). Aqueles ovos que ficaram aderidos ao endotélio sofrem um processo de
translocacdo por diversas camadas celulares, indo da luz do vaso até a luz intestinal. Esse
processo de migragdo parece estar intimamente ligado a presenca de uma resposta
inflamatoria mediada por eosinodfilos (Lenzi et al., 1987). Durante a migragao, parte dos ovos
fica apreendia na mucosa intestinal, gerando posteriormente granulomas. Os demais sofrem
um processo de amadurecimento e ao alcangarem a luz intestinal sdo eliminados com as fezes,
j& apresentando uma larva ciliada em seu interior, o miracidio. Caso esses ovos alcancem
colecdes de agua doce, as larvas eclodem e migram ativamente em busca do hospedeiro
intermediario, o caramujo do género Biomphalaria.

Os miracidios penetram nos tecidos do molusco, efetuam reprodugdes assexuadas que
posteriormente formarao novo tipo de larva, as cercarias. As cercarias abandonam ativamente
o caramujo ¢ sao capazes de infectar o hospedeiro definitivo: o homem ou alguns outros

pequenos mamiferos (Pessoa, 1987).

2.3 Imunopatologia

Logo apds a penetracao das cercarias, pode ocorrer um quadro de dermatite cercariana,
caracterizado por eritema, edema e prurido. Decorridas trés a sete semanas de exposicao,

podem aparecer os sintomas caracteristicos da esquistossomose aguda, com quadro de febre,
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anorexia, dor abdominal e cefaléia, além da hepatomegalia. Esse quadro, porém, raramente ¢
encontrado em pacientes de area endémica (Bina, 1984).

Com a deposi¢ao dos ovos nos tecidos, a doenga comeca a evoluir para seu estagio
cronico, podendo persistir por varios anos. Nessa fase, varios 6rgdos, principalmente figado,
baco e intestino, sdo afetados, podendo ocorrer graus extremos de danos. Entretanto, as
manifestagdes clinicas variam, dependendo da cepa e intensidade do parasitismo, do sexo,
idade, e estado nutricional do hospedeiro e da resposta imune do individuo a infecgcdo. A
doenca apresenta-se frequentemente sob a forma clinica intestinal, normalmente
assintomatica. No entanto, mesmo nos portadores da forma intestinal podem surgir episdédios
ocasionais de diarréia com dor e desconforto abdominal. A forma hepatoesplénica pode gerar,
além dos sintomas intestinais, hepatomegalia ¢ esplenomegalia (Pessoa, 1986).

A reacdo granulomatosa desencadeada pelos ovos no tecido ¢ a principal causa da
patologia, envolvendo a deposi¢do excessiva de matriz de tecido conectivo, principalmente
com deposicdo de colageno (Wyler et al., 1987). Esse quadro conduz ao aparecimento de
fibrose que pode atingir diferentes graus de intensidade, desencadeando alteracdes hepaticas e
esplénicas (Bassily et al., 1979). Embora o granuloma seja responsavel por danos teciduais,

ele protege o hospedeiro por impedir a dispersdo dos antigenos do ovo (Von, 1964).

2.4 Aresposta imune na esquistossomose

Vérios estudos tém demonstrado que, na esquistossomose mansoni, diversos
mecanismos da resposta imune celular e humoral estdo envolvidos no desenvolvimento e
manuten¢do da patologia ou resisténcia a infec¢ao/reinfeccao.

No estagio inicial da doenga, a liberagdo intravascular de antigenos do tegumento e do
intestino dos parasitos provoca uma reatividade inflamatoria caracterizada pela produgdo de
citocinas do tipo 1, como IL-2 e IFN-y. Observa-se um infiltrado de leucocitos
polimorfonucleares ao redor dos parasitos e nas proximidades dos vasos.

Durante a formacao dos granulomas, os antigenos soluveis do ovo induzem uma
resposta imune de hipersensibilidade retardada resultante da atividade de células T CD4"
ativadas(Mathew e Boros, 1986). Em modelos experimentais, o estagio inicial de formagao do

granuloma envolve a participacdo de moléculas de adesdao, como ICAM-I, induzias por IL-1,
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IFN-y ¢ TNF-a (Dustin et al., 1986). O desenvolvimento do granuloma nesse estagio ¢
predominantemente celular sendo formado principalmente por eosindfilos, macrofagos,
linfocitos, alguns neutrofilos e células gigantes multinucleadas (Weinstock, 1992). A migragio
desses diversos tipos celulares para o sitio de inflamagdo ¢ controlada por varias citocinas e
quimiocinas (Pearce e Macdonald, 2002).

Com o avango da fase postural, ocorre uma alteracdo importante no padrdo de resposta
imune para um perfil do tipo 2 com predominio de citocinas como IL-4 e IL-5 embora a
participagcdo de TNF-o e INF-y sejam de grande importancia para o processo de recrutamento
primario de células (Pearce et al., 1991).

Durante a fase cronica da infec¢do, ocorre a reducdo do volume dos granulomas em
torno dos ovos. Esse processo de “imunomodulacdo” envolve a diminui¢do da resposta
proliferativa aos antigenos do parasita e da produgdo de citocinas do tipo 1. (Andrade, 1964).
A base imunoldgica do fendmeno da imunomodulacao ainda nao esta totalmente esclarecida,
mas varios mecanismos explicativos ja foram sugeridos: a inativacdo de linfocitos Thl
(Stadecker, 1992); a imunomodulagdo por IL-10 (Flores Villanueva et al., 1994; Falcao et
al., 1998); a acao de linfocitos T supressores (Fidel e Boros, 1990); a apoptose de linfocitos
no figado(Carneiro-Santos et al., 2000); ¢ a modulacdo da resposta de células T por
anticorpos anti-idiotipos (Lima et al., 1986; Parra et al., 1988) tem sido propostos.

Em relacdo a patologia no homem, ja se encontra bem estabelecido que a maioria dos
pacientes infectados pelo Schistosoma mansoni, residentes em areas endémicas, desenvolvem
a forma cronica intestinal, mais branda. Varios estudos tém demonstrado que os pacientes
apresentando essa forma clinica desenvolvem mecanismos que estdo envolvidos na
modula¢do da resposta imunoldgica contra a infec¢do. Como mencionado anteriormente,
diversos mecanismos envolvidos nesse controle ja foram descritos, entre eles, a participagao
de células T CD8" (Doughty e Phillips, 1982) e a regulagdo mediada por IL-10 (Araujo et al.,
1996).

As citocinas também tém sido associadas com a susceptibilidade ou resisténcia a
infecg¢des pelo Schistosoma no homem. Na esquistossomose humana urinaria, foi proposto um
possivel mecanismo de supressao de proliferacdo de células T e produgdo de IFN-y através da
inibigdo, por IL-10, da expressdo da molécula co-estimuladora CD80 nas APCs. (King et al.,
1996). O envolvimento de IL-10 na diminuigdo da expressio de CD80 em células

apresentadoras de antigenos também foi demonstrado em modelo murino de infec¢do pelo
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Schistosoma mansoni (Flores Villanueva et al., 1994). Esses dados refor¢am a hipdtese do
papel modulador de IL-10 durante a infecgdo pelo Schistosoma mansoni.

O aumento de IL-5 contribui para a eosinofilia (Sher et al., 1990; Weinstock, 1992), e
a atividade dos eosinoéfilos, através da liberagdo de nitrogénio reativo (NO), peroxido de
hidrogénio, ou pela imobilizagao dos estagios larvais do verme Schistosoma mansoni (Maizels
et al., 2004), ¢ importante no combate a infec¢do por esse parasito. Comparando a produgio
de citocinas entre pacientes resistentes ou susceptiveis a reinfeccdo apds quimioterapia,
Medhat e colaboradores descreveram que individuos resistentes apresentavam maior
freqiiéncia de linfocitos produtores de IL-4 e IL-5, e niveis aumentados dessas citocinas no
sobrenadante de cultura de PBMC reativos aos antigenos de vermes adultos (Medhat et al.,
1998).

As citocinas também atuam como fatores importantes na troca de isotipos,
influenciando na selecdo de classes e subclasses de imunoglobulinas produzidas por células B
(Finkelman et al., 1990). A citocina IL-4 induz as células B a produzirem IgG1 (Snapper e
Paul, 1987) ¢ inibe a secregdo de IgG2a, enquanto IFN-y aumenta a produgdo de IgG2a, mas
inibe IgG1 (Stevens et al., 1988). Ha evidencias de que as classes e subclasses de anticorpos
anti-Schistosoma variam com a idade, a intensidade de infecg¢do e, provavelmente, com a
duragdo da infecg¢do (Dunne et al., 1988). Alguns estudos tem demonstrado que a composigado
de isotipos de anticorpos anti-Schistosoma pode desempenhar uma influéncia marcante na
eficiéncia de mecanismos efetores de citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC)
e, conseqiientemente, na expressdo da imunidade protetora ou da patologia (Dunne et al.,
1993). Dessa forma, a influéncia do perfil de citocinas na produgio de anticorpos em resposta
a preseng¢a do S. mansoni demonstra a importancia do dialogo entre a imunidade celular e
humoral na definicido dos mecanismos de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo e a
patologia causada por este helminto.

