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RESUMO

Com o objetivo de gerar novos conhecimentos acerca da interagcdo parasito-
hospedeiro, o presente trabalho avaliou parametros parasitologicos e imunolégicos
associados ao desenvolvimento do parasito no hospedeiro definitivo apds a infeccao
e reinfeccao pelo S. mansoni, nas linhagens murinas BALB/c e C57BL/6. Para tanto,
a avaliagdo dos parametros parasitologicos foi realizada utilizando animais das
linhagens BALB/c e C57BL/6 infectados e reinfectados. Os animais infectados e
reinfectados, 50 dias poés-infeccao/reinfeccdo foram perfundidos para avaliacdo da
carga parasitaria. Dois dias antes da perfusdo foi realizado o exame de fezes
utiizando as metodologias HPJ e Eclosdo de Miracidios. O numero de ovos
presentes no intestino e no figado dos animais foram determinados através da
digestdo dos o6rgédos utilizando KOH 10%. Além disso, 0 peso dos animais foi
avaliado durante todo o periodo de infec¢do, tratamento e reinfeccédo. Para realizar a
avaliacdo da resposta celular, o bagco de camundongos, de ambas as linhagens,
infectados, infectados/tratados e reinfectados, bem como de camundongos né&o
infectados, foram retirados nos dias 3, 7, 15, 30, 60, 110 e 155 pos-
infeccado/reinfeccdo para a obtencdo e cultura de esplendcitos que foram
estimulados, ou ndo, com SEA, extrato de verme adulto (AWA) e Ag. de
Esquistossémulo. Os sobrenadantes das culturas dos esplendcitos foram coletados
apos 24 (para a quantificacdo das citocinas IL-4 e TNF-a) e 72 horas (para as
citocinas IL-10, IL-17, IL-13, IFN-y) de incubacéo. Os soros dos animais infectados e
reinfectados, e de seus controles, foram obtidos nos dias 3, 7, 15, 30, 60 e 110 pods-
infecgao/reinfeccdo para a avaliagdo da resposta humoral. Foram dosados os
anticorpos IgG total, e seus subtipos IgG1 e IgG2c, especificos para SEA, AWA e
Ag. de esquistossbmulo, através da técnica de ELISA. Quanto a avaliacédo
parasitolégica, ndo foi possivel observar diferenca significativa em relagdo a carga
parasitaria pos-infeccao/reinfeccdo em camundongos de mesma linhagem, bem
como, entre os animais de linhagens diferentes. Também n&do foi observada
diferenca estatisticamente significativa no namero de ovos/miracidios nas fezes de
camundongos pos-infeccdo ou pos-reinfecgcdo em ambas as linhagens. Em relacao
ao numero de ovos retidos nos oOrgdos, observou-se diferenca estatisticamente

significativa apenas no figado. Nesse 06rgdo, os animais BALB/c reinfectados
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apresentaram um reduzido numero de ovos em relagdo aos animais BALB/c
infectados e aos C57BL/6 reinfectados. Quanto a producéo das imunoglobulinas, os
camundongos C57BL/6 reinfectados apresentaram maior producédo de IgG2c e os
animais BALB/c reinfectados maior producdo de IgGl. Camundongos C57BL/6
apresentaram um perfil misto de producdo de citocinas do tipo 1/tipo 2, com
producado das citocinas IL-10 e IL-13 ao longo de toda a infeccao/reinfeccéo, sendo
também consideravel a producao das citocinas IFN-y e TNF-a.. Os animais BALB/c
produziram as citocinas IL-13 e IL-10 ao longo de toda a infec¢éo/reinfeccao, porém
foram os Unicos a produzirem a citocina IL-4 durante todo o tempo de infecgéo e
reinfeccdo. Os resultados do nosso trabalho puderam apontar as principais
diferencas imunolégicas e parasitolégicas entre as linhagens murinas BALB/c e
C57BL/6 durante a infeccéo e/ou reinfec¢do pelo Schistosoma mansoni contribuindo
para a geracdo de novos conhecimentos acerca dos mecanismos imunolégicos
desencadeados em resposta ao desenvolvimento do parasito no hospedeiro

definitivo tanto durante infec¢cdo quanto reinfeccéo.
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ABSTRACT

