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Resumo

No Brasil a esquistossomose atinge cerca de 2,5 milhdes de pessoas, sendo uma das principais
helmintoses no pais. A grande maioria dos pacientes infectados pelo Schistosoma mansoni
desenvolve a forma clinica intestinal da doenga e muitos estudos demonstram, “in vitro’’, que,
na fase cronica da infec¢do, ocorre o predominio de uma resposta imunolédgica do tipo 2 ,
sendo a intensidade de infec¢do um fator que influencia neste perfil de resposta. Entretanto,
poucos sdo os estudos relacionados com a avaliagdo da influéncia da intensidade de infec¢ao
sobre o perfil geral de resposta imunolédgica dos pacientes portadores da fase cronica intestinal
da esquistossomose mansoni. Neste estudo, avaliamos a influéncia da intensidade de infec¢ao
pelo Schistosoma mansoni sobre o perfil dos marcadores imunoldgicos da resposta celular:
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y, TNF-a, eotaxina e o nimero de eosindfilos; assim como sobre
os marcadores da resposta humoral: IgG4 e IgE, especificos contra antigenos do ovo (SEA) e
do verme adulto (SWAP), em pacientes portadores da forma clinica intestinal da
esquistossomose mansoni, residentes em area endémica para a doenga, situada na comunidade
de Virgem das Gragas, no municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais, Brasil. Em relagao
a resposta celular, nossos resultados sugerem que, na forma clinica intestinal da doenga,
ocorre 0 predominio de uma resposta do tipo 2, com aumento nos niveis de IL-5, IL-10,
eosinodfilos e eotaxina, estando a modulacao da resposta imunoldgica relacionada com a
produgdo de IL-10. Estes elementos estdo sob influéncia da intensidade de infec¢do.Em
relagdo a resposta humoral, nossos dados sugerem uma alteragdo no balango IgE/IgG4,
especificos contra SEA e SWAP, com aumento nos niveis de I[gG4 e diminui¢do nos niveis de
IgE. Nossos resultados sugerem ainda que este balango pode estar sob influéncia de IL-10, em

um contexto dependente da intensidade de infecgao.



Abstract

Schistosomiasis affects approximately 2,5 million people in Brazil, being one of main
parasitic helminthes in this country. The majority of the S. mansoni-infected individuals
develop the intestinal clinical form of disease and many studies demonstrate, "in vitro ", that,
in the chronic phase of infection, occurs predominantly a type 2 immune response, being the
infection intensity one of the factors that influence this response. However, few studies have
evaluated the relationship between infection intensity and the immune response profile of
patients with intestinal chronic schistosomiasis mansoni. Thus, we evaluated the influence of
the intensity of infection with S. mansoni on the immunologic markers of the cellular
response: 1L-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y, TNF-a, eotaxin and eosinophils; and markers of the
humoral response: 1gG4 and IgE, against antigens of the egg (SEA) and adult worm (SWAP),
in patients with intestinal clinical chronic schistosomiasis mansoni, residents in endemic area
of Virgem das Gragas, Ponto dos Volantes municipality, Minas Gerais, Brazil. As for the
cellular response, our results suggest that, in intestinal clinical form of the disease, there is a
predominance of a type 2 response, with an increase in the levels of IL-5, IL-10, eosinophils
and eotaxin, being the immune response modulation related with IL-10 production and that
these factors are influenced by infection intensity. As for the humoral response, our data
suggest that, in the intestinal clinical form, occurs a change in IgE/IgG4 rate, specific against
SEA and SWAP, with an increase in the levels of IgG4 and reduction in the levels of IgE. Our
results suggest that these changes can be influenced by IL-10, in a context dependent on the

infection intensity.
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1 INTRODUCAO

1.1. A Esquistossomose mansoni

A esquistossomose humana é uma doenga parasitaria cronica que atinge cerca de 200
milhdes de pessoas no mundo (WHO, 1998). Ela ¢ causada por uma das cinco espécies de
trematddeos do género Schistosoma: Schistosoma haematobium Bilharz, 1953; S. japonicum
Katzurada,1904; S. mansoni Sambon,1907; S. intercalatum Fisher,1934; S. mekongi Voge et
al., 1978. No Brasil, esta infec¢ao ¢ causada pelo parasita Schistosoma mansoni ¢ atinge cerca
de 2,5 milhdes de pessoas, em uma area endémica que cobre 19 estados, correspondendo a 26
milhdes de pessoas sob risco de infec¢cdo (Funasa, 1999).

O processo de infecgdo pelo S. masnoni se inicia com a penetracao ativa, pela pele ou
mucosas, das cercarias. Estas se transformam em esquistossomulos através de modificagdes
bioquimicas e fisioldgicas, que permitem a sua sobrevivéncia nas condi¢des fisioldgicas do
individuo (Stirewalt et al., 1963; Gazzinelli et al., 1973; Howells et al., 1974; Ramalho-Pinto
et al., 1975; Oliveira et al., 1975). Os esquistossdomulos sdo levados, passivamente, até¢ os
pulmdes pelo sistema circulatdrio sangiiineo ou linfatico (Miller & Wilson, 1978), de onde
migram para o sistema porta intra-hepatico. Ali, os vermes adultos vivem acasalados, com a
fémea alojada no canal ginecéforo do macho. Os vermes pareados migram até as veias
mesentéricas inferiores, onde as fémeas iniciam a postura dos ovos (Alisson et al., 1974).
Estes seguem vias distintas: enquanto que, aproximadamente a metade atravessa a parede do
intestino e € eliminada com as fezes, a outra metade ¢ drenada para o figado, instalando-se
nos ramos intra-hepaticos mais finos da veia porta, onde os ovos se tornam alvos da resposta
imune celular do hospedeiro, desenvolvendo uma rea¢do granulomatosa tipica em torno dos
mesmos (Warren, 1967, Bogliolo, 1959). Os ovos eliminados com as fezes que forem
langados em colegdes hidricas eclodem, estimulados pela temperatura (28°C), luz intensa e
oxigenagao da 4gua, e liberam larvas ciliadas denominadas miracideos (Neves, 1995). Estes
miracideos penetram no manto do molusco aquatico do género Biomphalaria transformando-
se em esporocistos que, por poliembrionia e expansdo clonal, originam larvas de cauda
bifurcada denominadas cercarias, que poderao penetrar na pele ou mucosa do hospedeiro

vertebrado, fechando o seu ciclo biolégico (Neves, 1995).
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Logo apds a penetracdo das cercérias, pode ocorrer um quadro de dermatite
cercariana, caracterizado por dermatite urticariforme com eritema, edema e prurido.
Decorridas trés a sete semanas de exposi¢do, podem aparecer os sintomas caracteristicos da
esquistossomose aguda com quadro de febre, anorexia, dor abdominal e cefaléia, além da
hepatomegalia, sendo que esta fase raramente é encontrada em pessoas residentes em area
endémica (Bina & Prata, 1984). Com a deposi¢do dos ovos nos tecidos inicia-se a
cronificagdo da doenga, podendo persistir por varios anos. Nesta fase, podem surgir sinais de
progressdo para varios 6rgdos, principalmente figado, baco e intestino, chegando a atingir
graus extremos de gravidade. As manifestagdes clinicas variam, dependendo da localizagao e
intensidade do parasitismo, da capacidade de resposta do individuo a infec¢do ou ao
tratamento. A doenca pode apresentar-se sob a forma clinica intestinal, a mais freqiiente, na
qual a maioria dos pacientes ¢ assintomadtica, mas podem surgir episddios ocasionais de
diarréia com dor e desconforto abdominal; e sob a forma hepatointestinal, que além dos
sintomas intestinais apresentam também hepatomegalia e esplenomegalia (Pessoa & Martins,
1986; Bina, 1981). Cerca de 5% dos pacientes portadores da esquistossomose apresentam os
sintomas mais graves da doenga, sendo a reagdo granulomatosa, resultante da resposta
imunoldgica celular a presenga dos ovos vivos nos tecidos, o principal fator desencadeador da
patologia, envolvendo a deposicdo excessiva de matriz do tecido conectivo, principalmente
com deposicdo de colageno (Wyler et al., 1987). Embora a reacdo granulomatosa seja
responsavel pelos danos causados ao tecido, ela parece proteger o hospedeiro das
conseqiiéncias patologicas da infeccdo, seqiiestrando os antigenos dos ovos (Litchemberg,
1964), em particular, uma hepatotoxina (Bryan et al., 1979, Dunne et al., 1981). H4, também,
evidéncias de que o granuloma sirva como veiculo para o ovo, auxiliando na sua
transferéncia, através do tecido, para a luz intestinal, onde ele poderia alcangar o meio
ambiente (Doenhoff et al., 1986). No entanto, esse quadro de reagcdo granulomatosa conduz ao
aparecimento de fibrose, que pode atingir diferentes graus de intensidade, desencadeando
alteracdes hepaticas e esplénicas. O curso natural da fibrose periportal ¢ lento e a maioria dos
pacientes desenvolve uma forma clinica denominada hepatoesplénica compensada, onde os
testes para avaliagdo da fungdo hepatica apresentam apenas pequenas anormalidades (Mousa
et al.,, 1967). Contudo, alguns individuos desenvolvem a forma clinica hepatoesplénica
descompensada, forma mais grave da doenga, caracterizada por hipertensdo portal com
esplenomegalia, varizes esofagianas hemorragicas, acompanhada de ascite e com provas de

avaliagdo hepatica significativamente alteradas. O bago se mostra aumentado, devido a
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hipertrofia reticuloendotelial e congestdo venosa portal. O o6rgdo torna-se endurecido,
fibrético e sua superficie se mostra escurecida com foliculos hipertrofiados apresentando
infartos focais e hemorragias trabeculares, levando a formagao de nddulos fibrosideroticos. O
hiperisplenismo caracteristico pode ser o resultado de todo o processo (Bogliolo, 1959;
Bassily et al, 1979).

Algumas consideragdes bdsicas sobre as caracteristicas epidemiologicas da
esquistossomose nos permitem conhecer como evoluiu a relagdo parasita-hospedeiro, através
do processo de selegdo natural. Elas sdo necessdrias para compreendermos a extensdo da
adaptacdo deste helminto em seu hospedeiro definitivo, e a relevancia da interagdo entre este
parasita e a resposta imune do homem.

As consideragdes mais relevantes sdo: em area endémica, a maioria das infec¢des €
adquirida na infancia e persiste por varios anos; o verme adulto pode sobreviver no
hospedeiro por um periodo de 20 a 30 anos, embora a sobrevivéncia média, varie de 5-10
anos (Warren et al., 1974); as infec¢des sdo mantidas nos individuos cronicamente infectados
através de constantes reinfec¢des; a imunomodulag@o, que diminui a rea¢do granulomatosa ao
redor dos ovos nos tecidos, reduz o nivel de patologia e favorece a sobrevida do parasita; o
verme adulto ndo replica dentro do hospedeiro definitivo, portanto, o nimero de ovos que eles
produzem ¢ dependente do numero de vermes adultos maduros dentro do hospedeiro; a
distribuicdo dos vermes ¢ ampla, mas irregular, ou seja, poucos individuos apresentam
infeccdo macica e doenga grave; os vermes adultos ndo residem no limen do intestino, como
a maioria dos outros parasitas metazodrios, mas dentro dos vasos sangiiineos. O Schistosoma
tem o homem como seu principal reservatorio, embora tenha capacidade de infectar outros
hospedeiros. Considerando estas restricdes no ciclo de vida do parasita, ¢ o fato de que a
maioria dos ovos nao ¢ eliminada em ambiente adequado (dguas contendo caramujos), a
sobrevivéncia do parasita requer uma alta e continua producdo de ovos para assegurar a
continuidade do ciclo.

Estas observagdes demonstram que ha uma estabilidade na relagdo parasita-
hospedeiro, € que essa se desenvolve para permitir uma longa sobrevivéncia do parasita com o
minimo de conseqiiéncias para o hospedeiro, sendo crucial nesse processo a interagdo entre
este parasita e a resposta imune do homem.

Outro aspecto interessante nessa endemia sdo as curvas de prevaléncia e intensidade

de infeccdo em relacdo a idade, em diferentes areas endémicas. Estas duas curvas apresentam
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um padrdo comum, ou seja, elas aumentam progressivamente nas faixas etdrias mais jovens,
seguidas por um declinio apds a segunda década de vida.

As faixas etérias até os 20 anos sdo as que apresentam a maior prevaléncia e as cargas
parasitarias mais altas, o que parece estar relacionado ao sistema imunologico e aos aspectos
comportamentais (Neves, 1995). Dentre os fatores comportamentais, observa-se uma
mudanga do padrdao de contato com a agua infestada por cercarias. Este padrao decresce com
a idade, sendo, portanto, um fator que poderia estar determinando a diminuig¢do da infec¢ao
nas faixas etdrias mais elevadas (Warren, 1973; Dalton & Pole, 1978). Contudo, a queda da
prevaléncia com o aumento da idade pode estar relacionado a mecanismos imunolégicos
adquiridos em decorréncia a varias infecgdes ocorridas na infancia (Butterworth et al., 1985a ;
Wilkins et al., 1987).

Virios estudos foram realizados para o S. mansoni no Kenya (Sturrock et al., 1983 e
1987; Butterworth et al., 1984, 1985a, 1988), no Egito (Colley et al., 1986a) e no Brasil
(Dessein et al., 1988, Gazzinelli et al, 2001, Bethony et al, 2001), e para o S. haematobium no
Gambia (Hagan et al., 1987; Wilkins et al., 1987) na tentativa de elucidar a questdo da
imunidade versus exposi¢do a infeccdo. Em todos estes trabalhos, hd um consenso de que,
embora ocorra uma pequena reducdo nos niveis de exposi¢do com a idade, essa € insuficiente
para explicar a grande redug@o que ocorre na intensidade de infec¢do/reinfeccao, cuja causa €
atribuida a resisténcia adquirida com a idade.

Conseqlientemente, esforcos tém sido realizados no sentido de elucidar os possiveis
mecanismos imunoldgicos envolvidos na resisténcia ao Schistosoma. Varios mecanismos de
morte do parasita in vitro ja foram identificados. Entre eles, a existéncia de anticorpos letais
(Capron et al., 1974; Capron et al., 1977; Correa-Oliveira et al., 1982); a citotoxidade de
eosinodfilos e de neutréfilos dependentes de anticorpos (Joseph et al., 1983); a citotoxidade
celular dependente de complemento (Capron et al., 1974) e a ativacdo de macrofagos (Capron
etal., 1975).

Pode-se afirmar com certa seguranca, que hd uma associacdo entre os mecanismos
imunoldgicos ¢ o desenvolvimento da resisténcia a infec¢do e reinfecg¢do pelo S. mansoni. No
entanto, até o momento nao se pode provar se esta associagdo ¢ causal. Os mecanismos
envolvidos nessa imunidade ainda ndo sdo bem conhecidos, mas certamente envolvem as
respostas imunologicas celular e humoral.

Assim, frente ao grande nimero de pacientes portadores da forma clinica intestinal da

esquistossomose mansoni no Brasil ¢ no mundo, bem como, a existéncia de lacunas na
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compreensdo da resposta imunolodgica, torna-se clara a necessidade do desenvolvimento de
estudos que visem auxiliar na compreensdo da relacdo entre a resposta imunologica e a

infec¢do pelo S. mansoni.

1.2. A resposta imunoldgica celular

Viérios estudos tém demonstrado que na esquistossomose mansoni diversos
mecanismos, dentre eles a resposta celular e humoral do hospedeiro vertebrado, estdo
envolvidos no desenvolvimento e manutengdo da patologia ou resisténcia a
infecc¢ao/reinfeccao.

No que se refere a resposta imunoldgica celular, ela pode ser diferenciada em trés
fases. A primeira abrange o periodo de trés a cinco semanas apos a infec¢do, sendo
caracterizada pela exposi¢ao do hospedeiro as cercarias e aos esquistossomulos que migram
pelos tecidos (Cheever et al., 2000). Nesta fase, a resposta imunologica predominante € a do
tipo Thl, observando-se a presenga de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
produzindo grandes quantidades do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e das interleucinas
1 (IL-1) e 6 (IL-6) (De Jesus et al., 2002). A medida que essas formas imaturas se
desenvolvem, copulam e produzem ovos, apds cinco a seis semanas de infec¢do, ocorre uma
alteracdo consideravel na resposta imunologica. A resposta imunologica que era
predominantemente Thl ¢ substituida pelo predominio da resposta Th2, induzida
principalmente por antigenos do ovo do Schistosoma mansoni. A entdo predominante resposta
Th2 ¢ a responsavel pela modulagdo da producdo e das fungdes efetoras dos mediadores pro-
inflamatorios (Cheever et al.,, 2000). Durante a fase cronica da infeccdo, a resposta
inflamatoria ao redor dos ovos diminui devido a modulagdo da resposta imunologica mediada
principalmente pela interleucina-10 (IL-10), que desempenha um papel crucial durante este
processo de modulacdo (Araujo et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Montenegro et al., 1999).