Anticorpos dos isotipos IgE e de algumas subclasses de IgG estdo diretamente
envolvidos na morte de esquistossomulos in vitro e in vivo em associa¢do com populagdes de
células efetoras, tais como macrofagos, eosinofilos e plaquetas. Infeccdes experimentais,
utilizando camundongos deficientes em IgE, confirmam a importancia dessa imunoglobulina
para o controle da infeccdo, ja que a carga parasitaria nesses animais ¢ maior (King et al.,

1997).
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3. IMUNO-SENSCENCIA E ESQUISTOSSOMOSE

Algumas caracteristicas epidemiologicas da esquistossomose merecem destaque. Em
diferentes areas endémicas, as curvas de prevaléncia e intensidade de infec¢do em relagdo a
idade apresentam um padrdo comum: ambas aumentam progressivamente nas faixas etarias
mais jovens e declinam ap6s a segunda década de vida. Os individuos de faixas etarias até os
20 anos sdo os que apresentam a maior prevaléncia e as cargas parasitarias mais altas, o que
parece estar relacionado a atividade imunoldgica e aos aspectos comportamentais (Neves,
1995). Dentre os fatores comportamentais, discute-se uma mudanca do padrao de contato com
a agua infestada por cercarias. Alguns trabalhos apontam para um menor contato com aguas
nas faixas etarias mais elevadas, determinando a diminui¢do da infecgdo (Warren, 1973;
Dalton e Pole, 1978). Por outro lado, a queda da prevaléncia com o aumento da idade pode
estar relacionada a mecanismos imunolégicos adquiridos em decorréncia a varias infec¢oes
ocorridas na infancia (Butterworth et al., 1985; Wilkins et al., 1987). Estudos epidemioldgicos
realizados sobre o S. mansoni no Kenya (Sturrock et al., 1983; Butterworth et al., 1985), no
Egito (Colley et al., 1986) ¢ no Brasil (Dessein et al., 1988; Gazzinelli et al., 2001)
demonstram que embora ocorra uma pequena reducdo nos niveis de exposicdo com a idade,
essa ¢ insuficiente para explicar a grande reducdo na intensidade de infec¢do/reinfeccao,

validando a provavel resisténcia adquirida com a idade.

Essa relacdo entre idade e suscetibilidade incentivou esforcos para se elucidar os
mecanismos imunologicos envolvidos na resisténcia ao Schistosoma. Desde 1969, quando
Smithers e Terry introduziram o conceito de imunidade concomitante, inferindo que a
presenca de vermes adultos induz uma imunoprotecdo parcial contra as formas imaturas de S.
mansoni (Smithers e Terry, 1969; Dean, 1983), inimeros estudos foram realizados usando o
modelo murino para tentar se identificar mecanismos envolvidos nessa prote¢ao (Dean,
1983). Ainda assim, a associacdo entre os fatores imunologicos ¢ o desenvolvimento da
resisténcia a reinfecgdo pelo S. mansoni ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Entretanto,
varios mecanismos de morte do parasito ja foram identificados in vitro. Entre eles, a
existéncia de anticorpos letais (Capron et al., 1974; Capron et al., 1977; Correa-Oliveira et
al., 1982); a citotoxidade de eosindfilos e de neutrofilos dependentes de anticorpos (Joseph et
al., 1983); a citotoxidade celular dependente de complemento ¢ a ativagdo de macrofagos

(Capron et al., 1975).
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Curiosamente, alguns relatos mostram que em individuos acima de 60 anos ocorre um
novo aumento na intensidade de infec¢dao (Fulford et al., 1998). Dados recentes do nosso
grupo demonstram que a reatividade imunolédgica frente aos antigenos liberados pelo parasita
¢ influenciada pelo envelhecimento e que dois aspectos sdo importantes na relagdo entre
imuno-senescéncia e a capacidade de protegdo na infec¢do/reinfecgdo cronica por S. mansoni
em humanos: a imunidade inata e a imunoregulacao. Observamos que individuos idosos de
areas endémicas que permanecem negativos para a presenca de ovos nas fezes (sugerindo que
eles ndo se re-infectaram) apresentam uma frequéncia maior de células NK CD56low
(citotdxicas) no sangue periférico quando comparados com individuos idosos infectados ou
com jovens. Além disto, esses individuos idosos negativos apresentam uma frequéncia mais
elevada de células NK, células dendriticas e macréfagos expressando TLR-1 e um percentual
significativamente maior de células NK produtoras de IFN-y. Esses dados sugerem, entdo, que
a imunidade inata pode cumprir um papel importante na protecdo anti-infecciosa nos idosos.
Foi observado ainda que ocorre uma menor produ¢do de IFN-y e maior producdo de IL-4 e de
IL-10 em individuos idosos infectados quando comparados com jovens e idosos de area
endémica ndo infectados. Isto sugere que mecanismos de imunoregulacio estdo preservados,
enquanto a imunidade protetora é deficiente nos idosos infectados. (Speziali et al., 2004;

Comin et al., 2007).

Se a reatividade inflamatéria aos antigenos do parasito parece ser importante na
imunidade adquirida e na prote¢do a reinfec¢do, o fendmeno da imunomodulagdo tem um
papel fundamental na diminui¢do do dano tecidual e sua auséncia estd associada ao
desenvolvimento das formas mais graves da doenca em humanos e camundongos. O estudo
dos efeitos da imuno-senescéncia na esquistossomose envolve necessariamente a abordagem
desses dois aspectos da imunidade na infeccdo. Assim, embora existam evidéncias das
relacdes entre envelhecimento e infeccdo, as correlagdes mais claras entre o processo de
senescéncia e a resposta imunoldgica ligada a protecao e morbidade na esquistossomose ainda
necessitam de maiores estudos.

As pesquisas realizadas com pacientes sdo muito importantes, no entanto, o estudo de
processos infecciosos humanos apresenta limitagdes éticas de investigagdo. O material
bioldgico disponivel para analise geralmente se restringe ao plasma e as células do sangue,
que refletem apenas parcialmente a atividade imunolédgica do organismo. Além disso, em
areas endémicas, a parasitose e o envelhecimento se sobrepdem, impedindo a avaliagdo

fidedigna do efeito da senescéncia sobre a infeccao.
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O modelo murino de infec¢do experimental reproduz em muitos aspectos a patogenia
em humanos. Em camundongos infectados, a imunopatologia também se da pelo pela
formagdo de granulomas induzidos pelos ovos do parasito no figado. Quando a infec¢do
atinge sua fase cronica, também se observa a modulaciao do volume desses granulomas. Além
disso, ja foi demonstrado em camundongos o estabelecimento de resisténcia a reinfec¢des
pelo S. mansoni. Desta forma, o uso do modelo murino permite estudar mais detalhadamente
todas as fases da doenga, a carga parasitaria, a ativagdo inflamatéria em 6rgdos, como o
figado e o baco, além de excluir varidveis que podem influenciar a interpretacdo dos dados,

como os padrdes de contato com a agua, as co-infec¢des e o tratamento da populagdo.
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OBJETIVO

Estudar a influéncia do envelhecimento na reatividade imunoldgica a infeccdo pelo

Schistosoma. mansoni em modelo experimental murino.

Objetivos especificos:

e Comparar a suscetibilidade de camundongos jovens e idosos a infecgdo e reinfec¢ao por

Schistosoma mansoni através de avaliagao da carga parasitaria;

e Quantificar a deposicao de ovos no figado e intestino;

e Caracterizar os perfis fenotipicos das subpopulagdes linfocitarias do baco de

camundongos jovens e idosos, normais e infectados pelo S. mansoni;

e Quantificar a producdo de citocinas produzidas em cultura celular de esplendcitos

estimulados com antigenos do parasito;

e Avaliar a atividade eosinofilica no figado de camundongos jovens e idosos infectados;

e Analisar a influéncia da senescéncia na resposta imune humoral contra o parasito.
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MATERIAIS E METODOS




1. Camundongos

Foram utilizadas fémeas de C57BL/6, obtidas do Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG (CEBIO). Durante todo o experimento, os camundongos jovens (2
meses) e velhos (15 meses de idade) foram mantidos no Biotério do Laboratorio de
Imunobiologia do ICB-UFMG, sob ciclo de luz de 12 horas, alimentados com ra¢do padrdao
para camundongos e agua ad libitum. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica

em Experimentagdo Animal (CETEA) da UFMG (n° de protocolo 117/2007).

2. Infeccao

Foram utilizadas cercarias de S. mansoni da cepa LE, obtidas de caramujos infectados
no Grupo Interdepartamental de Estudos Sobre Esquistossomose (GIDE) do Departamento de
Parasitologia do ICB. Apods a eliminagdo de cercarias pelos caramujos expostos a luz, a
concentracdo de larvas na solug¢do obtida foi determinada pela contagem de aliquotas em lupa
estereoscopica. Foram inoculadas, por via subcutanea, na primoinfec¢do, 20 ou 50 cercérias.

Para a reinfec¢do, foram utilizadas 70 cercarias por via percutanea. Neste método de
infeccdo, os animais foram anestesiados por inje¢cdo intraperitoneal de uma solucdo salina
contendo cloridrato de ketamina (60 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) e, apos raspagem do pelo do
abdomen, foram expostos por 40 minutos a cerca de 250 ul da solugdo cercariana disposta na

cavidade de uma pequena placa plastica perfurada em seu centro (Figuras 3 e 4).