In order to generate knowledge about the parasite-host interaction, this study
assessed parasitological and immunological parameters associated with the parasite
development within the definitive host, after infection and reinfection with S. mansoni,
in the murine BALB/c and C57BL/6 strains. The evaluation of parasitological
parameters was performed using infected and reinfected BALB/c and C57BL/6 mice.
Fifty days after infection/reinfection, these mice were perfused for evaluation of worm
burden. Two days before perfusion, a stool exammination was performed using HPJ
and Miracidia Eclosion methodologies. The intestine and liver of these mice were
removed during the perfusion, weighed and digested with 10% KOH to assess the
number of eggs present in those organs. Moreover, the weight of the animals was
monitored throughout the period of infection, treatment and reinfection. In order to
evaluate the cellular immune response, the spleens of infected and reinfected mice
from both strains, as well as from uninfected mice (control group) were removed on
days 3, 7, 15, 30, 60, 110 and 155 post-infection/reinfection to perform splenocyte
cultures, stimulated or not with SEA, adult worm antigen preparation (AWA) and
schistosomula antigen. The supernatants of the cultures were collected after 24 (for
quantification of IL-4 and TNF-a) and 72 hours (for IL-10, IL-17, IL-13, IFN-y) post
stimulation. Sera from infected and reinfected mice, as well as from their controls,
were obtained on days 3, 7, 15, 30, 60 and 110 post-infection/reinfection to assess
the humoral response. Total IgG, and its subtypes IgG1l and IgG2c, specifics for
SEA, AWA and schistosomula antigen, were measured by ELISA. Regarding the
parasite evaluation, no significant difference was found in worm burden recovered
from infected and reinfected mice in the same mice strain, as well as between
animals from different strains. There was also no statistically significant difference in
the number of eggs/miracidia in the stools of both strains of mice post-infection or
post-reinfection. Regarding the number of eggs retained in the organs, there was a
statistically significant difference in the number of eggs trapped in the liver..
Reinfected BALB/c mice showed a reduced number of eggs in this organ when
compared to infected BALB/c and C57BL/6 reinfected mice. Significant levels of
specific antibodies were detected in reinfected animals of both strains. It was

observed some difference in the immunoglobulins IgG1 and IgG2c production, and
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C57BL/6 reinfected mice showed higher production of IgG2c whereas BALB/c
reinfected mice showed higher production of IgG1l. C57BL/6 mice showed a mixed
type l/type 2 cytokine profile, with production of IL-10 and IL-13 throughout the
infection/reinfection, and a considerable production of cytokines IFN-y and TNF-a,
after infection and reinfection. Similarly, BALB/c mice produced IL-13 and IL-10
cytokines throughout the infection / reinfection. Furthermore, BALB/c mice were the
only ones to produce IL-4 cytokine during the period of infection and reinfection. The
results of our study pointed the major immunological and parasitological differences
between BALB/C and C57BL/6 murine strains during Schistosoma mansoni infection
and/or reinfection contributing to generate new knowledge about the immune
mechanisms triggered in response to the development of the parasite in the definitive

host during infection and reinfection.

XiX



Clarice Carvalho Alves Dissertacdo de Mestrado - Introducdo

1 INTRODUCAO

1.1 A Esquistossomose

A Esquistossomose é uma doenca parasitaria causada por trematdédeos
digenéicos de diferentes espécies do género Schistosoma, e que apresenta um
grande impacto para a saude publica mundial. Dentre as doencas tropicais
negligenciadas, a esquistossomose se destaca por apresentar uma alta taxa de
morbidade e mortalidade sendo que, somente na Africa, a doencga causa a morte de
200 mil pessoas por ano. (Hotez, et al., 2006) Em escala mundial, 207 milhfes de
pessoas sdo afetadas pela doenca e mais de 700 milhfes estdo em risco de contrai-
la (WHO, 2010). O custo para os individuos infectados pelo Schistosoma, em todo o
mundo, pode representar 10,4 milhdes de DALY (Disability Adjusted Life Years)
(PAHO/WHO, 2007).