A patologia esquistossomoética ¢ desencadeada principalmente pelos granulomas,
formados em fungdo da reacdo imunoldgica em resposta aos ovos retidos nos tecidos do
hospedeiro. Os antigenos soliveis do ovo induzem essa reagdo granulomatosa por meio do
desencadeamento de uma resposta imunoldgica de hipersensibilidade retardada mediada por
células T CD4+ ativadas (Mathew & Boros, 1986). Em modelos experimentais, o estagio

inicial de formac¢do do granuloma envolve a participagdo de moléculas de adesdo,
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principalmente entre a molécula de adesdo celular-1 (ICAM-I) e o seu receptor, denominado
antigeno funcional de leucécitos-1 (LFA-1) (Ritter & Mckerrow, 1996). O aumento da
expressdo de ICAM-I ¢ induzido por IL-1, interferon gama (IFN-y) ou TNF-a (Dustin et al.,
1986). Logo TNF-a e IFN-y participam da ativagao de linfécitos e, conseqlientemente, na
formacao dos granulomas.

Posteriormente, os linfécitos T CD4+ ativados secretam citocinas que promovem a
formagdo e a regulacio do granuloma (Weinstock & Blum, 1987). Em modelos
experimentais, as citocinas mais abundantes sao a interleucina-2 (IL-2) e a interleucina—4 (IL-
4) (Yamashita & Boros, 1992). Nesta fase, o granuloma ¢ predominantemente celular,
formado principalmente por eosindfilos, macrofagos, linfocitos, alguns neutrofilos e células
gigantes multinucleadas (Raso & Neves, 1965; Weinstock, 1992), sendo as migragdes desses
diversos tipos celulares, para o sitio de inflamagdo, controladas por citocinas e também
quimiocinas (Boros, 1989; Pearce & Macdonald, 2002).

Na segunda fase de formagdo do granuloma, onde o seu didmetro ¢ maior, hd um
predominio das citocinas IL-4 e IL-5 (Chensue et al., 1993). IL-4 desempenha um papel
regulador na formagdo do granuloma (Yamashita & Boros, 1992), enquanto 1L-5 aumenta o
recrutamento de eosinofilos e a proliferacdo e diferenciagdo de células B (Weinstock, 1992;
Sher et al., 1990). A resposta imunolédgica frente aos ovos de Schistosoma mansoni resulta,
portanto, na formacdo de granulomas hepaticos e intestinais que podem desencadear um
quadro de fibrose nesses tecidos.

Apbs a fase aguda da doenca, o granuloma diminui de tamanho, resultante da reducdo
da inflamag¢ao ao redor dos ovos, sendo esse processo denominado modulagdo (Andrade &
Warren, 1964). Provavelmente, essa modulagdo da resposta imunologica e a
hipossensibilidade aos antigenos do ovo ocorrem devido a modulacao de células T (Stadecker
& Flores-Villaneuva, 1992; Falcdo et al., 1998). Nesse contexto, tem sido demonstrado que a
IL-10 desempenha um papel importante nessa imunomodulacdo (Flores-Villanueva et al.,
1993).

Em relagdo a patologia no homem, ja se encontra bem estabelecido que a maioria dos
pacientes infectados pelo Schistosoma mansoni, residentes em areas endémicas para a
esquistossomose, desenvolvem uma forma cronica denominada intestinal. Varios estudos tém
demonstrado que os pacientes apresentando essa forma clinica desenvolvem mecanismos que
estdo envolvidos na modulagdo da resposta imunoldgica contra a infecgdo. Diversos

mecanismos envolvidos nesse controle ja foram descritos, sendo que, dentre eles, podemos
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citar a modulagdo da resposta de células T por anticorpos anti-idiotipos (Lima et al., 1986;
Parra et al., 1991), a participacdo de células T CD8+ (Doughty et al 1982) e a regulacdo
mediada por IL-10 (Aratjo et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Montenegro et al., 1999). A
modulagdo da resposta imunoldgica durante a fase cronica da esquistossomose reduz
drasticamente a resposta do tipo Thl, passando a existir o predominio de uma resposta
imunoldgica do tipo Th2, prevalecendo, portanto, as citocinas relacionadas a esse tipo de
resposta, como IL-5 e IL-10, bem como a eosinofilia e a produgdo de anticorpos (Colley,
1975; Pearce & Macdonald, 2002). Os eosindfilos sdo leucocitos capazes de matar, por
exemplo, através de potente ataque com nitrogénio reativo (NO) e intermediarios de oxigénio,
como o peroxido de hidrogénio (Maizels & Yazdanbakhsh, 2003), ou imobilizar os estagios
larvais do verme Schistosoma mansoni (McLaren, 1980) sendo, portanto, importantes no
combate a infec¢do por este parasita. Esse aumento de eosindfilos estd relacionado com a
citocina IL-5 uma vez que ela aumenta o recrutamento dessas células (Weinstock, 1992; Sher
etal., 1990).

As quimiocinas produzidas durante processos inflamatoérios sdo determinantes da
extensdo, do tipo e da duracdo do processo migratorio de células para o tecido, sendo a
regulacdo celular da expressdo dos receptores destas moléculas um fato importante no
processo de migracdo (Sallusto et al., 2000). Estudos in vitro envolvendo a quimiocina
eotaxina demonstraram que ela é uma molécula ativadora e quimioatraente de eosinofilos
(Kita & Gleich, 1996; Jose et al., 1994). Teixeira (1998) em trabalhos realizados em modelos
murinos demonstraram que as quimiocinas eotaxina ¢ MIP-1a induziram um significativo
aumento no recrutamento de eosindfilos, sendo a eotaxina significativamente mais efetiva
que MIP-1a nesse recrutamento. O receptor humano para a eotaxina, CCR3, é expresso em
eosinofilos, basofilos (Forssmann et al., 1997; Uguccioni et al., 1997), e em células do tipo
Th2 (Sallusto et al., 1997). E concebivel que, como parte de suas diferentes capacidades
efetoras, células Th2 e Thl expressem diferentes conjuntos de receptores de quimiocinas,
permitindo-as a migrarem sob condi¢des diferentes (Sallusto et al., 1998).

Estudos sobre a regulacdo da producao de citocinas do tipo Th2 em camundongos
infectados pelo Schistosoma mansoni, demonstraram que a produc¢do de ovos pelos vermes
adultos € o principal estimulo para a indu¢ao de uma potente resposta das citocinas IL-4, IL-5
e IL-13 (Wynn et al., 1993). Outros autores (Grzych et al., 1991) demonstraram, também em
modelos murinos, que a presenga dos ovos era o principal estimulo para o desenvolvimento

de uma resposta Th2. O desenvolvimento dessa resposta Th2 é responsavel pela modulagdo
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do padrdo de resposta imunologica do tipo Thl (Pearce et al., 1991), bem como pela
modulagdo da producdo e das funcgdes efetoras dos mediadores pro-inflamatdrios
caracteristicos da fase aguda da doenga (Cheever et al., 2000), como TNF-q, IL-1 ¢ IL-6 (De
Jesus et al., 2002).

Dados da literatura indicam que a IL-10, ao atuar sobre a resposta Th1 e desvia-la para
Th2, se opoe a sintese de IFN-y e IL-2, que sdo importantes para a proliferacdo de células T e
a ativacdo de macrofagos. A inibicdo da sintese dessas citocinas pela IL-10 parece ser
indireta, ou seja, ela agiria sobre as células apresentadoras de antigenos (APC), especialmente
monoécitos e macrofagos, inibindo a expressio de  moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal do tipo II (MHC classe II) e co-estimulatorias como B7-2, o
que resultaria na auséncia, ou diminui¢do, da apresenta¢do dos antigenos e, por conseguinte,
falta de ativagdo celular e auséncia na producdo de IL-2 e IFN-y (Fiorentino et al., 1989;
Moore et al., 1990; Fiorentino et al., 1991). Dados obtidos em humanos (Waal-Malefyt et al.,
1991) também sugerem que a IL-10 exerce atividade anti-proliferativa sobre células do tipo
Thl, através da inibicdo da expressao de moléculas de MHC classe Il em mondcitos,
suprimindo, por exemplo, a produgdo de IL-12 pelos macréfagos (Fiorentino et al., 1991).
Um outro mecanismo relacionado a inibig¢ao da sintese de IFN-y por IL-10 é que esta citocina
¢ capaz de inibir a sintese de IFN-y pelas células “Natural Killers” (NK), mecanismo essencial
para a derivagdo da resposta imunoldgica para o tipo Thl (Kos & Engleman, 1996).

Em humanos, a deteccdo de altos niveis de IL-10 estd correlacionada com o
desenvolvimento de formas menos graves de esquistossomoses (Aratjo et al., 1996;
Malaquias et al., 1997) e da filariose (King et al., 1993; Mahanty et al., 1995). Em modelos
murinos, a auséncia desta citocina foi correlacionada com aumento de fibrose hepatica e
esplenomegalia (Bosshardt et al., 1997). Em contra partida, altos niveis de TNF-a e IFN-y e
baixos niveis de IL-5 estdo associados com a forma clinica hepatoesplénica da
esquistossomose mansoni humana (Mwatha et al., 1997).

O efeito da intensidade de infec¢do pelo Schistosoma mansoni sobre a producdo de
IFN-y, IL-10 e IL-13 por células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de individuos
residentes em drea endémica para o Schistosoma mansoni foi avaliado por Silveira e
colaboradores (2004). Estes autores observaram que os niveis de IFN-y produzidos por
PBMCs estimuladas com SEA diminuem gradualmente com o aumento da intensidade de
infeccdo, e que esta intensidade de infeccdo ¢ decisiva para a producgdo de IL-10 e dominancia

de uma resposta imunolégica Th2. Estes autores ndo encontraram diferenca estatisticamente
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significativa nos niveis de IL-13 entre o grupo de pacientes ovo-negativo € o grupo de
pacientes com exame parasitologico de fezes positivo para S. mansoni.

Grzych et al. (1991) demonstraram, em modelo murino, que a presenga dos ovos foi o
principal estimulo para o desenvolvimento de uma resposta Th2, o que também sugere a
influéncia da intensidade de infec¢ao no estabelecimento de uma resposta predominantemente
Th2.

As citocinas também tém sido associadas, em alguns trabalhos, com a susceptibilidade
e a resisténcia a infec¢des pelo Schistosoma no homem. Um estudo longitudinal realizado
com alunos colegiais no Gabdo sugeriu o envolvimento da citocina IL-10 como fator de risco
para a reinfec¢do pelo S. haematobium, uma vez que as criangas com maior risco de
reinfeccdo foram aquelas que apresentaram os niveis mais altos de IL-10 especifica contra
antigenos do ovo do parasita (van den Biggealaar et al., 2002). Estes altos niveis de IL-10
devem provocar uma diminui¢do mais vigorosa na resposta Thl nestas criancas quando
comparadas com as que produziram niveis menores desta citocina. Dessa forma, a menor
capacidade de montar uma resposta protetora Thl contra a invasdo cercariana pode resultar
em um maior risco de reinfec¢cdo. Contudo, a falha em uma via imunologica de protegao,
mediada por IL-10, ainda ndo esta esclarecida (van den Biggealaar et al., 2002).

Na esquistossomose humana urinaria, King et al., 1996 propuseram um possivel
mecanismo de supressdo de proliferacdo de células T e de produc¢do de IFN-y por IL-10
através da diminui¢ao da expressdo da molécula co-estimuladora B7 (King et al., 1996). O
envolvimento de IL-10 na diminui¢do da expressdo da molécula B7 em células apresentadoras
de antigenos também foi demonstrado em modelo murino infectado com Schistosoma
mansoni (Flores-Villanueva et al, 1994). Estes fatos reforcam o papel modulador de IL-10
durante a infec¢ao pelo Schistosoma mansoni.

Outro estudo longitudinal, realizado no Quénia, investigou a resposta mediada por
células em dois grupos de individuos: um de 9 a 13 anos e outro de 14 a 35 anos. A resposta
blastogénica e a producao de citocinas (IL2, ILS, IL4, IFN-y ¢ TNF-a) foram medidas antes ¢
apds o tratamento. Ambos grupos se reinfectaram depois do tratamento, porém com
intensidades diferentes. O grupo mais jovem apresentou intensidade de infeccdo mais alta,
sendo, portanto, denominado suscetivel, enquanto o grupo mais velho, com carga parasitaria
mais baixa, foi considerado resistente. Observou-se uma correlagdo inversa entre a resposta de
proliferacdo celular a antigenos de vermes adultos e esquistossomulos, € a subseqiiente

intensidade de reinfec¢do nos individuos mais velhos. Observou-se, ainda, que a citocina IL-5
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apresentava-se mais elevada nos individuos resistentes, e que ela tinha uma relacdo inversa
com os niveis de IFN-y (Morven et al. 1993).

Medhat et al (1998) comparando a produgdo de citocinas entre pacientes resistentes ou
susceptiveis a reinfeccdo, apds quimioterapia, encontrou que o grupo de individuos resistentes
apresentava maior freqiiéncia de linfocitos produtores de 1L-4 e IL-5, e niveis aumentados
dessas citocinas no sobrenadante de cultura de PBMC reativos aos antigenos de vermes
adultos (SWAP).

Outro trabalho associou resisténcia a uma subpopulagdo especifica de células T.
Coussiner-Paris et al., 1995, isolaram de individuos residentes em arca endémica e
considerados resistentes, 28 clones de linfocitos T especificos para o S. mansoni. Esses clones
produziram grandes quantidades de IFN-y e IL-4, quando comparados aos clones nao
especificos. Porém, a producdo de IL-2 ndo diferiu entre eles. Os autores compararam entio,
os clones especificos dos individuos resistentes, com os clones de um individuo tratado e
residente em uma area ndo endémica. Os autores observaram que, enquanto 0s primeiros
produziram mais IL4 (Th0/Th2) do que IFNYy, os clones do segundo grupo produziram mais
IFN-y (Th0/Th1) do que IL4, sugerindo que resisténcia a infecg¢do estava associada com a
razao IL-4/ IFN-y.

Tem sido amplamente demonstrado que as interleucinas podem influenciar na selecao
de classes e subclasses de imunoglobulinas (switch factors), produzidas por células B
(Finkleman et al., 1990). A citocina IL-4, secretada pelas células Th2, induzem as células B a
secretarem IgG1l (Snapper & Paul, 1987) e inibe a secre¢do de IgG2a, enquanto IFN-y,
citocina do tipo 1, aumenta a producao de IgG2a, mas inibe IgG1 (Stevens et al., 1988). Por
outro lado, a IL-12, citocina do tipo 1, modula a produg¢do de IgE nas infec¢des por
helmintos, em parte via regulacdo quantitativa de IFN-y e IL4, geradas por linfocitos
antigeno-especificos. A IL12 parece nao afetar diretamente as células B, podendo estimular
indiretamente outras moléculas (ex; IFN-y e IL8) que poderiam suprimir o switch ou secre¢ao
de IgE (King et al., 1995).

A producdo dos anticorpos IgE e IgG4 depende inicialmente de IL-4 ou IL-13
produzidos por células Th2 (Akdis et al., 1997). Contudo, a produgdo de IgG4 também ¢
regulada, em um contexto antigeno-especifico, por IL-10 e IFN-y produzidos por células ThO
(Gascan et al., 1991). Em um estudo realizado em pacientes sensiveis ao acaro
Dermatophagoides pteronyssinus, a citocina IL-10 apresentou efeitos opostos na sintese de

IgE e de IgG4, inibindo a sintese de IgE e aumentando a producdo de IgG4 por células
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mononucleares do sangue periférico estimuladas por IL-4. Os autores sugerem que a
diminui¢do de IgE e o aumento de IgG4 provavelmente seja devido, respectivamente, a
influéncia de IL-10 na inibi¢do da “switch” de IgE e no aumento da “switch” de IgG4
induzidos por IL-4 (Jeannin et al., 1997).

Assim as interagdes entre citocinas e anticorpos em resposta a presenga do S. mansoni
demonstram a importancia da resposta celular e humoral na definicdo dos mecanismos de

resisténcia e susceptibilidade a infecg¢do e a patologia causada por este helminto.