F

Figura 3. Infeccdo de camundongos pelo S. mansoni por
via percuténea. Os animais sdo anestesiados, imobilizados
e as cercarias sdo colocadas sobre o abdomen depilado (A),
através do orificio de uma pequena placa (B). Esta forma de
infecgdo ¢ muitas vezes citada como método do anel.
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Inicio + 8 semanas + 25 dias

Primoinfecgdo Reinfecgdo Sacrificio; Perfusdo
(20 ou 50 cercarias s.c.) (70 cercarias percutanea) Coleta dos orgaos

Controle
ndo-infectado

i Y
> - Reinfectado

Figura 4. Protocolo experimental de infeccdo. Camundongos jovens e velhos foram divididos em 4
grupos experimentais e receberam o tratamento acima descrito.

3. Determinac¢do da carga parasitaria

Para avaliagdo das cargas parasitarias, os animais foram submetidos ao processo de
perfusdo hepatica descrito por (Pellegrino e Siqueira, 1956). Apods o sacrificio por
deslocamento cervical, as cavidades toracica e abdominal foram abertas, a por¢ao final do tubo
digestivo foi ocluida, e a veia porta foi seccionada bem proximo ao figado. Com o auxilio de
uma bomba peristéltica, foi injetada solug¢do salina heparinizada pelo ramo descendente da
artéria aorta do animal, permitindo a saida dos parasitos, que habitavam o interior dos vasos
sanguineos, pela veia porta seccionada. O figado foi também perfundido através da artéria
hepatica, expulsando os vermes localizados nos vasos intra-hepaticos. Todo o liquido resultante
desse processo foi coletado individualmente e, apds decantacdo do material, os parasitos
extraidos foram lavados, e com auxilio de uma lupa, foram contados e tiveram o sexo e a

maturidade determinados (Figura 5).
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Figura 5. Estagios evolutivos de S. mansoni no hospedeiro definitivo Representagdo
esquematica das etapas do desenvolvimento dos esquistossdomulos de pele até a forma adulta acasalada.
(Schistograma). Esta notavel diferenga no tamanho dos vermes adultos (6) e imaturos (1 a 5) foi utilizada
para distingdo de vermes provenientes da primoinfec¢do e da reinfec¢do. Adaptado de (Carvalho, 2008)

4. Quantificacao de ovos de S. mansoni no figado e intestino

Ap6s a perfusado, o figado e os intestino foram retirados, picotados e colocados em tubos
de 15ml contendo solu¢do de KOH 5% a 37 °C até que ndo se observasse a presenca de
fragmentos de tecido. O material resultante da digestdo tecidual foi entdo centrifugado por 1
minuto a 300g. O sobrenadante foi desprezado através de suc¢do por vacuo e foi adicionada
solugdo salina 0,85%. O procedimento de lavagem foi repetido por trés vezes e o material foi
finalmente ressuspendido em 10 ml de solucdo de formol 10 % tamponado até a contagem.
Posteriormente, duas aliquotas de 100ul de cada amostra foram colocadas em laminas, cobertas
com laminula e examinadas ao microscopio Optico para contagem em duplicata. A média dos

valores obtidos foi apresentada como total de ovos por 6rgao.

5. Quantificacao de ovos nas fezes

Amostras de fezes de cada camundongo foram coletadas, pesadas e homogeneizadas em
salina 0,85%. Para conservagdo dos ovos, foi acrescida solu¢do de formol 10% tamponado.
Duas aliquotas de 100ul de cada amostra foram colocadas em lamina, coberta com laminula e
os ovos foram contados em microscopio Optico. Os resultados foram expressos como médias do

numero de ovos por grama de fezes.
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6. Obtencdo do antigeno soluvel do ovo do parasita (SEA)

Os ovos de S. mansoni foram obtidos pela trituragdo, em salina 1,7% a 4°C, de figados
de camundongos SWISS infectados com a cepa LE de S. mansoni. Essa suspensdo foi
homogeneizada cerca de cinco vezes em homogeneizador de tecidos. Esse procedimento foi
repetido até que ndo se detectasse mais ovos inteiros na suspensdo, o que pode ser confirmado
através da analise de parte do material numa lamina ao microscopio 6tico. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 50.000g, durante 1 hora a 4° C, e o sobrenadante foi coletado e
esterilizado. O contetido protéico presente no material foi determinado pelo método de Lowry
(Lowry et al., 1951). Para o ensaio de cultura celular, a solugdo resultante foi diluida em meio

RPMI numa concentracao final de 30 ug de proteina/ml.

7. Obtencdo do antigeno solavel de verme adulto (SWAP)

Vermes adultos perfundidos de camundongos SWISS foram triturados em salina 1,7% a
4°C até a obtengdo de um homogenato. Em seguida, o homogenato é submetido a centrifugagdo
a 50.000g durante 1 hora a 4° C, ¢ o sobrenadante ¢ coletado ¢ esterilizado. A concentragio de
proteinas do extrato antigénico ¢ determinada pelo método de Lowry. Para o ensaio de cultura
celular, a solugdo resultante foi diluida em meio RPMI numa concentrag¢do final de 30 pg de

proteina/ml.

8. Sangrias e obtencdo do soro

Para a obtengdo do soro, os camundongos foram sangrados pelo plexo retro-orbital.
Apbs a coagulagdo do sangue, o soro foi separado através de centrifugacdo das amostras,
durante dez minutos, a 600g. O soro foi entdo armazenado a -20°C para ser utilizado

posteriormente nos ensaios de ELISA.

9. Preparacao de suspensao de células do baco

Apos o sacrificio por deslocamento cervical, o bago de cada animal foi retirado, em

ambiente estéril, e mantido em meio de cultura RPMI completo (GIBCO) em tubos conicos de
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15ml em gelo. Depois de macerado, o material foi centrifugado durante dez minutos a 300g, a
4°C. Ap0s a remog¢do das hemdceas através da lise com agua, as suspensdes celulares foram
novamente centrifugadas durante 10 minutos a 300g, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi ressuspendido em 1 ml de meio RPMI completo. O nimero de células vidveis nessa
suspensao foi estimado contando-se aliquotas misturadas com uma solugdo de eritrocina em
camara de Neubauer. As concentracdes das suspensdes foram entdo ajustadas para 1 x 10’

células/ml.

10. Cultura de células

As células foram distribuidas nas placas de 96 pogos estéreis (Falcon) 1 x 10°
células/pogo e incubadas por 72 horas em estufa umidificada a 37 °C ¢ 5% de CO, com
estimulo de SEA, SWAP (3 ug/pogo), RPMI completo (controle negativo) ou ConA
(0,2ug/poco) (controle positivo). Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C

para posterior dosagem de citocinas.

11. Andlise fenotipica de células através de citometria de fluxo

Em placas de 96 pogos de fundo em U foram colocados 25 pl de suspensdo celular
(2,5x10° células) e 10 pl de anticorpos (em diluigdo previamente padronizada) que se ligam as
moléculas de interesse expressas nas células dos camundongos, conjugados com os
fluorocromos — PE (ficoeritrina), FITC (fluoresceina) ou Cy (CyChrome) (BD Pharmingen).
Foram utilizados os anticorpos IgG2a FITC, IgG2a PE e IgG2a Cy como controles negativos.
As placas foram incubadas a 4 °C durante 30 minutos ¢ entéo lavadas por duas vezes com PBS-
wash, através de centrifugagdo a 300g a 4°C durante 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, vertendo-se as placas e o pellet foi ressuspendido em 200 pl de solugdo fixadora
Macs Facs Fix. As suspensdes celulares foram transferidas para microtubos de leitura e
armazenadas a 4 °C, protegidas de luz. Para a marcagdo da molécula intranuclear foxp3, foi
realizada uma etapa posteriror de permeabiliza¢gdo da membrana da célula com PBS-P
(saponina) e adi¢do do respectivo anticorpo com nova etapa de incubagdo, lavagem e fixagdo.
A aquisi¢dao das amostras foi realizada no citometro de leitura de cinco parametros FACScan

(Becton Dickinson) acoplado a um computador com o software Cell Quest (Becton Dickinson).
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A partir de um grafico que permite identificar o tamanho e a granulosidade das células através
do padrao de dispersao do laser apos a passagem das mesmas (Forward Scatter x Side Scatter),
foi feito um gate na populacao de linfocitos e a partir deste foram gravados 30.000 eventos para
determinagdo dos padrdes de fluorescéncia de cada amostra (Figura 6). Analises posteriores

foram feitas utilizando o software Flow Jo (Tree Star) para determinagdo das populacdes

positivas e negativas para cada marcagao.
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Figura 6. Estratégia utilizada para analise da expressdo de moléculas de interesse nos linfdcitos do
baco. A figura (A) representa um grafico de tamanho (FSC) x granulosidade (SSC) que demonstra o
perfil celular dos esplendcitos, e em destaque a populagdo de linfocitos. A figura (B) representa a
detecgdo de fluorescéncia de FL-2 (CD8-PE) versus FL-3 (CD4-CY) dentro da populagéo de linfécitos.