Dentre as espécies de Schistosoma, cinco parasitam o sistema circulatério
dos seres humanos: S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi e S.
haematobium. A patologia associada as quatro primeiras espécies supracitadas esta
relacionada a formacdo de uma fibrose hepato-intestinal crénica nas pessoas
infectadas. J4 a espécie S. haematobium caracteriza uma doenca que afeta o trato
urinério dos individuos doentes (Blanchard, 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2007), a distribuicdo geogréfica
da esquistossomose abrange 74 paises, distribuidos nos continentes africano,
americanos (sul e central) e asiatico. Dentre essas regides, a Africa Subssaariana é
a mais afetada pela doenca, compreendendo 85% de todos os casos de
esquistossomose.

Causadora da esquistossomose mansoni, a espécie S. mansoni é a Unica do
género (Schistosoma) que pode ser encontrada no Brasil. No pais, as areas
endémicas para a esquistossomose mansoni abrangem territérios do Maranhao até
Minas Gerais. Alguns focos isolados da doenga se encontram nos estados do Para,
Piaui, Goias, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul (Coura e Amaral, 2004).

Nessas areas endémicas, a transmissdo da doenca ocorre através da

contaminacgao de cole¢bes de agua, por fezes de individuos doentes, em locais onde
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se encontra o hospedeiro intermediario do parasito. Nas areas endémicas para a
doenca, varios fatores econémicos, sociais e ecoldgicos tém contribuido para a
continua transmissdo da mesma ao longo dos anos. As precarias condi¢cdes de
saneamento basico, o baixo poder socioecondmico dos moradores das areas
endémicas, os habitos de vida (principalmente associados as atividades econdmicas
de pesca e agricultura), a migracdo populacional, a presenca dos hospedeiros
intermediarios do parasito e o clima, sdo exemplos de condi¢cbes que permitem a
permanéncia da transmissao da doenc¢a no Brasil (Kloos, et al., 2008; Kloos, et al.,
2010; Loureiro, 1989).

1.2 Ciclo de vida do S. mansoni

O parasito da espécie Shistosoma mansoni possui um ciclo de vida complexo,
0 qual apresenta uma fase de reproducdo assexuada dentro do hospedeiro
intermediario (caramujos pertencentes ao género Biomphalaria), e uma de
reproducdo sexuada dentro do hospedeiro vertebrado (homem ou pequenos
mamiferos).

A larva do Schistosoma mansoni, denominada cercéria, quando presente em
cole¢des hidricas, entra em contato com o hospedeiro vertebrado e, através de uma
série de eventos, consegue se fixar, invadir e migrar através da pele do hospedeiro.

A fixacdo das cercérias na pele é auxiliada pela presenca de L-arginina e pelo
calor proveniente do hospedeiro (Haas et al., 1976; Haas et al., 1997), permitindo
um contato prolongado entre parasita e hospedeiro, e assim, facilitando a
penetracdo das cercarias atraves da pele. A partir dai, as cercarias iniciam a invasao
da pele através da acédo vibratoria da cauda e da secrecdo das glandulas pré-
acetabulares, as quais possuem proteases (Haas et al., 1997). Esse processo de
invasdo da pele pelo parasito resulta em perda da cauda e em alteragbes
morfofisioldgicas, desencadeadas pelas mudancas de temperatura e osmolaridade,
transformando as cercarias em esquistossbmulos (Stirewalt, 1974). Os
esquistossébmulos, entdo, ja transformados, invadem a corrente sanguinea e sdo
levados até os pulmdes e dai, chegam até as veias do sistema porta-hepético, local
em que sofrerdo maturacdo em vermes adultos (Miller e Wilson, 1980). Estudos
avaliando a migracdo do S. mansoni, em camundongos, mostram que 0S

esquistossébmulos podem permanecer na pele do hospedeiro até o quarto dia pos-
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infeccdo, antes de serem levados aos pulmdes. A presenca de esquistossomulos
nos pulmdes e no sistema porta hepatico, por sua vez, ja é detectada a partir do
terceiro e oitavo dia pos-infeccéo, respectivamente. Estes dados revelam que a
migracao do parasita, no hospedeiro definitivo, é do tipo assincronica, se baseando
na capacidade individual de cada parasito (Barbosa et al., 1978).