1.3. A resposta imunoldgica humoral

Do ponto de vista da resposta imunoldgica humoral, tem-se evidenciado que as classes
e subclasses de anticorpos anti-Schistosoma variam com a idade, a intensidade de infeccao e,
provavelmente, com a duracdo da infec¢do (Jassim et al., 1987; Dunne et al., 1988). Alguns
estudos t€ém demonstrado que a composi¢ao de isotipos de anticorpos anti-Schistosoma pode
desempenhar uma influéncia marcante na eficiéncia de mecanismos efetores de citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (A.D.C.C.) e conseqiientemente, na expressao da imunidade
protetora ou na patologia (Dunne et al., 1993). Virias células efetoras, em presenca de
anticorpos anti-esquistossdmulo, participam do mecanismo de A.D.C.C., dentre elas
monocitos, eosindfilos e plaquetas (Joseph et al., 1983). Sabemos que ao contrario de IgG1, o
isotipo IgG4 ¢ ineficiente na ativacdo do complemento, (Iskander et al, 1981) e na ligagdo a
receptores de imunoglobulinas presentes em mondcitos e macrofagos. Além disso, compete
com IgE especifica na ligagdo a antigenos do verme nos sitios de ligagdo de mastocitos,
bloqueando a sua degranulacdo (Stanworth & Smith, 1973). Portanto, o grau de resisténcia
frente a infeccdo depende em parte do balanco entre dois efeitos antagonicos: a agdo protetora
de IgE e o efeito bloqueador de IgG4, uma vez que tem sido demonstrado na literatura, que
IgG4 age como um anticorpo bloqueador para a fungdo protetora mediada por IgE durante a
A.D.C.C. (Rihet et al., 1992).

Neste contexto, os anticorpos anafilaticos t€ém sido associados com a expressdo da
imunidade. Estes anticorpos dos isotipos IgE e de algumas subclasses de IgG, estdo,
diretamente envolvidos na morte de esquistossomulos, in vitro, em associagdo com
populacdes de células efetoras, tais como macréfagos, eosindfilos e plaquetas. Além disso,

estes anticorpos induzem um alto nivel de prote¢do contra as novas exposi¢des as cercarias,
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quando transferidos passivamente para ratos ndo infectados (Joseph et al., 1983; Verwaerde
etal., 1987).

A associacdo entre resisténcia a reinfeccdo pelo S. mansoni e as diferentes classes de
imunoglobulinas anti-esquistdssomulo também foi observada quando a andlise de regressdo
logistica em presenca de varidveis explicativas como contato com agua, idade e sexo foram
avaliadas. Dos isotipos testados, somente IgE, I1gG4 e IgG2 mostraram uma associagdo com a
resisténcia a reinfeccao, sendo positiva para IgE e negativa para IgG4 e 1gG2. O efeito oposto
de IgE e IgG4 foi indissocidvel na andlise, sugerindo que estes isotipos, provavelmente, tém
funcdes antagdonicas (Demeure et al, 1993).

Os anticorpos IgE contra antigenos do ovo e do verme adulto de S. mansoni aparecem
em niveis significativamente maiores em individuos com mais de 15 anos, faixa etaria menos
susceptivel, sugerindo que estes anticorpos possam ter um efeito protetor contra a infec¢ao
pelo S. mansoni. Ao contrario, os anticorpos 1gG4 especificos contra antigenos do ovo e do
verme adulto apresentaram-se em niveis significativamente mais altos em individuos com
idade de 10 a 14 anos, faixa etaria mais susceptivel, sugerindo uma correlagdo entre niveis
clevados destes anticorpos e a susceptibilidade a esquistossomose (Hagan et al, 1991).

A comparacdo dos niveis de IgE anti-esquistossomulo entre um grupo de adolescentes
brasileiros resistentes a infeccdo e outro susceptivel, mostrou que o nivel de IgE no grupo
resistente era, em média, 6 a 8 vezes maior. Os anticorpos IgG, que competiam com IgE para
o antigeno larval foram detectados na maioria dos soros, € seu nivel foi maior nos menos
resistentes (Rihet et al, 1991).

Dunne et al. (1992) investigaram o papel de IgE anti-verme adulto, na resisténcia a
esquistossomose e encontraram uma correlagdo positiva entre anticorpos IgE anti-vermes
adultos e a idade, e negativa, com a reinfeccao. Os anticorpos IgE contra outros estagios do
parasita ndo mostraram nenhum tipo de correlacdo com a reinfeccdo e, também, outros
isotipos contra vermes adultos ndo apresentaram nenhuma correlagdo com a imunidade ou
suscetibilidade.

Todos estes resultados evidenciam a importancia do papel dos anticorpos da classe
IgE na prote¢do e de IgG4 na susceptibilidade a esquistossomose em humanos. Porém, os
mecanismos que regulam as alteracdes isotipicas, bem como o papel destes anticorpos,

observados durante a infec¢do, ainda necessitam de maiores esclarecimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da intensidade de infeccdo pelo Schistosoma mansoni sobre o
perfil de marcadores imunologicos da resposta celular e humoral na forma clinica intestinal da

esquistossomose.

2.2. Objetivos Especificos

1) Avaliar o perfil dos marcadores da resposta celular I1L-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a,
IFN-y, eotaxina e o nimero de eosindfilos em pacientes portadores da forma clinica intestinal
da esquistossomose mansoni.

2) Avaliar a influéncia da intensidade de infecg¢@o pelo S. mansoni sobre o perfil dos
marcadores da resposta celular na forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni.

3) Avaliar o perfil dos marcadores da resposta humoral IgG4 e IgE, especificos contra
antigenos do ovo e do verme adulto na forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni.

4) Avaliar a influéncia da intensidade de infecg¢do pelo S. mansoni sobre o perfil dos
marcadores da resposta humoral na forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni.

5) Avaliar a relacdo entre a resposta celular e resposta humoral na forma clinica

intestinal da esquistossomose mansoni.
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3 POPULACAO ESTUDADA

3.1. Caracterizacio da populacao estudada

Os individuos participantes deste estudo s3o residentes de area endémica para a
esquistossomose, situada na localidade de Virgem das Gragas, no municipio de Ponto dos
Volantes, Minas Gerais, Brasil.

O estudo atual ndo necessitou de novos recrutamentos de moradores da area endémica,
pois, utilizamos apenas plasmas congelados, dados demograficos e dados parasitologicos
obtidos em estudo anteriormente realizado pelo nosso grupo, submetido e aprovado pelo
Comité Nacional de Ftica em Pesquisa (CONEP). Todas as familias residentes foram
esclarecidas quanto aos objetivos do estudo e incluidas apds a assinatura de consentimento
informado, aprovado pelo CONEP. Essas familias receberam um nUmero uUnico de
identificacdo (HHID) e cada membro residente no mesmo nucleo familiar recebeu um niimero
de identificagdo proprio (PID). Os dados demograficos como nome completo e data de
nascimento foram coletados a partir de certiddes de nascimento ou casamento, enquanto os
dados parasitologicos foram obtidos a partir de exame parasitologico de fezes, avaliagdao
clinica e exame ultrassonografico. Os exames parasitologicos de fezes foram realizados
anteriormente a coleta de sangue segundo método Kato-Katz (Katz et al. 1972). A avaliagdo
clinica e os exames ultrassonograficos foram realizados por nossa equipe. O diametro das
veias porta e mesentéricas, tamanho do figado ¢ do baco e o espessamento das paredes dos
ramos portais e periféricos foram avaliados segundo Abdel-Wahab et al., 1993 e Doehring-
Schwerdtfeger et al., 1990. Foi adotada a classificagdo da Organizacdo Mundial de Saude —
WHO (1991) para categorizar a morbidade pela infecgdo pelo S. mansoni: grau zero (auséncia
de fibrose), espessamento das paredes dos ramos periportais menor que 0,3cm; grau I (fibrose
leve), espessamento entre 0,3 e 0,5cm; grau II (fibrose moderada), espessamento 0,5 a 0,7cm;
e grau III (fibrose acentuada), espessamento superior a 0,7cm. Todos os dados estdo
armazenados no Centro de Pesquisas René Rachou, em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Partindo dessas informag¢des demograficas e parasitologicas armazenadas, nosso

estudo utilizou os seguintes critérios de inclusdo:
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a- Pacientes com grau de fibrose zero, independente do resultado do exame
parasitologico de fezes;
b- Que ndo haviam sido tratados para S. mansoni nos ultimos dois anos; e

c- Residiam na area endémica estudada.

3.2. Caracterizacio dos grupos de estudo

Nosso estudo avaliou dois grupos de pacientes: um grupo Negativo, formado por
individuos com auséncia de ovos de S. mansoni ao exame parasitologico de fezes e sem
alteragdes hepaticas ou esplénicas ao exame ultrassonografico; e um grupo Intestinal,
composto por pacientes cronicamente infectados pelo S. mansoni, identificados pela presenca
de ovos nas fezes, sem alteragdes hepaticas ou esplénicas ao exame ultrassonografico.

O grupo negativo foi formado por um total de 33 individuos (15 homens e 18 mulheres)
com idade variando entre 14 e 82 anos, enquanto o grupo intestinal foi formado com um total
de 96 pacientes (38 homens e 58 mulheres) com idade variando de 9 a 92 anos. Este grupo
intestinal foi dividido em dois sub-grupos de acordo com a intensidade de infec¢do: um com
carga parasitaria menor que 100 ovos por grama de fezes, formado por 65 pacientes (25
homens ¢ 40 mulheres) com idade variando de 13 a 92 anos; e outro grupo, com carga
parasitaria maior ou igual a 100 ovos por grama de fezes, formado por 31 pacientes (13

homens e 18 mulheres) com idade variando de 9 a 71 anos (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas dos grupos de estudo em relagdo a idade e a intensidade de infecg@o.

Grupo Sexo Idade (anos) - Mediana
Negativo 3 15 35,0
Q 18
Intestinal opg <100 |8 25 38,0
Q 40
opg>100 |& 13 25,0°
Q 18

*Diferenca significativa de idade entre os sub-grupos opg < 100 e opg > 100 (p=0,0237)

Nao houve diferenga estatisticamente significativa de idade entre o grupo intestinal e o
grupo negativo. Porem, dentro do grupo intestinal, os pacientes com opg maior ou igual a 100
foram estatisticamente mais jovens que os pacientes com menos de 100 ovos por grama de

fezes, existindo, também, uma correlagdo negativa estatisticamente significativa entre a idade
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e a intensidade de infec¢do (opg) dos pacientes avaliados neste estudo (Spearman r = -0,222,
p=0,011,n=129).

As médias da intensidade de infec¢do nas faixas etarias de 9-19 e de 20-29 anos foram
estatisticamente maiores do que a média de intensidade de infecgdo na faixa etdria maior de
60 anos. Contudo, ndo houve diferenga estatisticamente significativa de intensidade de

infec¢do entre os sexos em nenhuma faixa etaria (FIG. 3).

Intensidade de infeccio pelo S. mansoni
por sexo e faixa etaria
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Figura 1 — Média da intensidade de infec¢do pelo Schistosoma mansoni na populagdo estudada. As letras “a” e
“b” representam, respectivamente, diferencas de intensidade de infecgdo entre o grupo de faixa etaria de 60 ou
mais anos ¢ os grupos de 9 a 19 (p < 0,05) ¢ de 20 a 29 anos (p < 0,01). A intensidade de infecgdo foi avaliada
através da média do logaritmo neperiano do nimero de ovos por grama de fezes + 1 (Ln (opg+1)).

A distribuicdo dos pacientes do grupo intestinal ¢ do grupo negativo por faixa etaria

esta representada na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo dos grupos Intestinal e Negativo por sexo e por faixa etéria.

Faixa etaria Grupo Intestinal Grupo Negativo

(anos) Q Total ) Q Total
9-19 11 16 27 2 4 6
20-29 7 9 16 2 6 8
30-39 6 8 14 1 4 5
40-59 5 12 17 6 1 7
60+ 9 13 22 4 3 7
Total 38 58 96 15 18 33

4 METODOLOGIA
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4.1. Coleta e exame parasitologico de fezes

A presenca ¢ a intensidade de infecgdo foram determinadas através da presenca e da
contagem do nimero de ovos do parasita por grama de fezes (epg), obtidos através do método
de Kato-Katz (Katz et al., 1972). Trés amostras de fezes para cada individuo foram coletadas
em dias consecutivos € o niimero de ovos por grama de fezes determinado através da média
aritmética destas amostras. Os exames foram rotineiramente executados pelo nosso grupo, em
colaboragdo com a Escola de Enfermagem da Universidade de Minas Gerais.

Os exames parasitologicos de fezes foram realizados antes da coleta de sangue e
anteriormente a administracdo de quimioterapicos, sendo que todos os individuos portadores
da infec¢do foram tratados com Praziquantel, independentes de sua participagdo, ou nao, neste

estudo.

4.2. Coleta e estoque do plasma

O presente estudo utilizou apenas amostras de um banco de plasmas congelados, obtidos
anteriormente por nosso grupo, de amostras de sangue total coletadas em tubos com heparina.
Os plasmas foram separados das células através de centrifugacdo a 800g por 10 minutos e
transferidos para tubos estéreis de Iml (Nunc cryotubes), que foram rotulados com o numero

de identificagdo (PID) e estocados a —70° C.

4.3. Preparacio dos antigenos de Schistosoma mansoni

Os antigenos soluveis do S. mansoni foram preparados pelo nosso grupo segundo o
método descrito por Gazzinelli et al.(1983). Os vermes adultos e ovos foram coletados de
camundongos albinos sui¢os infectados com cercérias da cepa LE de S. mansoni. Vermes
adultos e ovos foram ressuspendidos separadamente em salina 1,7% e triturados em

homogenizador com pistdo de teflon (WIRTS, DTL). O homogenato resultante foi
centrifugado a 50.000 g durante 1 hora a 49 C. O sobrenadante foi coletado e dialisado contra

PBS 0,05M, pH 7,4 (reagentes SIGMA. E.U.A), durante 48 horas a 4°C e filtrado em filtro de
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0.45um (Filter millex -HA- Millipore Produtcs Division, Bedford, MA). As dosagens de
proteinas dos antigenos de vermes adultos (SWAP) e do ovo (SEA), foram determinadas
segundo o método descrito por Lowry et al. (1951). As solucdes antigénicas obtidas foram

fracionadas em aliquotas e conservadas a —20°C, para uso posterior.

4.4. Detecciio dos niveis de anticorpos especificos contra antigenos de S. mansoni

Os niveis de anticorpos especificos contra antigenos do verme adulto (SWAP) e do
ovo (SEA) foram determinados no plasma através de ensaios de ELISA (Enzime Linked
Immunosorbent Assay). Foram utilizadas placas de poliestireno de fundo chato de 96 pogos
(Maxisorb; Nunc, Roskild, Denmark), sendo adicionados, a cada pogo, 100ul de antigenos
soluveis de S. mansoni SWAP ou SEA na concentragdo de Spg/ml, diluidos em tampao

carbonato-bicarbonato 0,05M, pH 9,6. As placas foram vedadas e incubadas em geladeira

durante a noite a 49 C. No dia seguinte, as placas foram lavadas cinco vezes com salina
tampao-fosfato 0,15M (PBS, pH 7,2), vertidas e a cada poco foram adicionados 200 pl da
solugdo de bloqueio 0,15M PBS contendo 0,05% de Tween 20 (Sigma, St Louis, MO, (PBS-
T) e 10% de soro fetal bovino. As placas foram incubadas durante uma hora a temperatura
ambiente, vertidas e foram adicionados 100yl de plasma diluidos 1:100 para a dosagem dos
anticorpos IgE e 1:640 para a dosagem de 1gG4. Todos os ensaios fora feitos em duplicata. As
determinagdes das dilui¢des dos plasmas foram obtidas a partir de uma curva com diferentes

concentragdes de um pool de plasmas. Apds a adicdo dos plasmas, as placas foram vedadas e

incubadas durante a noite em geladeira a 4° C. No dia seguinte, as placas foram lavadas por 5
vezes com tampao 0,15M PBS-T e foram adicionados 100ul por pogo do anticorpo anti-
imunoglobulina humana IgG4 conjugado com biotina (Zymed, San Francisco, CA) diluido
1:1000. As placas foram incubadas por 90 minutos a temperatura ambiente e lavadas por cinco
vezes com tampao PBST. Cem microlitros de 1:1000 de streptavidin horseradish peroxidase
(Amersham, Piscataway, NJ) foram entdo adicionados a cada pogo e as placas incubadas por
90 minutos a temperatura ambiente. Cem microlitros de o-phenylenediamine (OPD) (Sigma,
St. Louis, MO) contendo 0,03% de hidrogénio peroxidase foram adicionados a cada poco e as
placas foram incubadas ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida ap6s uma hora com a

adi¢do de 50pl de acido sulftrico a 12,5% em cada poco. A densidade otica foi medida em
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leitor automatico (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) utilizando-se filtro de 450 nm. As
condi¢des para a deteccdo dos anticorpos IgE especificos contra SWAP e SEA foram as
mesmas descritas acima, exceto que 100yl de anticorpo anti-IgE conjugado com fosfatase
alcalina (Pharmingen, San Diego, CA) diluidos 1:500 foram adicionados a cada pogo, as
placas foram incubadas por 90 minutos a temperatura ambiente e, entdo, lavadas por cinco
vezes com PBST. Em seguida, foram adicionados, a cada pogo, 100l de 10% diethanolamine
em 0,01% MgClL (pH 9,8) contendo Img/ml de p-nitrophenylphosphate. Apds uma hora de

incubac¢do ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida e a leitura das placas efetuada.