12. Ensaio imunoenzimatico para medida de anticorpos séricos

especificos

A quantificacdo dos anticorpos especificos totais presentes no soro dos camundongos
foi realizada através da técnica de ELISA. Microplacas de poliestireno de 96 pogos (Nunc)
foram incubadas overnight a 4°C com solugdo de SEA ou SWAP (2 ug/po¢o) em tampao
carbonato pH 9,6. Apds lavagem com salina-Tween 0,05%, as placas foram bloqueadas com
PBS-caseina 0,25% e incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Apds nova lavagem,
foram adicionados os soros dos camundongos em dilui¢do seriada em PBS-caseina (fator de
dilui¢do 0,5), durante uma hora a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas, por
uma hora a 37°C, com uma solug@o de anticorpos de cabra anti-Ig de camundongo conjugados
a peroxidase (Southern Biotechnology). Depois de outra lavagem, a reagdo imunoenzimatica
foi revelada incubando as placas, ao abrigo da luz, com uma solucido contendo 0,2 pl/ml de

H,0, e 0,4 mg/ml de ortofenileno-diamino (OPD) em tampao citrato pH 5, até o
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desenvolvimento de uma coloragao amarelo-escura. A reagdo foi interrompida pela adigao de
20 ul/pogo de uma solugao de acido sulfurico a 2N. A absorbancia (A=492nm) de cada poco foi
obtida no leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).

O valor de cada amostra de soro foi expresso como ELISA* (ELISA-score), obtido
através do somatorio das densidades oOpticas das 4 diluigdes (1/100 a 1/800). Os resultados

expressos nos graficos representam a média de cada grupo experimental = erro padrao.

13. Ensaio imunoenzimatico para medida de isotipos de IgG séricas

especificas

Os isotipos de IgG especifica para SEA e SWAP também foram medidos por ELISA. A
metodologia foi similar ao descrito no item anterior, porém na etapa de adi¢cdo de anticorpos de
cabra anti-Ig de camundongo conjugados a peroxidase, foram utilizados anticorpos de cabra
para detecgdo de cada isotipo (anti-IgG1, anti-IgG2a, anti-IgG2b e anti-IgG3) de camundongo

ligados a peroxidase (Southern Biotechnology).

14. Ensaio imunoenzimatico para medida de IgE sérica total

Para deteccdo dos niveis de IgE sérica total, as placas de 96 pogos foram incubadas
overnight a 4°C com solugdo de com anticorpos de cabra anti-IgE de camundongo (Southern
Biotechnology) diluidos em tampao carbonato pH 9,6. Apo6s lavagem com salina-Tween
0,05%, as placas foram bloqueadas com PBS-caseina 0,25% e incubadas por uma hora a
temperatura ambiente. Apos nova lavagem, os soros foram adicionados e a placa foi mantida
durante duas horas a temperatura ambiente. Foi utilizada como padrao positivo IgE de
camundongo purificada (Southern Biotechnology) e PBS como controle negativo da placa
(branco). Em seguida, adicionou-se solu¢ao do anticorpo de rato anti-IgE de camundongo
marcado com biotina (Southern Biotechnology Associate Inc.) durante uma hora a temperatura
ambiente. As placas foram entdo incubadas com solucdo de estreptavidina conjugada a
peroxidase (Southern Biotechnology) durante uma hora a temperatura ambiente. Depois de
outra lavagem, a rea¢do imunoenzimatica foi revelada incubando as placas, ao abrigo da luz,
com uma solugao contendo 0,2 pl/ml de H,O; e 0,4 mg/ml de OPD em tampao citrato pH 5, até

o desenvolvimento de uma colora¢do amarelo-escura. A reagdo foi interrompida pela adi¢ao de
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20 ul/pogo de uma solugao de acido sulftrico a 2N. A absorbancia (A=492nm) de cada pogo foi
obtida no leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader). Os resultados

foram expressos graficamente como médias da concentragdo de IgE no soro + erro padrao.

15. Ensaio Imunoenzimatico para medida da concentracdo de citocinas

no sobrenadante de cultura celular

As placas foram sensibilizadas com 100ul de solugdao contendo anticorpos monoclonais
purificados reativos contra INF-y, IL-10, IL-4 e IL-5 (BD Pharmingen) diluidos em tampao
carbonato pH 9,6 ¢ mantidas overnigth a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas com
salina-Tween 0,05% e bloqueadas com PBS-caseina por uma hora a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados os sobrenadantes da cultura celular (100ul) e as placas foram
incubadas overnigth a 4°C. Alguns pogos receberam dilui¢des seriadas de cada citocina
purificada com concentracdes conhecidas, para constru¢do de uma curva padrao, a partir da
qual pode ser determinada a concentragcdo de cada amostra. As placas foram novamente lavadas
e entdo incubados por uma hora a temperatura ambiente com 100ul de solugcdo contendo
anticorpos monoclonais de camundongo especificos para INF-y, IL-10, IL-4 e IL-5 (BD
Pharmingen) marcados com biotina em solu¢do de PBS-caseina. Apds nova lavagem, uma
solugdo contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (Southern Biotechnology) foi
adicionada e incubada por 1 hora a temperatura ambiente. Depois de outra lavagem, a reacao
imunoenzimatica foi revelada incubando as placas, ao abrigo da luz, com uma solucdo
contendo 0,2 ul/ml de H,O, e 0,4 mg/ml de OPD em tampdo citrato pH 5, até o
desenvolvimento de uma coloracdo amarelo-escura. A reagdo foi interrompida pela adicio de
20 ul/poco de uma solucdo de acido sulfurico a 2N. A absorbancia (A=492nm) de cada poco foi
obtida no leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader). Os resultados

foram expressos graficamente como médias da concentrac¢do de cada citocina + erro padrao.
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16. Quantificacdo indireta de eosinodfilos pela peroxidase

eosinofilica (EPO):

A quantificacdo dos niveis de peroxidase de eosindfilos foi utilizada como uma maneira
indireta de estimar a eosinofilia no figado. Para tanto, para cada 100 mg de tecido foi
adicionado 1.9 mL de PBS (pH 7.2), em seguida, o tecido foi homogeneizado e centrifugado a
12.000g por 10 minutos e o sobrenadante, desprezado. O precipitado foi submetido a lise
hipotonica por adi¢ao de 1.5 mL de salina 0,2%, seguido pela adi¢do de 1.5 mL de salina 1,6%
e glicose 5%. Em seguida, o material foi centrifugado a 12.000g por 10 minutos, o
sobrenadante novamente desprezado e o precipitado ressuspenso em 1.9 mL de PBS (pH 7.4),
contendo HTAB (Hexadecyl trimethyl ammonium bromide; Sigma) 0,5%. Essa solucdo foi
novamente homogeneizada, o homogenato foi entdo congelado 3 vezes em nitrogénio liquido e
centrifugado a 12.000g por 15 minutos. O sobrenadante foi utilizado para quantificacdo da
peroxidase, por ensaio enzimatico.

O ensaio foi realizado em microplacas de poliestireno de 96 pocos (Nunc), onde cada
poco recebeu 75ul de amostra ou PBS (branco) e 75ul de substrato (4mg de OPD, 2 ul de H,O,
em 10ml de tampao Tris-HCI - 0,075mM pH 8) e quando se desenvolveu uma coloragdo
amarelo-escura a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 50 ul/poco de uma solucdo de acido
sulfirico 2N. A absorbancia (A=492nm) de cada poco foi obtida no leitor de ELISA automatico
(Bio-Rad Model 450 Microplate Reader). Os resultados expressos nos graficos representam a

média de cada grupo experimental + erro padrao.

17. Calculos estatisticos

As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o software Prism 5 (GraphPad
Software). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e posterior teste de
Newman-Keuls, em nivel de significancia = 0,05, para verificar diferencas estatisticas entre os

grupos.

28



RESULTADOS




1. Suscetibilidade a infeccao pelo S. mansoni

Diante dos dados epidemioldgicos de areas endémicas para esquistossomose, que
sugerem uma relagdo entre intensidade de infec¢do e idade, torna-se necessario esclarecer de
que forma o envelhecimento influencia a suscetibilidade a infec¢do. Como nessas areas a
parasitose e o envelhecimento se sobrepdem, uma conclusdo definitiva sobre o efeito da
senescéncia sobre a infeccdo demanda o uso do modelo murino que, além de excluir variaveis
como padrdes de contato com a dgua, co-infecgdes e até mesmo tratamento, permite quantificar
a carga parasitaria diretamente, ¢ ndo apenas pela contagem de ovos nas fezes que ¢ uma
medida indireta da parasitemia.

Neste estudo, utilizamos camundongos fémeas de 2 meses de idade, que sdo adultos
jovens, e camundongos de 15 meses de idade, que sdo fémeas senis, visto que nessa idade as
alteracdes caracteristicas da imunosenescéncia ja sdo marcantes.