Acredita-se que a maturacdo dos vermes ocorra no sistema porta-hepatico,
dentre outros motivos, pela presenca de altos niveis de nutrientes no sangue porta-
hepético (Khammo et al., 2002; Wilson et al, 1978). O amadurecimento sexual
também ocorre nesta fase, sendo o acasalamento entre os vermes macho e fémea
fundamental para o amadurecimento sexual desta ultima (Erasmus, 1986).

Os vermes adultos, acasalados, migram, contra a corrente sanguinea, até as
vénulas do mesentério do intestino e iniciam a deposi¢do dos ovos 30-40 dias pos-
infeccdo. Esses poderdo ser carreados através do fluxo sanguineo para outros
orgaos, ficando retido nestes, promovendo a formacdo de uma reacédo inflamatoria
granulomatosa ao redor dos mesmos, ou poderdo atravessar a mucosa do intestino
caindo na luz intestinal. Deste modo, 0s ovos poderdo ser eliminados juntamente
com as fezes. Quando encontram 0 meio aquatico, os miracidios, larvas presentes
em ovos maduros, eclodem devido a diferentes fatores ambientais, tais como
temperatura e luminosidade. Os miracidios livres no meio aquatico encontram com o
hospedeiro intermediario, os caramujos do género Biomphalaria, e iniciam a
penetracdo nestes moluscos com o auxilio de secre¢cdes glandulares do
terebratorium e movimentos rotatérios. Os miracidios, entdo, iniciam numerosos
processos de multiplicacdo das células germinativas originando os chamados
esporocistos primarios. Esses, por sua vez, se transformam em esporocistos
secundéarios, na segunda semana ap0s a penetracdo dos miracidios. Os
esporocistos, entdo, migram até a regido das glandulas digestivas, local onde ocorre
a liberacdo das cercarias recém produzidas pelos esporocistos secundarios (Pan,
1965). As cercarias liberadas ganham o meio aquatico, podendo infectar o
hospedeiro definitivo, fechando, assim, seu ciclo.

A figura a seguir (figura 1) resume o ciclo do Schistosoma mansoni.
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Figura 1 - O ciclo de vida do parasita Schistosoma mansoni. O esquema representa 0 complexo
ciclo de vida do Schistosoma mansoni, evidenciando a fase de reproducdo assexuada dentro do
hospedeiro intermediario (caramujos pertencentes ao género Biomphalaria), e a fase de reproducéo
sexuada dentro do hospedeiro vertebrado (homem). Fonte: adaptado de CDC:
<http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Schistosomiasis.htm>.

1.3 Estratégias para o controle da Esquistossomose

Para o controle da esquistossomose, a adocado de medidas de saneamento
basico seria 0 método profilatico ideal, o qual impediria, ndo s6 a transmissao da
esquistossomose mansoni, como também a de outras doencgas relacionadas a agua
contaminada por fezes. Gray e colaboradores (2010) acreditam que 0s programas
de controle para a esquistossomose devem abranger mdultiplos componentes,
associando o uso de quimioterapicos, ao uso de moluscicidas, a educacédo e
promocao da saude e a melhoria no saneamento basico. Porém, o precario padrao
sécioecondmico dos paises endémicos para a doenca e a falta de interesse politico
dificulta a adocéo destas medidas profilaticas. Por isso, o0 método largamente usado

para controlar a esquistossomose € a quimioterapia.
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O Praziquantel € o medicamento recomendado pela Organizacdo Mundial de
Saude, sendo 0 seu mecanismo de acdo resultante da interacdo entre o sistema
imune do hospedeiro e o farmaco (Brindley e Sher, 1987). Além disso, o
medicamento também se mostra eficiente na reducdo da morbidade em pacientes
com fibrose grave. (Martins-Leite et al., 2008) Porém, nas areas endémicas, a falta
de saneamento basico, resulta em constantes reinfec¢des dos individuos residentes
nessas areas. Tal situacdo ndo pode ser evitada pela administracdo da droga. Além
disso, a possibilidade de se selecionar parasitas resistentes ao farmaco € uma
grande preocupacdo atual, ja que existem relatos de indugdo de resisténcia do
parasita ao Praziquantel e Oxaminiquina, em experimentos realizados em
camundongos. (Fallon e Doenhoff, 1994)

Por isso, acredita-se que o desenvolvimento de uma vacina teria um grande
impacto, auxiliando os quimioterapicos no controle da esquistossomose (Oliveira et
al. 2008). A presenca de individuos resistentes a infeccdo por S. mansoni, em areas
endémicas, denominados “normais endémicos” (Correia-Oliveira et al., 1989), e a
evidéncia de resisténcia adquirida, ao longo do tempo, pelas constantes
infec¢des/tratamentos de individuos destas regides, (Caldas et al., 2000) sugerem

gue o desenvolvimento da vacina € possivel.