4.5. Deteccaio dos niveis de eotaxina no plasma

Os niveis plasmaticos da quimiocina eotaxina foram determinados através de ensaios
de ELISA sanduiche (Enzime Linked Immunosorbent Assay). Para a realizacdo destes
ensaios, as amostras de plasmas foram processadas segundo o protocolo descrito por Falcdo et
al (2002). Este processamento foi realizado com a finalidade de remover o excesso de
proteinas do plasma, diminuindo as possiveis interferéncias no ensaio. A 200ul de cada
amostra de plasma foram acrescentados duzentos microlitros de 4cido trifluoracético 1,2%
(1,35M NaCl), sendo as amostras homogeneizadas e incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apds a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 5 minutos a
4°C. A 300pul, retirados do sobrenadante, foram acrescentados 1200pl da solugdo
neutralizante. As amostras foram entdo homogeneizadas ¢ o pH ajustado para 7,4 com a
adi¢do de NaOH 0,5M ou HC1 0,1M (reagentes SIGMA. E.U.A). Foram acrescentados 10ul
de BSA 10% (SIGMA. E.U.A) a cada amostra, sendo elas, apdés homogencizacao,
armazenadas a —20°C.

Para a quantificacdo dos niveis de eotaxina foram usados os anticorpos do KIT R&D
Systems, sendo a metodologia utilizada adaptada do protocolo original indicado pelo
fabricante. A placas de fundo chato de 96 pogos (Maxisorb; Nunc, Roskild, Denmark), foram
adicionados, a cada pogo, 100l do anticorpo de captura (R&D Systems) na concentragao de
2ug/ml em salina tampao-fosfato 0,15M (PBS, pH 7,4) (SIGMA. E.U.A). As placas foram
vedadas e incubadas em geladeira a 4°C durante a noite e, no dia seguinte, lavadas trés vezes
com 300ul por poco de PBS, pH 7,4. A cada pogo, foram acrescentados 200p1 da solugdo de
bloqueio (0,15M PBS com 0,5% de Tween20, pH7,4) e as placas entdo incubadas por uma
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hora a temperatura ambiente. Apos a incubacdo, as placas foram lavadas quatro vezes com
3001 por pogo da solucdo 0,15M PBS com 0,05% de Tween20, pH 7,4 (PBST 0,05%).
Foram preparadas sete solu¢des dos padroes de eotaxina (Kit R&D Systems) nas
concentragdes 1000pg/ml (1:1), 500pg/ml (1:2), 250pg/ml (1:4), 125pg/ml (1:8), 62,5pg/ml
(1:16), 31,25pg/ml (1:32) e 15,625pg/ml(1:64), todas diluidas em 0,15M PBS com 0,05% de
Tween20, pH 7,4. Cem microlitros de cada solugdo do padrao foram entdo adicionados, em
duplicatas, aos pocos das duas primeiras colunas das placas. Aos dois ultimos pogos destas
colunas foram adicionados 100l de 0,15M PBS com 0,05% de Tween20, pH 7,4 como
controle negativo. Aos demais pogos das placas foram acrescentados, também em duplicatas,
100yl das amostras de plasmas processadas. As placas foram novamente vedadas e incubadas
em geladeira a 4°C durante a noite e, no dia seguinte, lavadas quatro vezes com 300ul por
poco de PBST 0,05%, pH 7,4. Foram adicionados 100ul de anticorpo de detec¢do biotinilado
(Kit R&D Systems) na concentracao de 100ng/ml em PBST 0,05% em todos os pocos das
placas, sendo estas incubadas por uma hora, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos
a incubagdo, cem microlitros de streptavidin horseradish peroxidase (Amersham, Piscataway,
NJ) diluida 1:1000 em PBST 0,05% foram adicionados a cada pogo das placas, sendo estas
incubadas por 30 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos este periodo de
incubacao, as placas forma novamente lavadas por quatro vezes com PBST 0,05% e, a cada
poco, foram acrescentados 100yl de TMB. Ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, as
placas foram incubadas por 30 minutos, sendo a reag@o interrompida com a adi¢ao de 50l de
acido sulftrico a 12,5% em cada pogo. A densidade 6tica foi medida em leitor automatico
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) utilizando-se filtro de 450 nm. As concentragdes de
eotaxina das amostras foram entdo determinadas segundo um modelo de ajustamento através

da curva de 4-parametros, definida a partir das concentragdes conhecidas dos padroes.

4.6. Deteccio do nivel de citocinas plasmaticas

Os niveis plasmaticos das citocinas 1L-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y foram
quantificados através de citometria de fluxo, utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array
(CBA) (Becton Dickinson-BD), segundo metodologia adaptada dos protocolos originais
descritos por Chen R, et al (1999). Trezentos microlitros de cada amostra de plasma foram

centrifugados a 14.000 rpm durante 10 minutos. Duzentos microlitros do centrifugado foram
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coletados, sem o sedimento e sem a camada superior de gordura, e estocados a —20°C. No dia
seguinte, as aliquotas de plasma foram descongeladas em banho maria a 37°C e novamente
centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos. Vinte e cinco microlitros do sobrenadante foram
coletados ¢ transferidos para tubos de poliestireno de 5Sml (Falcon n° 2052). Foram
preparadas também, aliquotas de 25ul de padrdes em diluigdes seriadas com diluente G
(Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit) nas concentracdes 5000pg/ml (1:1), 2500pg/ml (1:2),
1250pg/ml (1:4), 625pg/ml (1:8), 312,5pg/ml (1:16), 156pg/ml (1:32), 80pg/ml (1:64),
40pg/ml (1:128) e 20pg/ml (1:256). Uma aliquota de 25uL contendo apenas o diluente G foi
preparada como controle. Todas as aliquotas foram feitas em tubos de poliestireno de SmL.
Foram adicionados 15yl da mistura de esferas de captura, conjugadas com anticorpos
monoclonais anti-IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y (Human Th1/Th2 Cytokine CBA
Kit) a todos os tubos, sendo estes homogeneizados e incubados por 90 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Apds a incubacdo, as esferas de captura foram lavadas com 500
L de tampao de lavagem F (Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit), centrifugadas a 600 x g, por
7 minutos a 18°C, o sobrenadante cuidadosamente aspirado e descartado. As esferas foram
homogeneizadas e re-incubadas com 20ul do reagente B(Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit)
durante 90 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Este reagente ¢ uma mistura de
anticorpos monoclonais anti-citocinas humanas, conjugados com o fluorocromo PE (FL-2).
Apbs a incubacgdo, as esferas de captura foram novamente lavadas com 500yl da solucao F,
centrifugadas a 600 x g, por 7 minutos a 18°C e, o sobrenadante cuidadosamente aspirado e
descartado. Apos centrifugagdo, as esferas foram ressuspendidas em 250ul de reagente F ¢

imediatamente analisadas no citometro de fluxo FACSCalibur® (BD).

4.7. Aquisicdo e analise dos niveis plasmaticos de citocinas por citometria de fluxo

A aquisicdo dos dados foi realizada no citometro de fluxo FACSCalibur® (BD).
Embora as esferas marcadas com fluorocromo, presentes no kit CBA, sejam desenhadas para
serem excitadas com o laser a 488nm, comum a todos os citdmetros de fluxo da BD, elas
também podem ser excitadas pelo uso do segundo laser (“red diodo laser”) e as fluorescéncias
emitidas pelas esferas possiveis de serem detectadas no canal FL.-4. Esta abordagem durante o
processo de aquisi¢do foi obtida através da utilizagdo do “Dual Laser CBA Template” e

simplificou o ajuste do citdmetro por reduzir a necessidade de compensagdes nas
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fluorescéncias. Assim, um total de 1.800 eventos foram adquiridos na janela “R1” selecionado

em um grafico de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC)(FIG. 1).
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Figura 2 — Gréafico de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC)

As seis citocinas analisadas foram separadas e quantificadas em graficos de canais de
fluorescéncias FL-2 x FL-4, onde as seis esferas com suas intensidades de fluorescéncia
distintas foram separadas no eixo Y (FL-4) ¢ quantificadas através do deslocamento das

mesmas no eixo X (FL-2) (FIG. 2A ¢ B).
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Figura 3 — Grafico de fluorescéncia 4 (FL4) versus fluorescéncia 2 (FL2)

A: Representa a leitura do controle negativo. B: Representa a leitura positiva de uma amostra de plasma.

Para analise dos dados, uma curva padrdo foi construida utilizando-se padroes de
citocinas de concentragdes conhecidas (20pg/ml — 5000pg/ml). As concentracdes de citocinas

das amostras foram entdo determinadas segundo um modelo de ajuste através da curva do 4-
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parametros, que permite o ajuste da melhor curva ndo linear para dados detectaveis. Dessa
forma, foi possivel extrapolar valores de intensidades de fluorescéncia de amostras que ndo
caiam dentro dos limites da curva padrao. Quando a amostra apresentou uma concentragao de

citocina inferior ao limite de deteccdo, o valor zero foi usado.

4.8. Determinacido do nimero de eosino6filos no sangue periférico

Para a determinacdo do numero de eosindfilos no sangue periférico dos pacientes foi
realizado o hemograma sendo o nimero dessas células determinado a partir da avaliagdo de
laminas de esfregaco sangiiineo. O nimero absoluto de eosinofilos foi determinado em
relacdo a global de leucocitos a partir da sua porcentagem encontrada em cem leucocitos

contados no corpo de cada lamina.

4.9. Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos dados foi feita utilizando-se o programa PRISMA, versdao 3,0
(E.U.A). Avaliamos as medianas dos dados nao paramétricos, sendo utilizados para tal, os
testes de Kruskall-Wallis, seguido do teste de Dunns, para comparagdes envolvendo mais de
dois grupos ¢ o teste Mann-Whitney para comparagdo entre dois grupos. Ainda para o
conjunto de dados ndo paramétricos foi utilizada, quando necessaria, a correlacdo de
Spearman.

Para os dados paramétricos, avaliamos as médias dos grupos, utilizando para isso a
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste Bonferroni, quando comparamos mais de dois
grupos, o teste T de Student, nas comparagdes envolvendo apenas dois grupos e a correlagdo
de Pearson, quando necessaria.

Independente da avaliacdo estatistica empregada, os dados obtidos foram considerados

estatisticamente significativos quando o valor de p foi menor que 0,05.

5. RESULTADOS
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Os resultados estdo apresentados em trés partes distintas: na primeira, caracterizamos
o perfil dos marcadores da resposta imunologica celular estudados e analisamos a influéncia
da intensidade de infec¢@o neste perfil; na segunda, caracterizamos o perfil dos marcadores da
resposta imunologica humoral estudados e a influéncia da intensidade de infec¢do sobre este
perfil; e na terceira parte, avaliamos as relagdes entre os marcadores imunologicos da resposta

celular e os marcadores imunoldgicos da resposta humoral.

Primeira parte: Caracterizacdo do perfil dos marcadores da resposta imunologica
celular de pacientes portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose e

avaliacio da influéncia da intensidade de infecciio sobre este perfil identificado

5..1 Caracterizaciao do perfil das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y e da
quimiocina eotaxina presentes no plasma dos pacientes portadores da forma clinica

intestinal da esquistossomose

Varios trabalhos da literatura demonstram que o predominio da resposta imunoldgica
do tipo 1 durante a fase aguda da esquistossomose mansoni ¢ alterada, com o progresso da
infec¢do para a fase cronica, que passa a apresentar um predominio de resposta do tipo 2
(Cheever et al., 2000), sendo essa modulacdo mediada principalmente pela citocina IL-10
(Aragjo et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Montenegro et al., 1999). Entretanto, poucos
sdo os estudos relacionados & determinacdo do perfil geral de reposta imune dos individuos
durante a fase cronica intestinal da esquistossomose mansoni. Dessa forma, através da
avaliacdo das concentracdes plasmaticas de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y e da
quimiocina eotaxina em um grupo de pacientes portadores da forma clinica intestinal da
esquistossomose mansoni € em um grupo de individuos negativos, nos caracterizamos o perfil

da resposta imunoldgica, referente a estas moléculas.

Nossos resultados demonstraram uma elevagdo estatisticamente significativa dos
niveis plasmaticos de IL-10 e IL-5 (p=0,0315 e p=0,0494, respectivamente) no grupo
Intestinal, quando comparados com o grupo Negativo (FIG. 4A e 4B). Entretanto, os niveis de

IL-2, IL-4, TNF-a e IFN-y ndo diferiram estatisticamente entre os grupos analisados (p>0,05).
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Figura 4 — Concentragdes das citocinas IL-10 (Figura 4A) ¢ IL-5 (Figura 4B) nos grupos Negativo e Intestinal.
Os simbolos 0 ¢ + representam os valores individuais das concentracdes das citocinas, enquanto as barras
expressam a mediana dessas concentragdes no grupo Negativo (IL-10 = 1,70 pg/ml e IL-5 = 2,18 pg/ml) e no
grupo Intestinal (IL-10 = 2,16 pg/ml e IL-5 = 2,86 pg/ml). Os asteriscos representam diferengas estatisticamente

significativas entre os grupos Negativo e Intestinal nos niveis de IL-10 (p=0,0315) e de IL-5 (p=0,0494).

Em relacdo a eotaxina,

nossos resultados demonstraram niveis plasmaticos

estatisticamente mais elevados (p=0,0054) desta molécula no grupo Intestinal, em relagcdo ao

grupo Negativo (FIG. 5).
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Figura 5 — Concentragdes da quimiocina eotaxina nos grupos Negativo e Intestinal. Os simbolos 0 e +
representam os valores individuais das concentracdes de eotaxina, enquanto as barras expressam a mediana
dessas concentragdes no grupo Negativo (559,50 pg/ml) e no grupo Intestinal (660,67 pg/ml). O asterisco
representa uma diferenca estatisticamente significativa (p=0,0054) entre os grupos Negativo e Intestinal.

Portanto, encontramos as concentragdes de IL-10, IL-5 e eotaxina estatisticamente
maiores no grupo Intestinal, demonstrando um perfil de resposta imunoldgica tipo 2, durante

a fase cronica intestinal da esquistossomose mansoni.

5..2 Analise da influéncia da intensidade de infeccio pelo S. mansoni sobre o perfil das
citocinas IL-10 e IL-5 e da quimiocina eotaxina, no plasma dos pacientes portadores

da forma clinica intestinal da esquistossomose

Uma vez que encontramos um aumento estatisticamente significativo nos niveis de IL-10,
IL-5 e eotaxina no grupo Intestinal, em relacdo ao grupo Negativo, ndés avaliamos a
influéncia da intensidade de infec¢do pelo S. mansoni sobre o perfil destas citocinas. Para
tal, dividimos o grupo de pacientes portadores da forma clinica intestinal em dois subgrupos
de acordo com a carga parasitaria: um formado por pacientes com menos que 100 ovos por
grama de fezes (INT opg < 100), e outro composto por pacientes contendo 100 ou mais ovos

por grama de fezes (INT opg > 100). Em seguida, nds comparamos o perfil das citocinas IL-
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10 e IL-5 e da quimiocina eotaxina destes subgrupos entre si € com o grupo Negativo, assim

como, avaliamos as correlagdes destas moléculas com o nimero de ovos por grama de fezes.

Os niveis plasmaticos de IL-10 mostraram-se significativamente mais elevados no
grupo com carga parasitaria com 100 ou mais ovos por grama de fezes (INT opg > 100),
tanto em relagdo ao grupo com menos de 100 ovos por grama de fezes (INT opg < 100),
quanto em relagcdo ao grupo Negativo (ambos com p<0,001) (FIG. 6). Observamos ainda, a
existéncia de uma correlacdo positiva e estatisticamente significativa (Spearman r = 0,4420 e

p<0.0001) entre os niveis de IL-10 e opg.
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Figura 6 — Concentragdes da citocina IL-10 por grupos de carga parasitaria. Os simbolos 0, X e + representam os
valores individuais das concentragdes de 1L-10, enquanto as barras expressam a mediana dessas concentragdes
nos grupos Negativo (1,70 pg/ml), INT opg <100 (1,84 pg/ml) e INT opgz100 (3,10 pg/ml). A letra “a”
representa diferenca estatisticamente significativa entre o grupo INT opg > 100 e o grupo Negativo (p<0,0001),

enquanto as letras “b” e “c” representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos INT opg >

100 e INT opg < 100 (p<0,0001).