Os animais foram submetidos a um protocolo de infec¢do (Figura 4) para avaliar a
suscetibilidade tanto a infec¢do quanto a reinfec¢do pelo S. mansoni. Inicialmente trabalhamos
com a dose de infeccao de 20 cercarias para a primoinfec¢do, na tentativa de simular uma carga
mais natural, € que ndo resultasse na morte precoce dos animais. Apds 8 semanas de infecgao,
os animais foram submetidos a uma nova exposicao cercariana, para avaliar se haveria relacao
entre a aquisicdo de imunidade e a idade dos animais. Os resultados apresentados na tabela |
mostram que ndo houve diferenca na suscetibilidade a infec¢@o entre os grupos jovem e velho,
pois a média de vermes recuperada da infeccdo inicial (vermes adultos) ndo foi diferente. Além
disso, nenhum dos grupos desenvolveu resisténcia a uma nova infec¢ao visto que a média de
vermes imaturos recuperados dos animais reinfectados ndo foi inferior a do grupo controle
reinfeccdo. Isto pode ser claramente visualizado pela andlise da porcentagem de redugdo de
vermes imaturos que foi muito pequena ou negativa.

A auséncia de resisténcia a reinfec¢do nos causou surpresa, visto que a “imunidade
concomitante” ja ¢ bem descrita na literatura e j4 foi testada e comprovada por diversas
metodologias e autores (Dean, 1983). Entretanto, um trabalho de Colley e Freeman mostra que
algumas linhagens de camundongo requerem uma carga imunizante maior para se desenvolver

resisténcia a reinfecgdo, e este ¢ o caso dos camundongos C57BL/6 (Colley e Freeman, 1980).
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Tabela |
Carga parasitaria de vermes adultos e imaturos determinada apds perfuséao.

Vermes recuperados (% + EP)

Adultos Imaturos % leerenga
Grupo (n) . ~ . . reducdo
Primoinfeccao Reinfeccao imaturos Estatistica
(20 cercérias) (70 cercérias)
Controle ~
primoinfec¢do(7) 48208 - - nao
Jovem Cc')ntrole~ 133+21
reinfeccdo (7) - 15% nao
Reinfectado (4) 47+18 11.3+4.1
Controle ~
primoinfeccao(4) 4tl2 - - nao
Velho Cc')ntrole~ 1043 + 1.9
reinfec¢do (6) - 7% ndo
Reinfectado (4) 3.7+0.3 11.3+3.2

Dados representam a média + EP do numero total de vermes.

% reducdo =CR —R ; R =média vermes imaturos do grupo Reinfectado;
R CR = média vermes imaturos do grupo Controle reinfecgao

Diante disso, resolvemos entdo aumentar a dose da primoinfec¢do, utilizando 50
cercarias ao invés de somente 20. Os animais foram infectados por via subcutanea e, antes da
reinfeccdo, foi feita a contagem de ovos nas fezes para se confirmar a infec¢do e estimar a

oviposi¢do nessa fase.

3000+

2000+

1000+

Ovos/g de fezes

JOVEM ! VELHO

Figura 7. Avaliacdo do numero de ovos/lg de fezes dos animais 8 semanas apds a
primoinfeccdo com 50 cercérias de S mansoni. Oito semanas apos a infec¢do, amostras de fezes
foram coletadas e o niumero de ovos de S. mansoni foi estimado. As barras representam a média +
erro padrdo do nimero de ovos/g de fezes de cada camundongo do grupo, n=8.
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Vinte e cinco dias apds a reinfeccdo os animais foram perfundidos e, como demonstrado
na Tabela Il, mais uma vez nao houve diferenga na recuperagdo de vermes adultos, o que ja
podia ser atestado na 8* semana p.i. devido a similaridade na taxa de elimina¢do de ovos nas
fezes (Figura 7). Contudo houve reducdo na recuperagdao de vermes imaturos, indicando a

aquisi¢do de resisténcia a reinfeccdo em ambos 0s grupos.

Tabela Il
Carga parasitaria de vermes adultos e imaturos determinada apds perfuséo

Vermes recuperados (x = EP)

Adultos Imaturos % Diferenga
Grupo o . reducéo
Primoinfecg¢io Reinfecgdo imaturos  estatistica
(50 cercarias) (70 cercarias)
Controle x
primoinfec¢ao(6) 121+23 - - nao
Jovem C(.)ntrole~ 131+ 21
reinfecgio (8) - 79% sim
Reinfectado (7) 16 +29 28+0.7
Controle 142431 B - nao
primoinfecc¢ao(5)
Velho C(.)ntrole~ 139+ 1.4
reinfec¢do (8) - 78% sim
Reinfectado (4) 165+2.2 3+0.3

Dados representam a média + EP do niimero total de vermes.

% redugdo =CR —R ; R =média vermes imaturos do grupo Reinfectado;
R CR = média vermes imaturos do grupo Controle reinfec¢ao

A quantidade de ovos encontrados no figado e intestino de animais jovens e velhos
infectados com 20 (Tabela Ill) ou 50 cercarias (Tabela 1V) ndo foi diferente (grupos controle
primoinfec¢do). A reinfeccdo também nao alterou a deposicao de ovos nos tecidos em nenhuma
das faixas etarias.

Nao foi observada perda de peso na oitava semana de infec¢do comparando-se os
animais jovens e velhos aos seus respectivos controles ndo-infectados (Figura 8). Ja a
mortalidade, neste estudo, ¢ um parametro de dificil interpretacdo, pois os animais velhos
controles ndo-infectados também morrem no decorrer do experimento, e torna-se dificil

dissociar-se a morte “natural” por envelhecimento do dbito causada pela doenca.
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Tabela Il

Numero de ovos no figado e intestino apds 12 semanas de infec¢do (20 cercarias)

Ovos recuperados (x + EP) Diferenca
Grupo (n) . .
Figado Intestino Estatistica
Controle 27780 £4430 5010+ 2143
Jovem primoinfec¢do(7)
Reinfectado (4) 42160 + 4853 4240 + 1537 3
nao
Controle 36390 £ 5389 5420+ 2320
Velho primoinfec¢io(4)
Reinfectado (4) 33720 + 5886 5300 + 2094

Dados representam a média + EP do niimero total de ovos/orgao.

Tabela IV
Numero de ovos no figado e intestino ap6s 12 semanas de infeccéo (50 cercarias)
Ovos recuperados (x + EP) Diferenca
Grupo () Figado Intestino Estatistica
Controle 221250419280 25119+ 6215
Jovem  primoinfecgdo(7)
Reinfectado (4) 230307 + 38359 29035 + 3923 3
nao
Controle 231167+ 19833 23023 + 7560
Velho  Pprimoinfeccdo(4)
Reinfectado (4) 177625 + 26177 19760 + 4392

Dados representam a média + EP do numero total de ovos/oérgao.

401
2 35-
[ b p
S 304
g o= =
0
& 15+

10 T

JOVEM VELHO
[ Controle néo-infectado [ Infectado (8 semanas)

Figura 8. Avaliacdo do peso corporal dos animais 8 semanas apos a primoinfeccdo com 50
cercarias de S mansoni. O peso dos animais infectados foi comparado com o0s respectivos
controles ndo-infectados. Graficos mostram a mediana (barra horizontal), distancia interquartilica
(caixa), valor méximo e minimo (barras verticais) do peso corporal dos camundongos. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos, n=8.
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2. Resposta imune humoral a infeccao

Os relatos da literatura sobre o declinio da fungdo de células B em idosos (Weng, 2006)
e sobre a relagdo entre idade, intensidade de infeccdo e as classes e subclasses de anticorpos
anti-Schistosoma (Dunne et al., 1988), estimularam a investigacdo da resposta imune humoral
no nosso modelo de reinfec¢ao.

A medida de imunoglobulinas por ELISA demonstra que camundongos velhos normais
possuem maior titulo de IgE sérica total e que, ao contrdrio do jovens, a infeccdo ndo

desencadeia aumento nos niveis deste isotipo (Figura 9).

IgE
6-
c bc

T b b
£ - T r
2

21 =

0 !

JOVEM VELHO
[ Controle ndo infectado [ Controle reinfecgio I Reinfectado

Figura 9 Niveis de IgE total em camundongos jovens e velhos. Imunoglobulinas IgE foram dosados,
por ELISA, no soro de camundongos jovens e velhos controles ¢ infectados pelo S. mansoni. As
barras representam a média + erro padrdo dos valores obtidos para cada camundongo do grupo.
Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas entre os grupos, (n =4 a 7).

Avaliando os anticorpos especificos para antigenos do parasito (SEA e SWAP), vimos
que jovens e velhos produzem niveis maiores comparados aos respectivos controles da
reinfeccdo. Entretanto, quando comparados velhos e jovens, verificamos que os primeiros
possuem titulos mais baixos de anti-SEA e anti-SWAP do que os jovens apos a reinfeccao

(Figura 10).
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Figura 10 Produgdo de anticorpos especificos para antigenos do parasito. Anticorpos
especificos para SEA (A) e SWAP (B) foram dosados, por ELISA, no soro de camundongos jovens
e velhos infectados. As barras representam a média + erro padrao dos valores obtidos para cada
camundongo do grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos,(n=4 a7).

Esse resultado e a existéncia de evidéncias de que a composi¢do de isotipos de

anticorpos anti-Schistosoma pode desempenhar uma influéncia marcante na expressdo da

imunidade protetora ou na patologia (Dunne et al., 1993) nos induziu a verificar as subclasses

de IgG envolvidas na resposta a reinfeccao.
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Figura 11 Niveis de isotipos de igG anti-SEA e anti-SWAP em camundongos jovens e velhos
infectados com S. mansoni. Isotipos dos anticorpos IgG especificos para SEA (A) e SWAP (B)
foram dosados, por ELISA, no soro de camundongos jovens e velhos infectados pelo S. mansoni.
As barras representam a média = erro padrdo dos valores obtidos para cada camundongo do
grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos, (n =4 a?7).