1.4 Aimunopatologia da Esquistossomose

No curso da infeccdo pelo Schistosoma mansoni, individuos infectados
podem apresentar duas fases distintas da doenca: a fase aguda e a fase cronica, as
quais diferem entre si em relacdo as caracteristicas clinicas e imunologicas.

A fase aguda € o estagio inicial da doenca que pode ser caracterizada por
mal-estar, febre, tosse, emagrecimento, dor abdominal e diarréia. A resposta imune
nessa fase é marcada pela producdo de altos niveis de IL-1, IL-6 e TNF-a em
pacientes recém infectados, além de induzir um quadro de eosinofilia (de Jesus, et
al., 2002).

Em geral, tanto em modelos experimentais, quanto em humanos, a resposta
imune nessa fase € similar. A mesma € marcada por um balan¢o na expressédo de
citocinas do tipo 1 e do tipo 2. No comec¢o da infeccdo, a resposta do tipo 1 &
predominante, com producéo de IFN-y, IL-2, IL-1, IL-6. ApGs o desenvolvimento do

parasito em verme adulto e o comeco da producdo de ovos, a resposta do tipo 1
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comeca a declinar, enquanto a resposta do tipo 2 (producao de IL-4, IL-13 e IL-5)
aumenta (Pearce e MacDonald, 2002; Burke, et al., 2009).

Nos individuos residentes em areas endémicas, a fase aguda da doenca nao
€ comum. A auséncia dessa fase pode ser explicada pelo fato de os individuos
dessas regibes serem sensibilizados pelo Schistosoma, ainda no atero, pela
transferéncia materna de antigenos soluveis, através da placenta, para o feto
(Carlier et al, 1980). Assim, a pré-existéncia de um padréo ou resposta do tipo 2, em
criangas de areas endémicas pré-sensibilizadas no Utero, pode fazer com que elas
sejam menos susceptiveis ao desenvolvimento do quadro inflamatério, caracteristico
da fase aguda da doenca, quando houver infeccédo (Pearce e MacDonald, 2002).

Na fase cronica, distintas manifestacfes clinicas podem se desenvolver,
sendo as mesmas relacionadas a gravidade da doenca. Na maioria dos individuos
residentes nas areas endémicas, a doenca se apresenta assintomatica, sendo esta
considerada a forma intestinal da doenca. A mesma se caracteriza pelo
aparecimento de episédios de fraqueza, fadiga, dor abdominal e diarréia. Uma
pequena percentagem da populacdo, porém, desenvolve formas clinicas mais
graves da doenca, as quais sdo denominadas como hepatointestinais ou
hepatoesplénicas. Os individuos portadores destas formas clinicas mais graves
apresentam hepatomegalia ou hepatoesplenomegalia, variados graus de fibrose
periportal, hipertensdo portal e consequente desenvolvimento de varizes esoféagicas
(Prata e Bina, 1968).

Fatores que determinam o aparecimento das diferentes manifestacdes
clinicas ainda ndo sdo completamente entendidos. Sabe-se que a intensidade da
infeccdo estad diretamente relacionada ao aparecimento de formas clinicas mais
graves da doenca, sendo que uma elevada carga parasitaria implica no
desenvolvimento da forma hepatoesplénica da doenca (Bina e Prata, 2003). Porém,
a intensidade da infeccdo ndo € o Unico fator responsavel por determinar a
gravidade da doenca, ja que em areas hiperendémicas a percentagem de individuos
com formas graves é pequena (Bina e Prata, 2003).