Em relagdao a IL-5, nossos dados demonstraram uma elevacdo estatisticamente
significativa (p<0,001) nos niveis plasmaticos desta molécula nos pacientes do grupo INT opg
> 100 em relacdo ao grupo Negativo, mas ndo em rela¢do ao grupo INT opg < 100. Também
nao observamos diferenca estatisticamente significativa entre o grupo INT opg <100 e o
grupo Negativo, conforme demonstrado na Figura 7. Por outro lado, de forma semelhante ao
observado para a citocina IL-10, nés também observamos a existéncia de uma correlagdo
positiva e estatisticamente significativa (Spearman r = 0,2571 e p<0.0001) entre os niveis de

IL-5 e o nimero de ovos por grama de fezes dos pacientes estudados.
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Concentragao de IL-5 por grupo de carga parasitaria
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Figura 7 — Concentragdes da citocina IL-5 por grupos de carga parasitaria. Os simbolos 0, X e + representam os
valores individuais das concentragdes de IL-5, enquanto as barras expressam a mediana dessas concentragdes

nos grupos Negativo (2,18 pg/ml), INT opg <100 (2,63 pg/ml) e INT opg=100 (3,18 pg/ml). A letra “a”
representa diferenca estatisticamente significativa entre o grupo INT opg > 100 e o grupo Negativo (p<0,05).

Nos avaliamos também a influéncia da intensidade de infecgdo sobre o perfil das
citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-4, e ndo observamos diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05) nos niveis destas citocinas entre os dois grupos de carga parasitaria
avaliados. Também ndo encontramos correlagdes estatisticamente significativas destes
marcadores com o niimero de ovos por grama de fezes.

Em relagdo a eotaxina, nossos resultados demonstraram uma elevacao estatisticamente
significativa (p<0,001) nos niveis plasmaticos desta quimiocina apenas no grupo INT opg >
100 em relagdo ao grupo Negativo conforme demonstrado na Figura 8. Entretanto, ndo
observamos a existéncia de correlagdo estatisticamente significativa entre os niveis de

eotaxina e o nimero de ovos por grama de fezes dos pacientes estudados.
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Figura 8 — Concentragdes da quimiocina eotaxina por grupos de carga parasitaria. Os simbolos 0, X e +
representam os valores individuais das concentragdes de eotaxina, enquanto as barras expressam a mediana
dessas concentragdes nos grupos Negativo (559,50 pg/ml), INT opg <100 (643,22 pg/ml) e INT opgz100
(697,29 pg/ml). A letra “a” representa diferenca estatisticamente significativa entre o grupo INT opg > 100 e o
grupo Negativo (p<0,05).

Portanto, nossos dados sugerem que as producdes de IL-10, IL-5 e eotaxina sofrem
influéncia da intensidade de infeccdo em pacientes com a forma clinica intestinal da

esquistossomose mansoni.

5.3. Caracterizacido do perfil de eosinofilos no sangue periférico dos pacientes

portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose

Nossos resultados demonstraram que, na forma clinica intestinal, ocorrem elevagdes
estatisticamente significativas nos niveis plasmaticos de eotaxina, de IL-5 e IL-10. Uma vez
que IL-5 esta associada ao aumento do numero de eosindfilos (Weinstock, 1992; Sher et al.,
1990) e que a eotaxina € uma quimiocina que contribui efetivamente para a mobilizacdo
dessas células (Kita & Gleich, 1996; Jose et al., 1994), nés avaliamos o nimero absoluto
dessas células presentes no sangue periférico dos pacientes do grupo Intestinal e do grupo

Negativo.
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O nGmero absoluto de eosindfilos no sangue periférico dos pacientes foi
estatisticamente mais elevado (p=0,0301) no grupo Intestinal (830 células/mm?), em relagdo

ao grupo Negativo (552 células/mm?), conforme demonstrado na figura 9.
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Figura 9 - Namero de Eosindfilos no sangue periférico nos grupos Negativo e Intestinal. Os simbolos 0 e +
representam os nimeros individuais de eosindfilos, enquanto as barras expressam a mediana desses valores no
grupo Negativo (552 células/ mm®) e no grupo Intestinal (830 células/mm®). O asterisco representa uma
diferenga estatisticamente significativa (p=0,0301) entre os grupos Negativo e Intestinal.

Observamos também, a presenga de eosinofilia (acima de 700 eosinofilos/mm?)

(Jonhson, 1982) no grupo Intestinal, o que nao ocorreu no grupo Negativo.

5.4. Anilise da influéncia da intensidade de infec¢ido pelo S. mansoni sobre o perfil de
eosinofilos presentes no sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica

intestinal da esquistossomose

Nobs observamos um aumento estatisticamente significativo do numero absoluto de
eosindfilos no grupo Intestina,l em relagdo ao grupo Negativo, o que nos conduziu a
avaliacdo da influéncia da intensidade de infec¢do pelo S. mansoni sobre o nimero dessas

células em pacientes portadores da forma clinica intestinal da doenga.
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Nossos resultados demonstraram que o nuimero absoluto de eosinofilos no sangue
periférico dos pacientes foi significativamente mais elevado apenas no grupo INT opg > 100

em relacdo ao grupo Negativo (p<0,05), conforme demonstrado na figura 10.
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Figura 10 — Numero de eosin6filos por mm® no sangue periférico dos pacientes por grupos de carga parasitaria.
Os simbolos 0 e + representam os numeros individuais de eosindfilos, enquanto as barras expressam a mediana
desses valores nos grupos Negativo (552/mm?), INT opg <100 (792/mm?®) e INT opgz100 (918/mm’). A letra “a”
representa uma diferenca estatisticamente significativa (p<<0,05) entre os grupos INT opg > 100 e Negativo.

Noés observamos também, uma correlagcdo positiva ¢ estatisticamente significativa
(Spearman r = 0,2127 e p= 0,0219) entre o numero de eosindfilos e o nimero de ovos por
grama de fezes (opg) dos pacientes analisados neste estudo, assim como encontramos
correlacao semelhante entre IL-5 e opg (Spearman r = 0,2571 e p<0.0001), sugerindo que IL-
5 € uma citocina importante na mobiliza¢do de eosindfilos durante a infecgao.

Portanto, o nimero de eosinéfilos do sangue periférico € influenciado pela intensidade

de infec¢@o em pacientes portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose.
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5.5. Analise das relacdes existentes entre IL-10, IL-5, eotaxina e eosiné6filos no grupo

Intestinal

Varios autores reportam a acdo de IL-10 como mediadora do desvio da resposta
imunolégica do tipo 1, predominante na fase aguda, para uma resposta do tipo 2, na fase
cronica (Aragjo et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Montenegro et al., 1999). Uma vez que
nossos dados demonstraram um aumento dos niveis de IL-10 e IL-5 na forma clinica
intestinal da doencga, decidimos avaliar a correlagdo entre estas moléculas no grupo
Intestinal.

Outros estudos demonstram que a IL-5 estd associada ao aumento do nimero de
eosindfilos (Weinstock, 1992; Sher et al., 1990) e que a ecotaxina é ativadora e
quimioatraente para essas células (Kita & Gleich, 1996; Jose et al., 1994). Visto que nossos
resultados demonstraram a ocorréncia de elevacdes estatisticamente significativas nos niveis
da quimiocina eotaxina, da citocina IL-5 e do nimero absoluto de eosinéfilos, nos pacientes
com a forma clinica intestinal, avaliamos as correlagdes entre estes marcadores, no grupo de

individuos portadores da forma clinica intestinal.

Nossos resultados, dispostos na Tabela 3, demonstraram que a IL-10 apresentou uma
correlacdo positiva significativa com a IL-5 (r=0,4018 e p<0,0001), ndo correlacionando
estatisticamente com eotaxina ou com o numero de eosindfilos. De forma interessante, IL-5
apresentou uma correlagdo positiva significativa com eosinéfilos (r=0,4271 e p<0,0001),
contudo, ndo observamos corrclagdo de IL-5 com eotaxina. Por sua vez, a cotaxina nao sc

correlacionou significativamente com nenhum dos marcadores avaliados.

Tabela 3 - Correlagdes de Spearman entre os marcadores da resposta imunoldgica celular no grupo Intestinal.

Marcadores IL-5 Eotaxina Eosinéfilos/mm?
1L-10 r=0,4018 | r=-0,0171 r=0,09683
p<0,0001 | p=0,8777 p=0,3898
1L-5 - r=0,03091 r=10,4271
p=0,7789 p <0,0001
Eotaxina -- -- r=0,04117
p=0,7134

Os valores destacados em negrito correspondem a correlagdes estatisticamente significativas (p < 0,05).
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5.6.Analise da influéncia da intensidade de infeccio pelo S. mansoni nas relacées de IL-

10 com IL-5 e de IL-5 com o namero de eosin6filos por mm?® de sangue

Ao encontramos correlagdes estatisticamente significativas entre IL-10 com IL-5 e
entre [L-5 com o numero absoluto de eosindfilos no grupo Intestinal, perguntamos se haveria
influéncia da intensidade de infec¢do sobre essas correlacdes. Assim, analisamos estas

correlacdes nos grupos: Negativo, INT opg < 100 e INT opg > 100.

Nossos resultados dispostos na tabela 4 demonstraram as correlagdes entre esses
marcadores nos grupos, Negativo, INT opg < 100 e INT opg > 100. Observamos que a
correlagdo de IL-10 com IL-5 foi mais forte no grupo INT opg > 100 (Spearman r = 0,481 e p
=0,0006), em relagdo ao grupo INT opg < 100 (Spearman r = 0,317 e p = 0,014).

Observamos ainda, que a correlagdo de IL-5 com eosinofilos foi mais forte no grupo
INT opg > 100 (Spearman r = 0,664 ¢ p = 0,001) em relagdo ao grupo INT opg < 100
(Spearman r = 0,348 e p = 0,012).

Nossos resultados demonstraram que ndo existiram correlacdes estatisticamente

significativas entre IL-10 e IL-5 ou IL-5 e eosindfilos no grupo Negativo.

Tabela 4 - Correlagdes entre os marcadores da resposta imunologica celular por grupos de carga parasitaria.

Grupos Correlacoes™
IL-10 com IL-5 IL-5 com Eosino6filos/mm®
Negativo Spearman r = 0,321 Spearman r = 0,279
Valordep= 0,084 Valordep= 0,167
INT opg < 100 Spearman r = 0,317 Spearman r = 0,348
Valordep= 0,014 Valordep= 0,012
INT opg > 100 Spearman r = 0,481 Spearman r = 0,664
Valordep= 0,006 Valordep < 0,001

Os valores destacados em negrito correspondem a correlagdes estatisticamente significativas.

5.7.Analise das razodes de IL-10 com TNF-a e de IL-10 com IFN-y nos grupos Negativo e

Intestinal
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Durante a fase aguda da esquistossomose mansoni a resposta imunoldgica
predominante € a do tipo 1, onde se observa a presenca de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) produzindo grandes quantidades de TNF-a (De Jesus et al., 2002). A
medida que as formas imaturas do S. mansoni se desenvolvem, copulam e produzem ovos
ocorre uma alteracdo consideravel na resposta imunoldgica: a resposta que era
predominantemente tipo 1 ¢ substituida pelo predominio da resposta tipo 2, induzida
principalmente por antigenos do ovo do S. mansoni (Pearce & Macdonald, 2002). A
predomindncia da resposta tipo 2 é responsavel pela modulagdo da producdo e das fungdes
efetoras dos mediadores pro-inflamatorios (Cheever et al., 2000). Durante a fase cronica da
infecgdo, a resposta inflamatoria ao redor dos ovos diminui devido & modulagdo da resposta
imunolégica, mediada principalmente pela IL-10, que desempenha um papel crucial durante
este processo (Araujo et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Montenegro et al., 1999). Assim, o
ambiente de citocinas ¢ importante na determinacdo dos mecanismos imunoldgicos de
controle da infecgdo pelo S. mansoni.

Para avaliarmos melhor o ambiente de citocinas e a modulacdo da resposta

imunolégica, durante a forma cronica intestinal da esquistossomose mansoni, analisamos as

razoes IL-10/TNF-a e IL-10/ IFN-y nos grupos Negativo e Intestinal .

A razdo IL-10/TNF-a foi estatisticamente maior no grupo Intestinal, em relagcdo ao
grupo Negativo (p = 0,0285), sendo ela menor que 1 no grupo Negativo (0,61) e maior que 1
no grupo Intestinal (1,10) (FIG. 11), sugerindo a predominancia de uma resposta imunologica
modulada na forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni.

Em relacdo as razdes IL-10/IFN-y ndo encontramos diferengas estatisticamente

significativas entre os grupos Intestinal ¢ Negativo.
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Figura 11 — Razdo IL-10/TNF-a nos grupos Negativo e Intestinal. Os simbolos 0 e + representam os valores
individuais razdo IL10-10/TNF-a, enquanto as barras expressam a média em cada grupo (Negativo = 0,61 e
Intestinal = 1,10). O asterisco representa uma diferenca estatisticamente significativa (p=0,0285) entre grupos.

5.8.Andlise da influéncia da intensidade de infec¢io pelo S. mansoni sobre a raziao IL-

10/TNF-a

Uma vez que encontramos uma diferenga estatisticamente significativa na razio IL-
10/TNF-a entre os grupos Negativo e Intestinal, nds avaliamos a influéncia da intensidade de

infec¢do sobre esta relagdo, através da analise das razdes IL-10/TNF-a nos grupos Negativo,

INT opg < 100 e INT opg > 100.

A razdo IL-10/TNF-a foi estatisticamente maior apenas no grupo INT opg > 100 em
relacdo ao grupo Negativo (p < 0,01), sendo ela maior que 1(1,49) no grupo INT opg > 100 e
menor que 1 nos grupos INT opg < 100 e Negativo (0,92 e 0,61, respectivamente), conforme

demonstrado na figura 12.

Razio IL-10/TNF-a por grupo de carga parasitaria
6.0
a
5.0 +
S
E 4.0
S 3.0 7
— o
E 2.0 g Xx % N
o x X X%
o8 —
1.0 - % o0
— 0i XxxxXxxxX +I
0'0 00000000 iy
Negativo INT opg<100 INT opg2100
Grupos




Influéncia da Intensidade de Infecc@o pelo Schistosoma mansoni no Perfil de Marcadores Imunolégicos da 36
Resposta Celular e Humoral na Forma Clinica Intestinal da Esquistossomose

Figura 12 — Razdo IL-10/TNF-a por grupo de carga parasitaria. Os simbolos 0 e + representam os valores
individuais da razdo IL-10/TNF-a, enquanto as barras expressam a média em cada grupo (Negativo = 0,61; INT
opg < 100 =0,92; e INT opg > 100 = 1,49) . A letra “a” representa uma diferenca estatisticamente significativa
(p<0,01) entre os grupos INT opg > 100 e Negativo.

Como ja observado anteriormente para outros parametros imunologicos avaliados,

estes resultados demonstraram que a razdo IL-10/TNF-a também ¢ influenciada pela

intensidade de infec¢do durante a forma clinica intestinal da esquistossomose.

Segunda parte: Caracterizacio do perfil dos marcadores da resposta humoral em
plasma de pacientes portadores da forma clinica intestinal e avaliacdo da influéncia da

intensidade de infec¢io neste perfil
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5.9.Caracterizacao do perfil dos anticorpos IgG4 e IgE especificos contra antigenos do
ovo (SEA) e do verme adulto (SWAP) no plasma dos pacientes com a forma clinica

intestinal da esquistossomose

Uma vez que varios estudos demonstraram a importancia da rela¢do entre os niveis
de anticorpos IgG4 e IgE sobre a resposta imunolodgica contra a infec¢do pelo S. mansoni
(Joseph et al., 1983; Verwaerde et al., 1987; Rihet et al., 1992; Demeure et al, 1993; Viana
et al., 1995), caracterizamos o perfil de IgG4 e IgE especificos contra SEA ¢ SWAP em

pacientes portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose.

Os niveis plasmaticos dos anticorpos IgG4 especificos contra SEA foram
estatisticamente mais elevados no grupo Intestinal, quando comparados aqueles obtidos para o
grupo Negativo (p<0,0001). No entanto, o perfil dos anticorpos IgE especificos contra SEA
apresentou uma relagdo contraria, sendo os seus niveis plasmaticos estatisticamente menores
(p=0,0447) no grupo Intestinal (FIG. 13).

Em relacdo aos anticorpos 1gG4 especificos contra SWAP, encontramos seus niveis
plasmaticos estatisticamente mais elevados nos pacientes do grupo Intestinal em relagdo aos
individuos de grupo Negativo (p < 0,0001). Porém, ndo observamos diferenca
estatisticamente significativa no perfil dos anticorpos IgE especificos contra SWAP entre
estes grupos (FIG. 14).

Portanto, nossos resultados demonstraram que na forma clinica intestinal da
esquistossomose mansoni, ocorreu uma elevacao dos niveis de IgG4 anti-SEA e anti-SWAP,
e uma diminui¢do dos niveis de IgE anti-SEA, sugerindo efeitos opostos dos isotipos IgG4 e

IgE no controle e/ou estabelecimento/desenvolvimento dessa forma clinica.