Com relacao aos anticorpos anti-SEA, com excec¢do do isotipo 1gG2a, jovens e velhos
reinfectados produzem niveis maiores comparados aos respectivos controles da reinfecgao.
Porém, tanto IgG1 quanto IgG2b e IgG3 sdo mais abundantes nos jovens reinfectados que nos
velhos reinfectados (Figura 11a).

Para os antigenos do verme adulto (SWAP), o mesmo resultado pode ser observado na
Figura 11b, com exce¢do da maior produ¢dao também de IgG2a, mas apenas nos jovens

reinfectados, comparados aos respectivos controles.
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3. Resposta imune celular a infeccao

A imunosenescéncia ¢ caracterizada por uma alteracdo no perfil das células T
periféricas e pelo padrdo alterado de ativacdo e de producdo de citocinas, principalmente frente
a estimulos, como imunizagoes ¢ infecgoes.

Avaliamos a frequéncia de alguns tipos celulares que estdo alterados na
imunosenescéncia e que poderiam estar envolvidos na ativagdo frente a infeccdo pelo S.
mansoni.

As figuras 12-15 evidenciam que o padrdo de reatividade a infeccdo ¢ diferente entre
jovens e velhos. Pela analise da figura 12, vimos que ha redugdo na frequéncia de células T
CD4", mas ndo de CDS", no baco de camundongos jovens e velhos infectados. A populagio de
células B1 no bago, que ¢ caracterizada pela expressao de CDS, ndo sofreu alteracdo entre os
grupos. J4 a frequéncia de linfocitos B2 mostrou-se aumentada nos velhos reinfectados quando

comparados ao controle ndo-infectado.
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Figura 12. Frequéncia de linfocitos T e B em camundongos jovens e velhos infectados com S.
mansoni. Esplendcitos foram incubados com anticorpos ligados a fluorocromos para deteccdo da
expressdo de marcadores de superficie por citometria de fluxo. As barras representam a média + erro
padrdo da frequéncia de cada tipo celular em relagdo ao ndmero total de linfdcitos. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas entre os grupos, (n=4a7).
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A figura 13 mostra que animais velhos normais apresentam menor porcentagem de
células virgens, caracterizadas pela expressando da molécula de adesao CD62L, que jovens
normais. A reinfec¢do leva a uma diminui¢do na frequéncia dessas células em ambos os
grupos. A frequéncia de tais células ¢ também menor nos velhos reinfectados que nos
jovens reinfectados. Quando avaliamos as células com perfil de ativagdo e memoria, vemos
um padrdo que se repete para linfocitos CD4 CD62L-; CD44" e CD69". Os velhos normais
j& apresentam aumento na frequéncia de células expressando essas moléculas, quando

comparado aos jovens normais, mas a reinfec¢do ndo aumenta a frequéncia destas células,

como ocorre nos camundongos jovens.
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Figura 13. Frequéncia de linfocitos T virgens e ativados em camundongos jovens e velhos
infectados com S. mansoni. Esplendcitos foram incubados com anticorpos ligados a fluorocromos para
deteccéo da expressdo de marcadores de superficie por citometria de fluxo. As barras representam a média
+ erro padrdo da frequéncia de cada tipo celular em relagdo ao ndmero total de linfécitos. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticas entre os grupos, (n =4 a7).
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Recentemente, surgiu um grande interesse pelo estudo do papel das células reguladoras
em diversos processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo infecgdes por parasitos (Wohlfert e
Belkaid, 2008). Comin e colaboradores identificaram que uma frequéncia aumentada nas Tregs
(células T CD4°CD25'foxP3" e CD4'LAP") estd associada a maior suscetibilidade a
esquistossomose em individuos idosos de areas endémica (Comin et al., 2008). No nosso
estudo, nota-se uma diminui¢ao de Tregs no baco de animais jovens infectados, mas em velhos

infectados a frequéncia permanece inalterada com a infec¢do (Figural4).
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Figura 14. Frequéncia de linfocitos T reguladores no bago de camundongos jovens e velhos
infectados com S. mansoni. Esplendcitos foram incubados com anticorpos ligados a fluorocromos
para deteccdo da expressdo de moléculas por citometria de fluxo. As barras representam a média
+ erro padrdo da frequéncia de células em relagdo ao nimero total de linfdcitos. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas entre os grupos, (n =4 a 7).

As células NK e NKT, que podem ser identificadas pela expressdo de CD49, tem sido
consideradas como populagdes que tem sua atividade conservada durante a senescéncia. Além
disso, existem relatos na literatura de um possivel papel dessas populagdes no curso da infecgdo
pelo S. mansoni (Mallevaey et al., 2007). Diante disso, resolvemos avaliar a frequéncia dessas
células no nosso modelo experimental de reinfec¢ao.

A proporgdo de células NKT (CD3'CD49") ndo variou entre os grupos, porém
verificamos uma maior frequéncia de células NK (CD3°CD49") no bago de velhos normais,

quando comparados aos velhos reinfectados e aos grupos de jovens (Figura 15).
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Figura 15. Frequéncia de células NK e NKT no bago de camundongos jovens e velhos
controles e infectados com S. mansoni. Esplendcitos foram incubados com anticorpos ligados a
fluorocromos para deteccéo da expressdo de CD3 e CD49 na superficie celular por citometria de
fluxo. Barras representam a méedia + erro padrao da frequéncia de cada tipo celular em relacéo ao
ndmero total de linfocitos.Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre grupos(n =4a7).

4. Producao de citocinas

As citocinas sdo componentes cruciais da resposta imune na esquistossomose. O
balango destes mediadores muitas vezes ¢ fundamental na determinacdo do estabelecimento da
imunidade protetora ou suscetibilidade e no controle ou exacerbagdo da patologia durante a
infec¢dao. Por esse motivo, foram medidos os niveis das principais citocinas envolvidas nesse
processo, que sao a IL-4, a IL-5, o IFN-y e a IL-10.

Primeiramente, avaliamos o perfil de producédo de citocinas apds estimulo in vitro
de esplendcitos com o antigeno SWAP. Nao foi detectada diferenga na concentrag¢do de IL-10
no sobrenadante da cultura celular. Os velhos reinfectados apresentaram menor concentragao
de IL-4, enquanto que os jovens reinfectados produziram niveis mais altos de IL-5 que o grupo
jovem controle. A produc¢do de IFN-y foi maior nos grupos controle-reinfec¢do, quando

comparados com os reinfectados, tendo os jovens niveis mais altos que os velhos (Figura 16).
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Figura 16. Perfil de producéo de citocinas ap6s estimulo in vitro de esplendcitos com SWAP.
As células esplénicas foram incubadas por 72h com estimulo de SWAP e, do sobrenadante dessa
cultura, foram medidos os niveis de citocinas por ELISA. As barras representam a média da
concentracdo + erro padrédo de cada grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre
os grupos, (n=4a7).
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5. Atividade eosinofilica

A literatura destaca uma estreita associa¢do entre atividade eosinofilica e a resposta a

infecgdes helminticas. Diversos estudos ja demonstraram o papel dessa célula em mecanismos

de morte do S. mansoni.

A peroxidase eosinofilica (EPO) ¢ uma enzima com atividade citotdxica e que pode

indicar indiretamente a atividade dessas células em tecidos. Com o intuito de associar a

participagdo de eosinofilos no processo inflamatorio hepético e na resisténcia a reinfec¢ao, a

EPO foi medida em extratos do figado de camundongos jovens e velhos normais e infectados.

Os niveis de EPO aumentaram nos grupos reinfectados, sem diferencga entre as idades.

No entanto, em camundongos recentemente infectados (controle-reinfec¢do), a atividade

eosinofilica no figado ja se apresentava aumentada nos animais jovens, mas ndo nos velhos.

(Figura 17)
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Figura 17 Quantificacdo indireta de eosindfilos pela peroxidase eosinofilica (EPO). A
atividade de EPO foi quantificada no figado de camundongos jovens e velhos controles e
infectados com S. mansoni. Barras representam a média + erro padrdo dos valores obtidos para

cada camundongo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre grupos (n=4a 7).
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DISCUSSAO




Durante o envelhecimento, o sistema imune torna-se menos eficiente em proteger o
organismo de infecgdes patogénicas devido a complexas mudangas coletivamente
denominadas imunosenescéncia. Essa condi¢do, em algumas situagdes, contribui para a
morbidade e a mortalidade associadas a infec¢des. A senescéncia se acompanha de um
aumento na incidéncia ou na reativacao de doengas infecciosas assim como na suscetibilidade
a doencas auto-imunes e cancer (Pawelec et al., 2002).

Virios trabalhos relatam modificagdes no desenvolvimento de doengas parasitarias ao
longo do processo de envelhecimento no que diz respeito a sua gravidade e intensidade
(Haswell-Elkins et al., 1991; Ndhlovu et al., 1996; Kightlinger et al., 1998).