Essas diferentes manifestacfes clinicas se desenvolvem em decorréncia da
presenca dos ovos das fémeas do verme nos tecidos do hospedeiro, principalmente
figado e intestino, que irdo induzir a formacédo de granulomas ao redor destes ovos
(Caldas et al, 2008). O granuloma é caracterizado por ser uma reacgao inflamatoria

focal, constituida por uma variedade de células mononucleares fagociticas e outros
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tipos celulares, dispostos de forma organizada (Lenzi et al.,, 1998).Um hospedeiro
imunocompetente monta uma resposta contra os ovos do parasita com o
desenvolvimento de uma vigorosa reacdo granulomatosa ao redor dos ovos. Essa
resposta sequestra 0s antigenos produzidos pelos ovos, sendo, portanto, benéfica
para o hospedeiro, mas, por outro lado, promove uma intensa reacao inflamatoria,
podendo levar a uma grave fibrose hepatica e hipertensao porta.

No classico trabalho, realizado por Lenzi e colaboradores (1998), utilizando
camundongos Swiss,foi possivel descrever de forma detalhada as diferentes fases
do granuloma, bem como suas caracteristicas. De acordo com o estudo, sdo dois os
estagios do granuloma: o estagio pré-granulomatoso e o estagio granulomatoso. O
estagio pré-granulomatoso, € caracterizado pelo preparo do espaco, ao redor do ovo
do parasita, para o estabelecimento e organizagdo da reacédo granulomatosa, com
destruicdo focal das paredes dos vasos envolvidos e/ou parénquima adjacente e
presenca abundante de eosindfilos e macrofagos. Tal estagio pode ser subdividido
em: estagio pré-granulomatoso de reatividade fraca ou inicial e estagio pré-
granulomatoso exsudativo. Ja o estagio granulomatoso é subdividido em trés fases:
exsudativo-produtivo, produtivo e involucional (involucional com dissociacdo das
fibras colagenas, involucional com camada de colageno espessa, involucional com
camada de colageno fina e involucional com pigmento macrofagico). Ao longo da
evolucdo do granuloma, através destas fases, células, tais como, macrofago,
neutroéfilos, eosinéfilos, mastocitos, fibroblastos, células epitelidides, células gigantes
e linfocitos, se dispdem ao redor do ovo em diferentes zonas, envoltas por uma
matriz extracelular rica em fibras colagenas, as quais, no inicio estdo dispostas em
malha e que, com o desenvolvimento do granuloma se dispbem de forma
concéntrica. No estagio involucional ocorre a degradacgdo da matriz extracelular.

Apés uma breve andlise dos trabalhos relacionados ao estudo da resposta
imune, frente a infeccdo pelo S. mansoni, é curioso notar que o padrdo da resposta
imune pode ser bem variado entre os individuos, de acordo com as manifestacfes
clinicas. Gazzinelli e colaboradores (1987), demonstraram que a resposta imune de
pacientes em fase aguda apresentam alta reatividade contra antigeno soltvel de ovo
(SEA) e baixa reatividade contra antigeno soltuvel de verme adulto (SWAP). O
contrario ocorre em pacientes cronicos intestinais, 0os quais apresentam fraca
reatividade contra SEA. Esta perda de reatividade aos antigenos do SEA ao longo

da infeccdo, esta relacionada a mecanismos supressores desenvolvidos durante a
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fase cronica. Porém, pacientes portadores das formas hepatointestinal e
hepatoesplénica compensada, apresentam altos niveis de resposta ao SEA,
enquanto que pacientes apresentando a forma hepatoesplénica descompensada
apresentam uma reduzida resposta ao SEA. Dessa forma, a patologia grave é
encontrada em pacientes incapazes de modular a resposta imune contra antigenos
do SEA.

O padrao de producéo de citocinas ao longo da infeccdo pelo S. mansoni
também pode ser diversificado, de acordo com as formas clinicas da doenga. Um
estudo realizado por Teixeira-Carvalho e colaboradores (2008), o qual avaliou a
resposta imune de pacientes portadores de diferentes formas clinicas da doenca
demonstrou que as PBMC desses individuos, quando estimuladas por SEA,
produziam um padrdo de citocinas diferenciado. Individuos apresentando a forma
intestinal produziram niveis significativos de IL-4 e IL-5 em relacdo aos pacientes
hepatoesplénicos. Além disso, esses mesmos individuos produziram maiores niveis
de IL-10 do que os pacientes fibroticos e hepatoesplénicos. Estes resultados
reforcaram o ja descrito papel imunoregulador da citocina IL-10.