Influéncia da Intensidade de Infecc@o pelo Schistosoma mansoni no Perfil de Marcadores Imunolégicos da 38
Resposta Celular e Humoral na Forma Clinica Intestinal da Esquistossomose

Niveis de I1gG4 anti -SEA
A 2.0
*
§ 1.5 7
v .o
] Q *+*+ ”
.g f;c ogo o +¢+¢3 i::":-:++++:+}+
S 5 1.0 7 . *I;Ez***
ErD '2 080 T
N [eToPe} PG,
o _"35“— .
0.5 7 o0cp0 i
Oge Ty,
0.0 ” tes”
Negativo Intestinal
Grupos
B Niveis de IgE anti-SEA
0.75 =
o
= i y
@ -§ 050 ] ° *
o (ﬁ 5
ER: oG
=2 08 *%
———rl i — + o
=< 0.25 7 ©930° ++++1::1++
0888 ++t:;’?‘?;+;:+++
++
0.00
Negativo Intestinal
Grupos

Figura 13 — Niveis dos anticorpos especificos contra antigenos do ovo (SEA) de Schistosoma mansoni nos
grupos Negativo ¢ Intestinal: 1gG4 anti-SEA (figura A) e IgE anti-SEA (figura B). Os simbolos 0 ¢ +
representam os valores individuais de absorbancia, enquanto as barras expressam a mediana desses valores no
grupo Negativo (IgG4 anti-SEA = 0,636 e IgE anti-SEA = 0,285) e no grupo Intestinal (IgG4 anti-SEA = 1,088
e IgE anti-SEA = 0,24). Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
Negativo e Intestinal nos niveis de IgG4 anti-SEA e IgE anti-SEA (p<0.0001 e p=0,0447, respectivamente).
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Figura 14 — Niveis dos anticorpos especificos contra antigenos do verme adulto (SWAP) de Schistosoma
mansoni nos grupos Negativo ¢ Intestinal: IgG4 anti-SWAP (figura A) e IgE anti-SWAP (figura B). Os simbolos
0 e + representam os valores individuais de absorbancia, enquanto as barras expressam a mediana desses valores
no grupo Negativo (IgG4 anti-SWAP = 0,341 e IgE anti-SWAP = 0,2075) e no grupo Intestinal (IgG4 anti-
SWAP = 0,9545 ¢ IgE anti-SWAP = 0,226). O asterisco representa uma diferenca estatisticamente significativa
nos niveis de IgG4 anti-SWAP entre os grupos Negativo e Intestinal (p<0.0001).
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5.10. Anailise da influéncia da intensidade de infecciio pelo S. mansoni sobre o perfil dos
anticorpos IgG4 e IgE especificos contra antigenos do ovo (SEA) e do verme adulto
(SWAP) no plasma dos pacientes portadores da forma clinica intestinal da

esquistossomose

Uma vez que nossos resultados demonstraram diferengas nos perfis dos anticorpos
IgG4 anti-SEA, 1gG4 anti-SWAP e IgE anti-SEA entre os grupos Intestinal e Negativo,
avaliamos a influéncia da intensidade de infeccdo pelo S. mansoni sobre o perfil dos
anticorpos IgG4 e IgE especificos contra SEA e contra SWA. no plasma dos individuos dos

grupos Negativo, INT opg <100 e INT opg > 100.

Os niveis plasmaticos dos anticorpos IgG4 especificos contra SEA foram
estatisticamente maiores nos grupos INT opg < 100 e INT opg > 100 (p < 0.001 em ambos),
quando comparados ao grupo Negativo. Nao houve diferenca estatistica no perfil deste isotipo
entre os pacientes pertencentes aos grupos INT opg < 100 ¢ INT opg > 100 (FIG. 15A). Por
outro lado, encontramos uma correlacdo positiva e estatisticamente significativa entre os
niveis de IgG4 anti-SEA e o niimero de ovos por grama de fezes nos pacientes estudados
(Spearman r = 0,5952 e p <0,0001).

Em relacdo ao perfil plasmatico dos anticorpos IgE especificos contra SEA,
verificamos niveis estatisticamente menores desses anticorpos nos grupos INT opg < 100 e
INT opg > 100 (p < 0,05 em ambos), quando comparados ao grupo Negativo. Nao houve
diferenga no perfil deste isotipo entre os grupos INT opg < 100 e INT opg > 100 (FIG. 15B).
No entanto, n6és identificamos uma correlagdo negativa significativa entre os niveis de IgE
anti-SEA e o nlimero de ovos por grama de fezes dos pacientes estudados (Spearman r =

-0,2057 e p = 0,0242).
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Figura 15 — Niveis dos anticorpos especificos contra antigenos do ovo (SEA) de Schistosoma mansoni por
grupos de carga parasitaria: IgG4 anti-SEA (figura A) e IgE anti-SEA (figura B). Os simbolos 0 e + representam
os valores individuais de absorbancia, enquanto as barras expressam a mediana desses valores nos grupos
Negativo (IgG4 anti-SEA = 0,64 e IgE anti-SEA = 0,29 ), INT opg<100 (IgG4 anti-SEA = 1,08 ¢ IgE anti-SEA
=0,26) ¢ INT opg>100 (IgG4 anti-SEA = 1,11 e IgE anti-SEA = 0,23). A letra “a” representa uma diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Negativo (p<0.0001 na figura A e p < 0.05 em B).

Em relagdo aos niveis plasmaticos dos anticorpos IgG4 especificos contra SWAP,
identificamos niveis estatisticamente mais elevados nos grupos INT opg < 100 (p < 0,01) e
INT opg > 100 (p < 0,001), quando comparados ao grupo Negativo. Identificamos também,
niveis estatisticamente maiores desse isotipo no grupo INT opg > 100 em relagdo ao grupo

INT opg < 100 (p < 0,05) (FIG. 16). Observamos ainda, uma correlagdo positiva significativa
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entre os niveis de 1gG4 anti-SWAP e o niimero de ovos por grama de fezes dos pacientes

estudados (Spearman r = 0,4858 e p < 0,0001).
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Figura 16 — Niveis dos anticorpos 1gG4 especificos contra antigenos do verme adulto (SWAP) por grupos de
carga parasitaria. Os simbolos 0 e + representam os valores individuais de absorbancia, enquanto as barras
expressam a mediana desses valores nos grupos Negativo (IgG4 anti-SWAP = 0,34), INT opg<100 (IgG4 anti-
SWAP =0,77) e INT opg>100 (IgG4 anti-SWAP = 1,24). A letra “a” representa uma diferenca estatisticamente
significativa dos demais grupos em relacdo ao grupo Negativo (p < 0,01 em relagdo ao grupo INT opg < 100 e p
< 0,001 em relagdo ao grupo INT opg > 100).

Os niveis plasmaticos de IgE especificos contra antigenos do verme adulto (SWAP)
ndo foram estatisticamente diferentes em nenhum dos grupos analisados, ndo tendo sido
encontrada também, nenhuma correlagdo entre os niveis de IgE anti-SWAP ¢ o niimero de
ovos por grama de fezes dos pacientes estudados (FIG. 17).

Portanto, nossos resultados demonstraram que a intensidade de infeccdo pelo S.
mansoni influencia o perfil dos anticorpos 1gG4 especificos contra SEA e SWAP, e de IgE
anti-SEA.
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Figura 17 — Niveis dos anticorpos IgE especificos contra antigenos do verme adulto (SWAP) por grupos de
carga parasitaria. Os simbolos 0 e + representam os valores individuais de absorbancia, enquanto as barras
expressam a mediana desses valores nos grupos Negativo (IgE anti-SWAP = 0,21), INT opg<100 (IgE anti-
SWAP =0,23 ) ¢ INT opg>100 (IgE anti-SWAP = 0,23).

5.11. Analise das correlagoes de IgG4 anti-SEA com IgE-anti-SEA e de IgG4 anti-SWAP
com IgE anti-SWAP no grupo Intestinal

Dados na literatura demonstraram que anticorpos do isotipo IgG4 sdo ineficientes na
ativagdo do complemento, (Iskander et al, 1981) e, além disso, compete com IgE especifica
na ligagdo a antigenos alergenos do verme nos sitios de ligagdo de mastdcitos, bloqueando a
sua degranulacdo (Stanworth & Smith, 1973). Neste caso, a resisténcia contra a
infeccdo/reinfeccdo pelo S. mansoni depende em parte do balanco entre os dois efeitos
antagonicos: a a¢do protetora de IgE e o efeito bloqueador de IgG4 (Butterworth et al.,
1988; Capron et al., 1992).

Para avaliarmos o balanco entre IgE e IgG4 especificos, tanto contra SEA como
SWAP na forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni, analisamos as correlacdes

entre estes marcadores, comparativamente entre o grupo Intestinal e o grupo Negativo.
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Embora ndo tenhamos encontrado, no grupo Intestinal, uma correlagdo
estatisticamente significativa entre IgE e IgG4 especificos contra SEA, identificamos um
valor médio estatisticamente menor (p=0,0383) das razdes IgE/IgG4 especificos contra SEA

no grupo Intestinal (0,43), em relagdo ao grupo Negativo (0,74) (FIG. 18).
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Figura 18 — Razdo entre IgE e IgG4 especificos contra SEA nos grupos Negativo e Intestinal. Os simbolos 0 e +
representam os valores individuais razdo IgE/IgG4 anti-SEA, enquanto as barras expressam a média em cada
grupo (médias: Negativo = 0,74 e Intestinal = 0,43). O asterisco representa uma diferenca estatisticamente
significativa (0,0383) entre grupos.

Em relacdo a IgE e IgG4 especificos contra antigenos do verme adulto (SWAP),
identificamos no grupo intestinal uma correlag@o positiva e estatisticamente significativa entre
estes dois isotipos (Spearman r= 0,4429 e p<0.0001). Observamos também, um valor
estatisticamente menor (p=0,0068) das razdes IgE/IgG4 especificos contra SWAP no grupo
Intestinal (0,55) em relacdo ao grupo Negativo (1,25) (FIG. 19).
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Figura 19 — Razdo entre IgE e IgG4 especificos contra SWAP nos grupos Negativo e Intestinal. Os simbolos 0 e
+ representam os valores individuais razdo IgE /IgG4 anti-SWAP, enquanto as barras expressam a média em
cada grupo(médias: Negativo = 1,25 e Intestinal = 0,55). O asterisco representa uma diferencga estatisticamente
significativa (p=0,0068) entre grupos.

Estes resultados demonstraram que na forma clinica intestinal da esquistossomose
mansoni hd uma diminui¢do da razdo IgE/IgG4 especificos tanto contra SEA, quanto contra
SWAP, sugerindo mais uma vez a importancia do balanco destes isotipos no controle e/ou

estabelecimento da infecgao.

5.12. Anilise da influéncia da intensidade de infecciao pelo S. mansoni sobre as relagoes
existentes de IgG4 anti-SEA com IgE-anti-SEA e de 1gG4 anti-SWAP com IgE anti-

SWAP na forma clinica Intestinal da esquistossomose

Nossos resultados demonstraram diferencas nas razdes IgE/IgG4, especificos contra
SEA e SWAP, entre os grupos Intestinal e Negativo. Demonstraram, também, uma correlacédo
positiva e significativa entre IgE e IgG4 especificos contra SWAP no grupo intestinal. Assim,
nés avaliamos a influéncia da intensidade de infec¢do pelo S. mansoni sobre essas

correlacdes e razdes nos grupos Negativo, INT opg < 100 e INT opg > 100.
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Nos observamos valores de razdo entre IgE e IgG4 especificos contra antigenos do

ovo (SEA) estatisticamente menores (p<0,05) no grupo INT opg > 100, quando comparados

ao grupo Negativo (FIG. 20).
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Figura 20 — Razdo entre IgE e IgG4 especificos contra SEA por grupos de carga parasitaria. Os simbolos 0 e +
representam os valores individuais razdo IgE /IgG4 anti-SEA, enquanto as barras expressam a média em cada

grupo (médias: Negativo = 0,74; INT opg < 100 = 0,53; INT opg = 100 = 0,24). A letra
diferencga estatisticamente significativa (p<0,05) entre grupos INT opg > 100 e Negativo.
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Figura 21 — Razdo entre IgE e 1gG4 especificos contra SWAP por grupos de carga parasitaria. Os simbolos 0 e +
representam os valores individuais razéo IgE /IgG4 anti-SWAP, enquanto as barras expressam a média em cada

grupo (médias: Negativo = 1,25; INT opg < 100 = 0,63; INT opg = 100 = 0,33). A letra
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre grupos INT opg > 100 e Negativo.
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Em relagdo a média das razdes entre IgE e IgG4 especificos contra antigenos do verme
adulto (SWAP) encontramos valores estatisticamente menores no grupo INT opg > 100
(p<0,05), quando comparada com a média do grupo Negativo (FIG. 21).

As correlagdes de Spearman entre IgE e IgG4 especificos contra SEA ¢ SWAP nos
grupos Negativo, INT opg < 100 ¢ INT opg > 100 sao mostradas na tabela 5.

Observamos que a correlagdo entre IgE e IgG4 especificos contra antigenos do ovo
(SEA) foi estatisticamente significativa apenas no grupo INT opg > 100, enquanto as
correlacdes entre IgE e IgG4 especificos contra antigenos do verme adulto (SWAP) foram
significativas tanto no grupo INT opg > 100 como no grupo INT opg < 100. Observamos
também, a existéncia de uma diferenca importante entre os grupos INT opg > 100 e INT opg

<100 nas correlagdes de IgE com IgG4 anti-SWAP em cada grupo (TAB. 5).

Tabela 5 - Correlagdes de Spearman entre os marcadores da resposta imunoldogica humoral por grupos de carga
parasitaria.

Correlacoes*
IgE com IgG4 anti-SEA IgE com IgG4 anti-SWAP
Negativo Spearmanr= 0,185 Spearman r = 0,088
Valordep= 0,335 Valordep= 0,669
INT opg <100 Spearmanr= 0,061 Spearman r = 0,354
Valordep= 0,641 Valordep= 0,010
INT opg > 100 Spearmanr= 0,417 Spearmanrt = 0,626 *
Valordep= 0,022 Valordep < 0,002

* Os valores destacados em negrito correspondem a correlagdes estatisticamente significativas A letra em
vermelho corresponde a uma correlagdo 1,77 vezes maior no grupo INT opg > 100 em relagdo ao grupo INT
opg < 100.

Nossos resultados demonstraram, portanto, que ocorreu uma diminui¢do da razio
IgE/IgG4, especificos tanto contra SEA como contra SWAP, apenas nos pacientes portadores
da forma clinica intestinal com 100 ou mais ovos por grama de fezes. Isto sugere que, na
forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni, o favorecimento de IgG4 sobre IgE esta

relacionado com a intensidade de infecgao.

Terceira parte: Associacio entre os marcadores imunolégicos da resposta celular com os

marcadores da resposta humoral
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5.13. Analise das relacdes entre os marcadores imunoldégicos da resposta celular com os

marcadores da resposta humoral

Tem sido amplamente demonstrado que as interleucinas podem influenciar na selegdo
de classes e subclasses de imunoglobulinas produzidas por células B (Finkleman et al.,
1990). Entretanto, existem poucos estudos associando a resposta imunoldgica celular com a
resposta humoral na esquistossomose mansoni humana. Dessa forma, avaliamos as relacdes
existentes de duas citocinas polares na resposta imunoldgica contra a infec¢do pelo S.
mansoni, [FN-y e IL-10, com os isotipos IgG4 e IgE especificos contra SEA e SWAP, na

forma clinica intestinal da esquistossomose.

De forma interessante, nossos resultados demonstraram a existéncia de uma correlagao
positiva estatisticamente significativa entre IL-10 e IgG4 anti-SEA (Spearman r = 0,2323 e p=
0,0324) no grupo Intestinal. Encontramos também, correlagdes negativas e estatisticamente
significativas entre IFN-y e os anticorpos 1gG4 anti-SEA (Spearman r = -0,2346 e p= 0,0307)
e IgG4 anti-SWAP (Spearman r = -0,2841 e p= 0,0084) no grupo Intestinal, porém, estas
correlagdes nao existiram no grupo Negativo.

Nos encontramos ainda correlagdes positivas e estatisticamente significativas entre o
nimero de eosindfilos/mm’ e os anticorpos IgG4 anti-SWAP (Spearman r = 0,2460 e p=
0,0241) e IgE anti-SEA (Spearman r = 0,2535 e p= 0,0208). Estas correlagdes também nao
existiram no grupo Negativo.

Em conjunto, esses dados sugerem que o perfil de anticorpos produzidos por pacientes
portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni esta diretamente

correlacionado com o efeito da citocina IL-10 durante a infecg¢@o pelo S. mansoni.