A diminuicdo da prevaléncia e intensidade de infeccdo com o avancar da idade em
areas endémicas para esquistossomose sugere a existéncia de mecanismos de aquisi¢do de
imunidade devido ao estimulo antigénico cronico. Contudo, varios aspectos dessa relagdo sao
questionados na literatura, podendo-se destacar possiveis diferencas na frequéncia de contato
com a agua (Warren, 1973), e até mesmo diferengas nas taxas de penetragdo das cercarias
devido a modificagoes da densidade dérmica (Lewert e Mandlowitz, 1963).

Neste trabalho, procuramos esclarecer se a senescéncia altera a suscetibilidade a
infecg¢do e reinfecgdo por Schistosoma mansoni. Os resultados aqui apresentados eliminam a
hipdtese de que as alteragdes na constituicdo da pele dos animais velhos influenciam na
infectividade das cercérias, pois a suscetibilidade de camundongos jovens e idosos a
primoinfec¢do, determinada pela média de esquistossdmulos que alcangaram o figado apos a
infeccao percutanea, nao foi diferente em jovens e velhos.

A literatura disponibiliza uma vasta cole¢do de estudos que buscam esclarecer o
fenomeno da imunidade concomitante na esquistossomose. Diversos achados experimentais
mostram que a presenga de vermes adultos induz uma resposta imunoprotetora contra as
formas imaturas do verme. Neste contexto, ¢ importante considerar a migracdo € o
desenvolvimento do parasito no hospedeiro definitivo.

No camundongo, a penetracdo das cercarias se d4& em 20 minutos, no maximo, € os
esquistossomulos permanecem na pele por quatro a cinco dias. No sexto dia apds a infecgdo, a
maior parte dos esquistossdmulos ja se encontra nos pulmdes, tendo migrado pela circulagao
sanguinea. Em torno do 20° dia, quase todos os vermes remanescentes ja se encontram nos
vasos intra-hepaticos e nesse local ocorrera a copula e maturagdo em adultos. Um més apos a

penetragdo das cercarias, os vermes acasalados ja aparecem nos vasos mesentéricos € pouco
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tempo depois ja se detectam ovos nas fezes do hospedeiro (Carvalho, 2008). Durante essa
longa jornada até seu habitat final, os parasitos encontram barreiras fisicas e a imunidade
protetora do hospedeiro, o que ocasiona a morte de muitos dos vermes que haviam penetrado
em seu organismo. Os fendmenos envolvidos nesse mecanismo de protecdo anti-infecciosa
até hoje ndo sdo totalmente esclarecidos e sdo coletivamente chamados de “fases de atrito”. A
eliminacdo dos vermes e o sitio onde ocorre depende da exposi¢ao prévia do hospedeiro ao
parasito, podendo entdo se manifestar a imunidade adquirida a reinfeccgao.

A linhagem do hospedeiro e do parasito, o intervalo entre a primeira e a segunda
exposicdo e a carga parasitiria da infec¢do inicial sdo varidveis que influenciam o
desenvolvimento da imunidade a reinfec¢do em camundongos (Dean, 1983).

O C57BL/6 ¢ uma linhagem que requer uma carga parasitaria maior para se tornar
parcialmente resistente a novas infecgoes (Colley e Freeman, 1980). Por isso, neste estudo, a
carga parasitaria decorrente da infeccdo com 20 cercarias (cerca de 4 vermes) nao foi capaz de
desencadear mecanismos de imunidade protetora nos animais. J& a infec¢do com 50 cercarias,
que levou a uma carga média de 15 vermes, induziu a redug@o no estabelecimento de novos
vermes tanto em animais jovens quanto em velhos.

Uma corrente na literatura defende que essa aparente imunidade observada em animais
previamente expostos se deve a desvios vasculares na circulacdo porta-hepatica, causados por
alteragdes patologicas da propria infecgdo. Segundo essa hipdtese, vermes imaturos de uma
segunda infec¢do teriam dificuldade em localizar os vasos da circulagdo porta-hepatica e
acabariam sendo levados pelo fluxo sanguineo, através de varizes, até locais inapropriados
para seu desenvolvimento. Esta seria, portanto, uma “resisténcia anatdmica” nao relacionada a
imunidade (Wilson et al., 1983).

Todavia, o fato de que a transferéncia de soro de animais infectados, a injecdo
intravenosa de ovos do parasito, ¢ até mesmo a transferéncia de casais de vermes adultos
diretamente para as veias mesentéricas leva a certa resisténcia a reinfec¢do reforcam a
hipdtese de que ocorre a participacdo de mecanismos da imunidade na geragdo de resisténcia.
Além disso, Gerken e Mota-Santos demonstraram que a pele ¢ também um sitio de eliminagado
de esquistossdmulos por meio da degranulagdo de mastécitos em animais reinfectados, o que
ndo se relaciona as citadas alteragdes vasculares hepaticas (Gerken e Da Mota-Santos, 1987).

Como em nossos experimentos a senescéncia ndao modificou a capacidade de
eliminagdo de esquistossomulos numa segunda exposi¢do, alguns mecanismos possivelmente

envolvidos na imunidade concomitante, como a ativagdo de mastocitos, eosinofilos ¢
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neutréfilos, que podem atuar nos diferentes “sitios de atrito” ao parasito, devem estar
preservados em camundongos velhos.

Recentemente, as causas e implicacdes da imunidade concomitante passaram a ser
examinadas sob uma perspectiva evolutiva (Brown e Grenfell, 2001), segundo a qual uma
possivel vantagem para os vermes adultos (e, presumivelmente, para as cercarias que se
tornardo adultas) seria a manipulacdo da resposta imunologica de seus hospedeiros,
prevenindo as futuras infecgdes por outras cercarias e assim previndo a competicdo pela
copula ou por microambientes preferenciais no hospedeiro. Entretanto, essa visdo ¢€
excessivamente determinista do ponto de vista bioldgico além de tratar o sistema imune como
mero coadjuvante da interagdo parasito-hospedeiro.

Estudos utilizando camundongos velhos demonstraram que hd mudancas significativas
na selecdo do repertorio, maturacdo de afinidade e atividade de imunoglobulinas na
senescéncia (Song et al., 1997). A diminuigdo de progenitores de linfocitos B na medula e
concomitante acumulo de células de memoria levam ao comprometimento da diversidade
clonal, podendo resultar em deficiéncia na qualidade da resposta humoral (Weng, 2006).

A resposta imune humoral a infeccdo pelo Schistosoma sofre modificagdes na
senescéncia. Assim como em estudos anteriores do nosso grupo (Foschetti, 2007),
detectamos niveis mais altos de IgE em animais velhos normais quando comparados com os
jovens. De forma interessante, os niveis de IgE ndo se alteram apos a infec¢do nos velhos,
diferentemente do que ocorre nos jovens infectados, em que possivelmente a producdo de IgE
especifica para antigenos do verme seja responsavel pela elevacdo dos niveis dessa
imunoglobulina.

A resposta de anticorpos especificos para SEA e SWAP ¢ menor em animais velhos
reinfectados do que em jovens reinfectados, o que pode estar relacionado com relatos de
Eaton e colaboradores mostrando que, em camundongos velhos, ocorre redugdo na atividade
auxiliar de linfocitos T CD4 pela queda de expressao de CD40L, molécula envolvida na
interagdo de células T e B e relacionada a ativag@o e indugdo da troca de isotipo (Eaton et al.,
2004).

Em humanos, tem sido proposto que um balango entre IgE e IgG4 define o grau de
resisténcia frente a infec¢ao. Esses isotipos possuem efeitos antagonicos, uma vez que IgG4
compete como um anticorpo bloqueador para a fungdo protetora mediada por IgE (Jiz et al.,

2009). Acredita-se que anticorpos IgE estdo diretamente envolvidos na morte de
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esquistossomulos, in vitro, em associagdo com populagdes de células efetoras, tais como
macrofagos, eosindfilos e plaquetas (Capron et al., 1977; Joseph et al., 1983).

Entretanto, em camundongos, essa relagdo entre o papel de cada isotipo na protecao
anti-helmintica ndo ¢ tdo clara. Nossos resultados ndo permitem sugerir o papel de cada
isotipo na resposta a reinfec¢do, pois com exce¢do de IgG2a, ha um grande aumento na
producdo de todos IgGs nos animais reinfectados. Porém, os velhos reinfectados, mais uma
vez, produziram niveis mais baixos de anticorpos especificos quando comparados com os
jovens reinfectados. A menor produ¢do de anticorpos parasito-especificos aqui observadas
corrobora os dados de Speziali e colaboradores que mostram que apesar dos niveis totais de
imunoglobulinas séricas no soro e a frequéncia de células produtoras de anticorpos no bago e
na medula estarem aumentados em camundongos velhos, a producdo de anticorpos
especificos apds desafio com um antigeno solivel estd reduzida quando comparada aos
animais jovens (Speziali et al., 2009). Portanto, a menor frequéncia de células virgens e o
acumulo de linfocitos T ativados podem representar uma barreira para novas interacdes €
desenvolvimento de resposta imune a novos antigenos.

O bago ¢ o maior 6rgdo linféide interposto entre a circulagdo sistémica e a portal,
apresenta-se como um importante sitio de resposta aos antigenos circulantes, sendo um 6rgao
onde ocorre a proliferagao de linfocitos e a maturagcdo de mondcitos (Tischendorf, 1985).
Juntamente com o figado, o bago ¢ um dos orgaos diretamente afetados pela esquistossomose.
Avaliamos, nesse orgdo, as freqiiéncias de diferentes populacdes linfocitarias e o perfil de
reatividade dessas células.

Mecanismos imunolégicos de remodelagem durante o processo de imuno-senescéncia
podem contribuir para a resisténcia a infec¢do em individuos idosos. Dados recentes do nosso
grupo mostram, por exemplo, que a redugdo na freqliéncia e atividade de células T
reguladoras (CD4'CD25 FoxP3" ¢ CD4'LAP") e o aumento na freqiiéncia e atividade de
células da imunidade inata, como as células NK CD56low, estdo associados a auséncia de
infec¢do por S. mansoni em idosos de area endémica (Comin et al, 2008). Os resultados aqui
apresentados mostram que a frequéncia de células Treg nos camundongos jovens infectados
esta diminuida, enquanto que, nos velhos normais, hd uma maior porcentagem de células NK
(CD3'CD49"). Esses perfis distintos de reatividade reforcam a hipotese da imunosenescéncia
como um processo de remodelagem funcional e ndo um mero declinio funcional do sistema

imune.
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Tem sido descrito que células NK estdo envolvidas na maturagao dos linfocitos B, na
secre¢do de imunoglobulinas e na mudanga de isotipo independente de linfocitos T (Blanca et
al., 2001). Segundo Colonna-Romano e colaboradores, ha um aumento na producdo de
imunoglobulinas e de células NK durante a senescéncia, sugerindo a participacdo dessas
células na regulag¢ao da produgdo de anticorpos em idosos (Colonna-Romano et al., 2003). No
nosso modelo, os altos niveis de IgE obervados nos velhos normais podem ter sido
estimulados pelo aumento da secrecdo de IL-4 por células NK presentes no bago. A
sinalizacdo via IL-4 ¢ um dos fatores responsaveis pela mudanga de classe para IgE nos
linfécitos B (Jeannin et al., 1998).

A respeito das células T, os resultados confirmam dados da literatura que descrevem
diminui¢do na frequéncia de células virgens e aumento de linfocitos T ativados e de memoria
em velhos normais. Camundongos jovens reinfectados apresentaram um tipico aumento na
frequéncia de células T ativadas enquanto os animais velhos, que ja possuiam uma maior
proporcao de linfocitos ativados nao alteraram a frequéncia dessas células ap6s a reinfecgao.

Esses resultados estdo intimamente associados a um recente trabalho do nosso grupo
onde demonstramos que animais jovens e velhos infectados possuem nimero equivalente de
granulomas hepaticos e carga parasitaria similar. Entretanto, granulomas de camundongos
jovens sdo maiores na fase aguda e sofrem redugdo no seu volume durante a fase cronica. Por
outro lado, os granulomas de animais velhos sdo menores que os de jovens na fase aguda e
ndo modificam de tamanho com a passagem para fase cronica. Além disto, esse trabalho
também mostra que os linfocitos T e B ativados sdo predominantes no figado de animais
velhos e esse padrao ndo se altera com a infec¢do. A producdo de citocinas IL-10, IFN-g e IL-
4 tao se mostra mais elevada nos camundongos velhos ndo infectados e a infec¢do ndo altera
esse padrdo. Assim, nos camundongos jovens, observamos a formagdo da reagdo
granulomatosa na fase aguda com aumento de linfécitos T ativados e produgdo de citocinas
inflamatérias no figado seguida de imuno-modulacdo tanto das células, dos mediadors
inflamatorios e do proprio granuloma na fase cronica. Os camundongos velhos, ao contrario,
desenvolverm uma reduzida resposta inflamatoria aos ovos de S. mansoni na fase aguda e
mantem essa menor resposta ao longo da fase cronica. (Speziali E , 2010).

Devido ao fato dos linfocitos de camundongos velhos estarem constitutivamente
ativados, ¢ provavel que respostas inflamatérias a novos antigenos sejam inibidas por

encontrarem o sistema imune altamente populado por células efetoras.
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No estagio inicial da infec¢do pelo Schistosoma mansoni, observa-se uma reatividade
caracterizada pela producdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a ¢ IFN-y. Com a
evolugdo para a fase cronica, ocorre uma alteragdo importante no padrao de resposta imune
para um perfil do tipo 2 com predominio de citocinas como IL-4 e IL-5. Quando avaliamos o
perfil de sintese de citocinas por esplenodcitos de camundongos jovens estimulados por
SWAP, percebemos essa tipica polarizagdo de resposta ja bem descrita na literatura. Na fase
inicial da infec¢do (grupo controle-reinfec¢do) ha uma alta produg¢do de IFN-y enquanto o
nivel de IL-5 est4 baixo. Porém, com o progresso da infec¢ao (grupo reinfectado) o padro se
inverte, e a IL-5 se eleva. Contudo, os animais velhos ndo seguem esse padrao de evolugdo
da resposta imune inflamatoéria. Na fase inicial da infec¢ao, os velhos produzem menos IFN-y
quando comparado ao grupo jovem correspondente, e mais IL-4 do que na fase mais tardia da
infeccdo. Esse diferente padrao de producdo de citocinas pode também estar associado com a
auséncia do processo de imunomodulagao que relatamos nos velhos (Speziali E. , 2010).

Na esquistossomose o papel da IL-4 ja foi bastante explorado. Trabalhos mostram que
o tratamento com anti-IL-4 leva a uma diminuicdo da fibrose hepdatica apesar de pouca
interferéncia no tamanho dos granulomas nesse 6rgao (Cheever et al., 1994; Eltoum et al.,
1995). Entretanto, a adigdo exdgena dessa citocina leva a um aumento do tamanho dos
granulomas hepaticos (Yamashita e Boros, 1992). Portanto, os niveis reduzidos de IL-4
podem também ser responsaveis pelo tamanho moderado do granuloma nos animais velhos.

Outro componente inflamatério importante do granuloma esquistossomotico e da
resposta sistémica a infecgdo por S. mansoni sdao os ecosinéfilos. Essas células podem
representar 40-50% da composicdo do infiltrado inflamatorio que compde o granuloma
esquistossomotico. Assim, torna-se importante avaliar o papel dessa populacdo celular na
formacdo do granuloma no jovem e no velho. A quantificagdo da peroxidase eosinofilica no
figado (parametro indireto de avaliacdo da presenca de eosinofilos no 6rgdo) ndo revelou
diferencas na participagdo de eosinofilos na atividade inflamatdéria durante a fase mais
avangada de infeccdo (grupo reinfectado). Entretanto, na fase inicial da infec¢do (grupo
controle-reinfeccdo) os jovens tiveram maior atividade desta enzima, sugerindo que a chegada
dos vermes aos vasos hepaticos pode causar maior inflamagao nesses animais.

Confirmando os dados anteriormente encontrados na analise da resposta inflamatoria
de camundongos C57Bl/6 infectados com S. mansoni, mostramos, nesse estudo, que
camundongos C57BL/6 infectados pelo mesmo parasito apresentam dindmica de formacdo de

granulomas e de resposta imune sistémica alterada.
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A resposta inflamatoria reduzida em camundongos velhos pode estar associada ao
estado de ativagao cronico do sistema imune dos animais velhos que os torna refratarios a
estimulagdo por novos antigenos e, no caso da infec¢do por S. mansoni, diminui a polarizagido
de citocinas durante a fase aguda e cronica de infeccdo. Diante de um quadro em que a
resposta imune ¢ a principal responsavel pela patogénese, um estado de maior “tolerancia” a
infeccao pode representar uma vantagem adaptativa.

A menor reatividade apresentada pelos velhos poderia ser responsavel pela perda de
imunidade protetora, porém nossos dados mostram que esses animais sdo capazes de
desenvolver a imunidade concomitante. Mecanismos da imunidade inata, que ndo foram aqui
avaliados e mostram-se preservados durante a senescéncia, podem estar envolvidos na morte
dos esquistossomulos em animais imunes.

Pretendemos, posteriormente, esclarecer quais os elementos celulares e estruturais
responsaveis pela redugdo na resposta granulomatosa gerada pelos ovos do parasito no figado
de animais velhos e também identificar se a senescéncia altera os sitios e fatores envolvidos

na eliminagdo de vermes em uma reinfec¢ao pelo Schistosoma mansoni.
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CONCLUSAO




Nossos dados sugerem que o envelhecimento estd associado a uma resposta inflamatoria
diminuida aos antigenos do parasito em camundongos C57BL/6, resultando em titulos

mais baixos de anticorpos especificos.

Apesar de apresentarem resposta imune humoral especifica diminuida, os animais velhos
sdo igualmente susceptiveis a infecgdo por S. mansoni ¢ também sdo capazes de gerar uma

resposta imune protetora frente a uma reinfecgao.

r

Na linhagem C57BL/6, o envelhecimento ¢ caracterizado por um aumento nos niveis

basais de IgE, porém com reatividade a novos antigenos reduzida.

Camundongos velhos apresentam linfocitos constitutivamente ativados e a infec¢ao pelo S.

mansoni altera mais sutilmente a atividade do seu sistema imune.

Possivelmente, a menor polarizagao de citocinas durante a fase aguda e cronica de infec¢do
em camundongos velhos contribui para a alteragdo da dindmica de formagao/involugdo de

granulomas.
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