65 DISCUSSAO
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6.1. Resposta Imunoldgica Celular

Em relagdo a patologia no homem, ja se encontra bem estabelecido que a maioria dos
pacientes infectados pelo S. mansoni, residentes em areas endémicas para a esquistossomose,
desenvolvem na fase cronica uma forma clinica denominada intestinal. Varios estudos tém
demonstrado que estes pacientes desenvolvem mecanismos que estdo envolvidos na
modulagdo da resposta imunologica contra a infeccdo. A modulagdo da resposta imunoldgica
durante essa fase reduz drasticamente a resposta do tipo 1, passando a existir o predominio de
uma resposta do tipo 2, prevalecendo as citocinas relacionadas a esse tipo de resposta, como
IL-4, IL-5 e IL-10, bem como cosinofilia e a produgdo de anticorpos especificos (Colley,
1975; Malaquias et al.,1997; Pearce & Macdonald, 2002). Os eosindfilos sdo leucocitos
capazes de destruir os parasitas através de vias que utilizam o nitrogénio reativo (NO) e
intermediarios de oxigénio, como o perdxido de hidrogénio (Maizels & Yazdanbakhsh, 2003),
ou imobilizar os estagios larvais do verme S. mansoni (McLaren, 1980) através de
mecanismos mediados por anticorpos, sendo, portanto, consideradas cé¢lulas importantes no
combate & infeccdo por este parasito.

Nossos dados corroboram com os dados da literatura, uma vez que encontramos niveis
plasmaticos estatisticamente maiores de IL-5 e IL-10 (p=0,0494 e p=0,0315, respectivamente)
no grupo Intestinal, quando comparados com o grupo Negativo (FIG. 4), indicando uma
predominancia da resposta do tipo 2 na forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni.
Em relac@o aos eosindfilos, nossos dados também concordam com as afirmativas anteriores
(Colley, 1975; Malaquias et al.,1997; Pearce & Macdonald, 2002), pois, encontramos um
nimero estatisticamente maior (p=0,0301) dessas células no sangue periférico dos pacientes
do grupo Intestinal (830 células/mm’® de sangue), demonstrando a presenga de eosinofilia
nesse grupo, o que ndo ocorreu no grupo Negativo (552 células/mm® de sangue) (FIG. 9).
Essa elevacdo no niimero de eosindfilos pode ser justificada pelo aumento observado de IL-5,
uma vez que esta citocina aumenta o recrutamento dessas células (Weinstock, 1992; Sher et
al., 1990). A correlacdo positiva estatisticamente significativa (r=0,4271 e p<0,0001) entre
IL-5 e eosindfilos encontrada em nossos dados (tabela 3), reforca a relacdo entre estes
marcadores.

As quimiocinas produzidas durante processos inflamatdrios sdo determinantes na

extensdo, na composi¢do ¢ na duragdo do infiltrado celular, sendo a regulagdo da expressio
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dos seus receptores um fato importante no processo de migragdo celular (Sallusto et al.,
2000). O receptor para a quimiocina eotaxina, CCR3, é expresso em eosinodfilos, baséfilos
(Forssmann et al., 1997; Uguccioni et al., 1997), e em células Th2 (Sallusto et al., 1997). E
concebivel que, como parte de suas diferentes atividades efetoras, células Th2 e Thl
expressem diferentes conjuntos de receptores de quimiocinas, permitindo-as migrarem sob
condicdes diferentes (Sallusto et al., 1998). Estudos in vitro envolvendo a eotaxina
demonstraram que ela ¢ uma molécula ativadora e quimioatraente para eosinéfilos (Kita &
Gleich, 1996; Jose et al.,, 1994). Em trabalho realizado com o modelo murino, foi
demonstrado que a eotaxina ¢ a MIP-1a induzem um aumento significativo no recrutamento
de eosinofilos, sendo a eotaxina significativamente mais efetiva que a MIP-1a nesse processo
(Teixeira, 1998).

Devido as relagdes existentes entre eotaxina, eosinofilos e células Th2, avaliamos os
niveis plasmaticos desta quimiocina e encontramos seus niveis estatisticamente maiores
(p=0,0054) no grupo Intestinal, em relacdo ao grupo Negativo (FIG. 5). No entanto, ndo
encontramos uma correlagdo significativa entre eotaxina e o numero de eosinéfilos (Tabela 3),
ndo tendo sido, portanto, evidenciada a relacdo eotaxina/eosinéfilos. Acreditamos que esta
relacdo exista, mas que seja detectdvel apenas no microambiente intestinal, ndo sendo
refletida no sangue periférico e no plasma.

A celevagdo de IL-5, cosinofilos e eotaxina, associada ao aumento de IL-10 nos
plasmas dos pacientes com a forma clinica intestinal evidencia um perfil de resposta
imunolodgica tipo 2, acrescido de um ambiente responsavel pela modulagdo da producdo e das
funcdes efetoras dos mediadores pro-inflamatdrios durante a infecgdo (Cheever et al., 2000).
Dados da literatura indicam que a IL-10 se opde a sintese de IFN-y e IL-2, que sdo
importantes para a ativagdo de macrdofagos e a proliferacdo de células T (Fiorentino et al.,
1991). A inibi¢do da sintese dessas citocinas pela IL-10 parece ser indireta, ou seja, ela agiria
sobre as células apresentadoras de antigenos (APC), especialmente mondcitos e macrofagos,
inibindo a expressdo de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal do tipo II
(MHC classe II) e de moléculas co-estimuladoras, como B7-1 ¢ B7-2. Isto resultaria na
auséncia, ou deficiéncia, na apresentacdo dos antigenos e, conseqiientemente, na falta de
ativacdo de células T e auséncia na produgdo de IL-2 e IFN-y (Fiorentino et al., 1989; Moore
et al., 1990; Fiorentino et al., 1991, Stadecker, 1992). Dados obtidos em humanos (Waal-
Malefyt et al., 1991) também sugeriram que a IL-10 exerce uma atividade anti-proliferativa

nas cé€lulas Thl através da inibicado da expressao de moléculas de MHC classe II em
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monocitos. Suprimindo, por exemplo, a producdo de IL-12 pelos macréfagos, a IL-10
bloqueia o direcionamento da resposta imunologica para o tipo 1 (Fiorentino et al., 1991).
Outro mecanismo relacionado com a inibi¢do da sintese de IFN-y por IL-10 é que esta
citocina ¢é capaz de inibir a sintese de IFN-y pelas células “Natural Killers” (NK), mecanismo
essencial para a derivagdo da resposta imunoldgica para o tipo 1 (Kos & Engleman, 1996).

Silveira et al. (2004) sugeriram que a IL-10 ¢ importante no controle da resposta de
células Thl, durante a infec¢do humana pelo S. mansoni, alterando a resposta imunologica de
ThO nos individuos ovo-negativos de area endémica, para uma resposta predominantemente
Th2 em pacientes cronicamente infectados. Estes autores sugeriram ainda, que a IL-10
produzida por PBMCs estimuladas com SEA, aparentemente contribuiria para a deficiéncia
na produ¢do de IFN-y por estas células, tendo eles encontrado uma correlagdo inversa entre
essas duas citocinas. Nossos resultados ndo identificaram uma correlagdo estatisticamente
significativa entre IL-10 e IFN-y nos pacientes do grupo Intestinal. No entanto, acreditamos
que o efeito imunomodulador de IL-10 ndo seja somente inibindo a produgdo de IFN-y, mas,
também, bloqueando os mecanismos induzidos por essa citocina. A auséncia de correlagio
estatistica entre IL-10 e IFN-y pode ainda estar relacionada aos baixos niveis e, até mesmo, a
auséncia de IFN-y nos plasmas dos pacientes estudados, sendo que, estes aspectos ja foram
descritos anteriormente, “in vitro”, em pacientes esquistossomoticos cronicos (Zwingenberger
et al, 1989; Bahia-Oliveira et al., 1996; Gazzinelli et al., 1992). Esses baixos niveis de IFN-y
podem estar associados, também, com os baixos niveis de TNF-a encontrados nos plasmas
dos pacientes deste estudo. Em modelo murino, infectados com S. mansoni, foi demonstrado
que IFN-y € um potente indutor na producdo de TNF-a por macréfagos (Wilson, 1998).

Nossos dados sugerem que a IL-10 também est4 exercendo um papel regulador sobre a
produgdo de TNF-a na forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni, uma vez que
encontramos a média das razdes IL-10/TNF-a estatisticamente maior (p = 0,0285) no grupo
Intestinal, em relagdo ao grupo Negativo, sendo ela menor que 1 no grupo Negativo (0,61) ¢
maior que 1 no grupo Intestinal (1,10), indicando niveis maiores de IL-10 e menores de TNF-
a em pacientes desse grupo (FIG. 11). Esses dados corroboram com o papel de IL-10 na
polarizagdo de uma resposta tipo 2 (Silveira et al., 2004) ¢ na modulagdo sobre a resposta
imunolodgica tipo 1 durante a infec¢do cronica intestinal pelo S. mansoni,em humanos.

O efeito da intensidade de infec¢do sobre a producdo de IL-10, de IFN-y e de IL-13

por PBMCs de individuos residentes em area endémica para o S. mansoni também foi
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avaliado por Silveira e colaboradores (2004). Estes autores observaram que os niveis de IFN-y
produzidos por essas células, estimuladas com SEA, diminuem gradualmente com o aumento
da intensidade de infec¢do, sendo esta, decisiva para a producdo de IL-10 e o predominio de
uma resposta imunologica Th2. Estes autores ndo encontraram diferencas estatisticamente
significativas nos niveis de IL-13 entre o grupo de individuos ovo-negativos ¢ o grupo de
pacientes com exame parasitologico de fezes positivo para S. mansoni.

Nossos dados relativos a IL-10 condizem com a afirmativa de que a intensidade de
infec¢do seja um fator importante para a determinacdo dos niveis dessa citocina (Silveira et
al., 2004), pois, encontramos seus niveis plasmaticos estatisticamente mais elevados no grupo
INT opg > 100, tanto em relagdo ao grupo INT opg < 100, quanto em relacdo ao grupo
Negativo (ambas com p<0,001) ( FIG. 6). Observamos ainda, a existéncia de uma correlagao
positiva significativa (Spearman r = 0,4420 e p<0.0001) entre os niveis de IL-10 e o nimero
de ovos por grama de fezes dos pacientes analisados neste estudo. Nossos dados sugerem que
os niveis de IL-10 elevam-se gradualmente com o aumento da carga parasitaria, indicando
que a intensidade de infec¢do pelo S. mansoni contribui para a elevagdo dos niveis desta
citocina, em pacientes com a forma intestinal da doenga.

O aumento dos niveis de IL-10 com o aumento da carga parasitaria sugere um papel
importante da intensidade de infec¢do no estabelecimento de wuma resposta
predominantemente Th2, conforme sugerido por outros autores (Silveira et al., 2004). Grzych
e colaboradores (1991) demonstraram, em modelo murino, que a presenca dos ovos foi o
principal estimulo para o desenvolvimento de uma resposta Th2, o que, indiretamente,
também sugere a influéncia da intensidade de infec¢do no estabelecimento do predominio
desse tipo de resposta. Nossos dados corroboram com essas afirmativas, uma vez que
encontramos a média das razdes IL-10/TNF-a estatisticamente maior no grupo INT opg >
100 apenas em relagdo ao grupo Negativo (p < 0,01) (FIG. 12). Observamos, também, que a
razdo IL-10/TNF-a ¢ maior que 1 no grupo INT opg > 100 (1,49) e menor que 1 no grupo
Negativo (0,61), ou seja, os individuos do grupo Negativo possuem niveis de IL-10 menores
que os niveis de TNF-a, enquanto, no grupo com maior carga parasitaria (INT opg > 100),
ocorre uma inversao dessa relagdo, com os pacientes deste grupo apresentando niveis de IL-
10 mais altos que os niveis de TNF-a. Esses dados mostram mais uma vez a influéncia da
intensidade de infecc¢do sobre o estabelecimento do predominio de uma resposta imunoldgica

do tipo 2 em pacientes portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni.
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Estudos sobre a regulacdo da producdo de citocinas do tipo 2 em camundongos
infectados pelo S. mansoni, demonstraram que a produ¢do de ovos pelos vermes adultos € o
principal estimulo para a produgdo de IL-4, IL-5 e IL-13 (Wynn et al., 1993), sugerindo que a
intensidade de infecg¢do seja um fator influenciador na produgdo destas citocinas em modelos
murinos.

Nossos dados referentes a IL-5 sugerem que a intensidade de infec¢@o pelo S. mansoni
pode também estar influenciando a producdo desta citocina em pacientes portadores da forma
intestinal da doenga, uma vez que, observamos niveis plasmaticos de IL-5 significativamente
mais elevados no grupo INT opg > 100 em relagdo ao grupo Negativo (p<0,001) (FIG. 7);
assim como identificamos também, uma correlagdo positiva significativa (Spearman r =
0,2571 e p<0.0001) entre os niveis de IL-5 ¢ o nimero de ovos por grama de fezes dos
pacientes analisados neste estudo.

Nossos dados demonstram que, de maneira semelhante a IL-5, o numero de
eosindfilos/mm’ foi estatisticamente maior (p<0,05) no grupo com maior carga parasitaria
(INT opg 2 100), do que no grupo Negativo (FIG. 10). Este fato pode ser explicado pela
relacdo existente entre IL-5 e essas células (Weinstock, 1992; Sher et al., 1990). Dessa forma,
acreditamos que a intensidade de infecgdo, influenciando os niveis de IL-5, possa direcionar o
aumento do numero de eosinofilos no sangue periférico, em pacientes portadores da forma
clinica intestinal. Outro resultado encontrado nesse estudo que corrobora com essa hipotese
foi o fato de observarmos uma correlacao de IL-5 com eosinofilos mais forte no grupo INT
opg > 100 (Spearman r = 0,664 e p = 0,001), do que no grupo INT opg < 100 (Spearman r =
0,348 e p=0,012) (TAB. 4).

Apesar de ndo termos observado uma correlagdo estatisticamente significativa entre os
niveis de eotaxina e o nimero de ovos por grama de fezes nos pacientes analisados, sugerimos
que a intensidade de infec¢do possa estar influenciando os niveis desta quimiocina, pois seus
niveis foram significativamente mais elevados apenas no grupo INT opg > 100 em relacdo ao
grupo Negativo (p<0,001) (FIG. 8). Uma vez que células Th2 expressam o receptor para
eotaxina (Sallusto et al., 1997) e que os niveis desta quimiocina sdo influenciados pela
intensidade de infecg¢do, ¢ possivel que o recrutamento dessas células também esteja sob
influéncia da variagdo da carga parasitaria. Este fato, mais uma vez, corrobora com a hipotese
da influéncia da intensidade de infec¢ao sobre o predominio de uma resposta imunoloégica do

tipo 2.
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Portanto, nossos dados confirmam estudos anteriores, demonstrando que, na forma
clinica intestinal da esquistossomose mansoni, ocorre o predominio de uma resposta do tipo 2,
com aumento nos niveis de IL-5, IL-10, eosindfilos e eotaxina, estando o aumento de
eosinodfilos relacionado com o aumento de IL-5 ¢ a modulagdo da resposta imunoldgica
relacionada com a producdo de IL-10. E importante ressaltar que todos esses marcadores

estao relacionados a intensidade de infeccao.

6.2. Resposta Imunologica Humoral

A andlise de regressdo logistica, em presenca de varidveis explicativas como contato
com agua, idade e sexo, mostrou uma associacdo entre resisténcia a reinfec¢do pelo S.
mansoni com diferentes classes de imunoglobulinas anti-esquistéssomulo. Dos isotipos
testados, somente IgE, I1gG4 e IgG2 mostraram uma associacdo com a resisténcia a
reinfec¢do, sendo positiva para IgE e negativa para 1gG4 e 1gG2. O efeito oposto de IgE e
1gG4, sugeriu que estes isotipos, tém fungdes antagdnicas (Demeure et al, 1993).

A comparac¢ao dos niveis de IgE anti-esquistossomulo entre um grupo de adolescentes
brasileiros resistentes a infecgdo e outro susceptivel, mostrou que o nivel de IgE no grupo
resistente era, em média, 6 a 8 vezes maior. Os anticorpos IgG que competiam com IgE para o
antigeno larval foram detectados na maioria dos soros, e seu nivel foi maior nos individuos
susceptiveis (Rihet et al, 1991).

Dunne et al. (1992) investigaram o papel de IgE na esquistossomose ¢ encontraram
uma correlacdo positiva entre anticorpos IgE anti-vermes adultos e a idade, e negativa com a
reinfeccdo. Os anticorpos IgE contra outros estagios do parasita ndo mostraram nenhum tipo
de correlagdo com a reinfec¢ao, sendo o mesmo observado para outros isotipos contra vermes
adultos. Por outro lado, Viana et al. (1995) demonstraram que um grupo de individuos
resistentes a reinfecgdo pelo S. mansoni apresentavam niveis de IgE anti-STEG (antigeno de
tegumento) mais elevados do que aqueles dos individuos susceptiveis.

Alguns estudos demonstraram que a composi¢cdo de isotipos de anticorpos anti-
Schistosoma pode desempenhar uma influéncia marcante na eficiéncia de mecanismos
efetores de citotoxicidade dependente de anticorpo (A.D.C.C.) e, conseqiientemente, na
expressdo da imunidade protetora ou na patologia das esquistossomoses (Dunne et al., 1993).
Varias células efetoras, dentre elas mondcitos, eosindfilos e plaquetas, participam do

mecanismo de A.D.C.C. em presenga de anticorpos anti-esquistossomulo (Joseph et al.,
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1983). Sabe-se que ao contrario de IgGl, o isotipo IgG4 ¢ ineficiente na ativagdo do
complemento, (Iskander et al, 1981) e, além disso, compete com IgE especifica na ligacdo a
antigenos alérgenos do verme nos sitios de ligagdo de mastdcitos, impedindo a sua
degranulacdo (Stanworth & Smith, 1973). Neste contexto, o grau de resisténcia frente a
infec¢do pelo S. mansoni depende, em parte, do balango entre dois efeitos antagdnicos: a agdo
protetora mediada por IgE e o efeito bloqueador de IgG4, durante a A.D.C.C. (Rihet et al.,
1992; Nutten et al. 1997).

Em nosso estudo, encontramos niveis plasmaticos estatisticamente maiores dos
anticorpos IgG4 (p<0,0001) e estatisticamente menores de IgE (p=0,0447), ambos especificos
contra SEA, no grupo Intestinal, quando comparados ao grupo Negativo (FIG. 13). Em
relacdo aos anticorpos especificos contra antigenos do verme adulto, encontramos niveis
estatisticamente mais elevados de IgG4 anti-SWAP no grupo Intestinal em relagdo ao grupo
Negativo. Nao observamos diferenga estatisticamente significativa quanto ao perfil dos
anticorpos IgE anti-SWAP entre esses grupos (FIG. 14). Estes resultados mostram que na
forma clinica intestinal ocorre uma elevagdo da producao dos isotipos IgG4 anti-SEA e anti-
SWAP e uma diminui¢do da producdo de IgE anti-SEA, ndo ocorrendo diferenga nos niveis
de IgE anti-SWAP, sugerindo que este perfil de anticorpos seja influenciado principalmente
por antigenos presentes nos ovos de S. mansoni.

Os niveis mais elevados de IgE anti-SEA no grupo Negativo (FIG. 13B) pode ser
explicado pela possivel existéncia de antigenos comuns presentes em ovos e esquistossomulos
(Harn et al., 1984). Estudos em modelos murinos também sugeriram a presenca de antigenos
comuns associados a superficie de cercarias, de esquistossdmulos e de miracideos (Thors &
Linder, 2003). Dessa forma, nos possiveis contatos destes individuos negativos com aguas
infestadas por cercarias, os antigenos dos esquistossdmulos comuns aos ovos poderiam estar
induzindo uma elevada producdo de IgE anti-SEA e uma baixa produgdo de IgG4 anti-SEA
nestes individuos, o que possivelmente os protegeriam do desenvolvimento completo destes
esquistossomulos, principal alvo da resposta imune (Capron et al., 1982), ndo permitindo o
estabelecimento da infec¢do (Harn et al., 1984). Esta protecdo pode ser devida, por exemplo, a
acao de mecanismos relacionados a A.D.C.C. (Dunne et al., 1993). Possivelmente, o mesmo
ndo aconteceria com os individuos positivos, que ao produzirem elevados niveis de IgG4 e
baixos niveis de IgE, especificos contra SEA, estariam favorecendo o estabelecimento da
infeccdo (Hagan et al., 1991; Demeure et al., 1993; Grogan et al., 1997). Um estudo realizado

em area endémica para a esquistossomose avaliou a resposta contra os antigenos SEA,
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SWAP, STEG e CERC em grupos identificados como resistentes e susceptiveis, antes € apos
o tratamento (Caldas et al., 2000). Os autores observaram, em pacientes resistentes, apos o
tratamento, uma reducdo nos niveis de IgG4 anti-SEA e anti-STEG e uma elevag@o nos niveis
de IgE anti-SWAP ¢ anti-STEG. E importante salientar que, os antigenos do ovo poderiam
variar significativamente em imunogenicidade de acordo com a genética de cada individuo,
como sugerido em modelo murino por Asahi & Stadecker (2003).

Rihet et al. (1991), Hagan et al. (1991) e Caldas et al. (2000) sugerem que a
imunidade contra o S. mansoni depende do balango entre os anticorpos IgE e IgG4. Ao
avaliarmos esse balanco de anticorpos identificamos que as razdes IgE/IgG4, especificos tanto
contra SEA, quanto contra SWAP, foram estatisticamente menores (p=0,0383 e p=0,0068) no
grupo Intestinal em relagdo ao grupo Negativo. Identificamos, ainda, que no grupo Negativo a
razao IgE/IgG4 anti-SEA foi proxima de 1 (0,74) e a razdo IgE/IgG4 anti-SWAP foi maior
que 1 (1,25), enquanto, no grupo Intestinal, estas razdes foram menores que 1(FIG. 18 e 19).
Estes dados sugerem que na forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni ocorra uma
tendéncia de aumento nos niveis de IgG4 e uma diminui¢cdo nos niveis de IgE, induzidos
principalmente por antigenos do parasita. Assim, os altos niveis de I1gG4 anti-SEA ¢ anti-
SWAP, juntamente com os baixos niveis de IgE anti-SEA, identificados nos pacientes
portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni, possivelmente estao
relacionados com o estabelecimento e manutengdo da infec¢do nesta forma clinica da doenca,
através, por exemplo, da diminui¢do da eficiéncia de mecanismos de A.D.C.C. e a
conseqiiente diminuicdo da imunidade protetora contra o parasito (Dunne et al., 1993). Essa
perda de imunidade protetora pode estar relacionada ao efeito bloqueador de 1gG4 sobre IgE
nos sitios de ligacdo a antigenos alérgenos do verme a mastocitos, impedindo a sua
degranulacao (Stanworth & Smith, 1973).

Viana et al. (1995) mostraram, previamente, que os niveis de IgG4 contra SEA
estavam elevados em pacientes infectados com o S. mansoni e eram altamente dependentes da
intensidade de infec¢do. Em nosso estudo encontramos niveis plasmaticos dos anticorpos
IgG4 especificos contra SEA estatisticamente maiores nos grupos INT opg < 100 e INT opg >
100 (p < 0.001 em ambos), em relacdo ao grupo Negativo (FIG. 15A). Observamos ainda,
uma correlagdo positiva e estatisticamente significativa entre os niveis de IgG4 anti-SEA e o
nimero de ovos por grama de fezes dos pacientes estudados (Spearman r = 0,5952 e p <
0,0001). Em relacdo aos anticorpos IgG4 especificos contra SWAP, nossos dados mostraram

niveis plasmaticos deste isotipo estatisticamente mais elevados nos pacientes dos grupos INT
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opg <100 (p <0,01) e INT opg > 100 (p < 0,001), quando comparados ao grupo Negativo, e
niveis estatisticamente maiores no grupo INT opg > 100 em relagdo ao grupo INT opg < 100
(p < 0,05)(FIG. 16). Observamos também, uma correlacdo positiva e estatisticamente
significativa entre os niveis de IgG4 anti-SWAP e o niamero de ovos por grama de fezes
(Spearman r = 0,4858 e p < 0,0001). Estes resultados sugerem que, na forma clinica intestinal
da esquistossomose, a intensidade de infeccdo seja um fator influenciador ndo apenas dos
niveis de [gG4 anti-SEA (Viana et al., 1995), mas também dos niveis de [gG4 anti-SWAP.

Em relacdo aos anticorpos IgE especificos contra SEA, encontramos niveis
estatisticamente mais baixos desses anticorpos nos grupos INT opg < 100 e INT opg > 100
(p < 0,05 em ambos), quando comparados ao grupo Negativo (FIG. 15B), e uma correlagdo
negativa e estatisticamente significativa (Spearman r = -0,2057 ¢ p = 0,0242) entre os niveis
de IgE anti-SEA com o nlimero de ovos por grama de fezes dos pacientes estudados. No
entanto, os niveis plasmaticos de IgE especificos contra antigenos do verme adulto (SWAP)
ndo foram estatisticamente diferentes em nenhum dos grupos analisados (FIG. 17). Nao
encontramos também, correlacdo entre os niveis de IgE anti-SWAP e o nimero de ovos por
grama de fezes. Estes resultados sugerem que, na forma clinica intestinal da esquistossomose,
a intensidade de infec¢do possa estar influenciando, principalmente, o perfil de IgE anti-SEA.

Em conjunto, nossos dados sugerem que, na forma clinica intestinal da
esquistossomose mansoni, os ovos do parasito desempenham um papel importante na
determinagdo do balango existente entre os anticorpos IgG4 e IgE.

Nossos resultados demonstraram ainda, que a intensidade de infec¢do influencia o
balango IgE/IgG4 anti-SEA, pois, apenas o grupo com maior intensidade de infec¢do (INT
opg = 100) apresentou esta razdo estatisticamente menor (p<0,05) que o grupo Negativo
(FIG. 20). Em relacdo a influéncia da intensidade de infec¢do sobre o balango entre IgE e
IgG4 especificos contra SWAP, nossos resultados demonstraram uma situagdo semelhante a
anterior, uma vez que, a razdo entre IgE e IgG4 anti-SWAP foi estatisticamente menor
(p<0,05) apenas no grupo INT opg > 100, em relagdo ao grupo Negativo (FIG. 21), sugerindo
a influéncia da intensidade de infeccdo sobre este balango. Como ndo houve diferenga
estatisticamente significativa nos niveis de IgE anti-SWAP entre os grupos INT opg > 100 ¢
Negativo (FIG. 17), bem como correlacdo entre os niveis deste isotipo e a intensidade de
infeccdo (opg), sugerimos que as alteragdes observadas no balanco IgE/IgG4 anti-SWAP
sejam em decorréncia das variagdes, induzidas pela intensidade de infec¢do, nos niveis de

IgG4 anti-SWAP, e ndo nos niveis de IgE anti-SWAP.
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Em conjunto, nossos dados mostram que, em pacientes portadores da forma clinica
intestinal da esquistossomose, a intensidade de infeccdao influencia o perfil dos anticorpos
IgG4 anti-SEA e anti-SWAP e de IgE anti-SEA, bem como o balango IgE/IgG4, sugerindo,
mais uma vez, a importancia desse balango no controle ¢/ou no estabelecimento da infecg¢ao

pelo S. mansoni.

6.3.Associacio entre Resposta Imunologica Celular e Resposta Imunologica Humoral

Identificamos, associado a forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni, um
perfil da resposta celular do tipo 2 favoravel ao desenvolvimento de mecanismos
imunoloégicos de A.D.C.C., com aumento de IL-5, eosindfilos e eotaxina, e aparentemente sob
os efeitos moduladores de IL-10. Contudo, o perfil da resposta imunoldgica humoral, nesta
forma clinica, sugere o prejuizo destes mecanismos de A.D.C.C., uma vez que o balango
IgE/IgG4 demonstrou uma tendéncia de aumento nos niveis de IgG4 e uma diminui¢do dos
niveis de IgE, de maneira dependente da intensidade de infec¢do. Esse paradoxo pode estar
relacionado com a elevagdo dos niveis de IL-10, induzida principalmente pelos ovos do
parasito.

Velupillai et al. (1994), demonstraram que oligossacarideos ndo-antigénicos, presentes
nos ovos de S. mansoni, podem estimular células B a produzirem IL-10, o que poderia
auxiliar na supressao da produgdo de IFN-y. O efeito modulador dos elevados niveis de IL-
10, frente a infeccdo pelo S. mansoni, (Aragjo et al., 1996; Malaquias et al., 1997;
Montenegro et al., 1999, Silveira et al, 2004), além de estar envolvido no estabelecimento de
formas menos graves da esquistossomose (Aratjo et al., 1996; Malaquias et al., 1997),
poderia estar também relacionado com o aumento nos niveis dos anticorpos 1gG4.

Gascan et al., (1991) demonstraram que a producdo de IgG4 também ¢ regulada, em
um contexto antigeno-especifico, por IL-10 e IFN-y produzidos por células Th0. Em um
estudo realizado em pacientes sensiveis ao dcaro Dermatophagoides pteronyssinus, a IL-10
apresentou efeitos opostos na sintese de IgE e de IgG4, inibindo a producdo de IgE e
aumentando a de IgG4 por PBMCs estimuladas por IL-4 (Jeannin et al., 1997). Esses autores
sugeriram que a diminuicdo de IgE e o aumento de IgG4 provavelmente seja devido,
respectivamente, a influéncia de IL-10 na inibi¢do da mudanca de isotipo para IgE e no

aumento da mudanca para IgG4, induzidos por IL-4.
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Em estudos sobre filariose linfatica, Allen et al., (2001) demonstraram que a razao
IgG4/IgE era modulada pela IL-10. Em estudos realizados em camundongos infectados com
Brugia malay, MacDonald et al. (2003) demonstraram que os niveis de IgG4 diminuiam
abruptamente apds a quimioterapia. Dessa forma, a presenga dos parasitas mantinha os altos
niveis de IgG4, talvez por intermédio dos altos niveis de IL-10 (Maizels et al., 2004).

Assim sendo, a elevagdo dos niveis de IL-10, induzida principalmente por antigenos
do ovo, além de modular a resposta imunologica, poderia também estar relacionada com a
inducdo da troca de isotipos para IgG4, o que, por exemplo, acarretaria prejuizos na eficiéncia
dos mecanismos de A.D.C.C. (Dunne et al., 1993), levando a uma reducdo na expressiao da
imunidade protetora na esquistossomose (Dunne et al., 1993). Neste contexto a citocina IL-10
passaria a ser um fator de risco para o aumento na intensidade de infec¢do na esquistossomose
mansoni. Van Den Biggelaar e colaboradores (2002) demonstraram em criancas em idade
escolar infectadas com S. hematobium, monitoradas por 3 anos, que altos niveis de IL-10
foram associados como fator de risco para a reinfecg¢do. Estes autores sugeriram que os
elevados niveis de IL-10 deveriam regular a resposta Th1 destas criangas, o que resultaria em
uma menor capacidade de montar uma imunidade protetora contra a invasdo cercariana.

Nossos resultados corroboram com os destes estes autores, uma vez que encontramos
uma correlagdo positiva estatisticamente significativa entre IL-10 e IgG4 anti-SEA nos
pacientes do grupo Intestinal (Spearman r = 0,2323 e p= 0,0324) (tabela 6), sendo esta
correlagdo inexistente no grupo Negativo (ndo demonstrado). Nao encontramos correlacao
entre IL-10 e IgG4 anti-SWAP, o que pode estar relacionado com o fato dos ovos do parasito
serem um dos principais indutores na producdo de citocinas do tipo 2 (Grzych et al., 1991).
Tem sido evidenciado, também, que antigenos soluveis do ovo induzem a diferenciacdo de
células ThO, preferencialmente para células Th2 (Pearce et al., 1991; Stadecker et al, 1992;
Wynn et al., 1995).

Identificamos também, correlacdes negativas e estatisticamente significativas de IFN-y
com os anticorpos IgG4 anti-SEA (Spearman r = -0,2346 e p= 0,0307) ¢ IgG4 anti-SWAP
(Spearman r = -0,2841e p= 0,0084) no grupo Intestinal, porém, estas correlacdes nao existem
no grupo Negativo.

Em conjunto, nossos dados sugerem que, nos pacientes portadores da forma clinica
intestinal, os elevados niveis de IL-10 possivelmente sdo induzidos pelos ovos de S. mansoni.
Estes altos niveis de IL-10, ao modular a resposta imunologica evitariam a evolugdo para

formas clinicas mais graves da doenga. Por outro lado, a IL-10 induziria a troca de isotipos
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para 1gG4, acarretando uma reducdo na expressdo da imunidade protetora, possivelmente
através da diminui¢do da eficiéncia dos mecanismos de A.D.C.C., o que favoreceria o
estabelecimento e o aumento da intensidade de infec¢do nos pacientes portadores da forma

clinica intestinal da esquistossomose mansoni.

CONCLUSOES
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1) A intensidade de infeccdo influencia no estabelecimento de uma resposta imunoldégica
celular predominantemente do tipo 2, com o aumento nos niveis de IL-5, IL-10,
cosindfilos ¢ eotaxina, em pacientes portadores da forma clinica intestinal da

esquistossomose.

2) A intensidade de infeccdo influencia a resposta imunologica humoral alterando o balango
IgE/IgG4 através da elevagdo dos niveis dos anticorpos IgG4 anti-SEA e anti-SWAP e
reducdo dos niveis de IgE anti-SEA em pacientes portadores da forma clinica intestinal da

esquistossomose. Este balango possivelmente esta sob influéncia de IL-10.
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