Uma revisao realizada por Burke e colaboradores (2009) dos varios estudos
desenvolvidos com esquistossomose humana evidencia esta afirmativa. Pacientes
com esquistossomose intestinal apresentam uma resposta mista do tipol/tipo2 com
altos niveis de IL-4 em comparacdo aos individuos com doenca aguda. Pacientes
com fibrose hepética exibem um aumento crescente no numero de células T
produzindo IL-4 e IL-5, mas apresentam uma diminui¢cdo da producéo de IL-10 por
células T em relagcdo aos pacientes cronicos intestinais. Em pacientes com
esquistossomose hepatoesplénica sdo produzidos altos niveis de IFN-y e baixos
niveis de IL-10.

Estudos em modelos experimentais e humanos indicam que a interleucina-13
(IL-13) desempenha um importante papel no desenvolvimento da fibrose,
estimulando a formacdo do colageno, enquanto o interferon-y (IFN-y) exerce um
efeito contrario ao da IL-13, por inibir a sintese e a deposi¢do do colageno, sendo,
portanto, uma citocina antifibrogénica (Martins-Leite et al., 2008; Caldas et al, 2008).
A regulacdo da fibrose durante a esquistossomose € complexa. Pacientes com
fiborose grave apresentam altos niveis de TNF-a, IL-5, IL-10 e IL-13, enquanto
pacientes que apresentam pouca fibrose produzem altos niveis de IFN-y. (de Jesus
et al, 2004; Henri, et al., 2002). Um estudo feito por Morais e colaboradores (2008),
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em pacientes com esquistossomose aguda e crénica, demonstrou que 0s niveis de
IFN-y em pacientes agudos foram menores, em relacdo aos individuos cronicos
hepatoesplénicos. Os autores acreditam que o aumento do IFN-y, na fase cronica,
ndo esta relacionado a causa da gravidade da doencga, mas sim, ao controle da
progressdo da doenca em formas mais graves.

Outra citocina que tem sido associada a formacédo da fibrose hepatica € a
interleucina IL-17. Estudos em modelos murinos demonstraram que apos a
neutralizagdo da IL-17, ha numa reducdo significativa da inflamagédo hepética.
Camundongos CBA infectados, que desenvolvem naturalmente uma grave patologia,
produzem niveis elevados da citocina IL-17.(Rutitzky & Stadecker, 2006)

Outra citocina importante na infeccéo pelo S. mansoni € a IL-10. Ao contrario
das citocinas IL-13 e IL-17 que s&o responsaveis pelos quadros graves da
esquistossomose, a IL-10 tem um papel importante na modulacdo da resposta
imune, impedindo o agravamento da doencaVarios estudos ja comprovaram o papel
regulador da citocina IL-10. Um trabalho realizado por Araujo e colaboradores (1996)
demonstra que em culturas de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
de individuos infectados moradores de areas endémicas quando adicionada a
citocina IL-10, houve supresséo da proliferacdo de linfécitos e da producéao de IFN-y,
em resposta ao SWAP, indicando o papel regulador da IL-10. Outro trabalho
realizado por Malaquias e colaboradores (1997), estudou o papel da IL-10 na
resposta proliferativa de PBMC de pacientes infectados, utilizando SWAP e SEA. O
mesmo pdde demonstrar que blogueando a acdo da IL-10, pela adicdo de anticorpos
monoclonais anti-IL-10, a resposta proliferativa de PBMC aumenta em individuos
com esquistossomose cronica intestinal. O contrario acontece com individuos em
fase aguda ou portadores de doenca cronica com complicacdes hepatoesplénicas,
em que ndo se observa nenhum efeito apds adicdo de anti IL-10 na cultura de
PBMC. Isso sugere que a IL-10 é importante na modulacao da resposta do tipo 2 em
pacientes assintomaticos crénicos. Mais tarde, em um estudo realizado pelo mesmo
grupo, foi avaliado o papel da IL-10 na formacdo do granuloma in vitro utilizando
PBMC de pacientes de diferentes formas clinicas incubados com beads recobertas
por SEA. Os resultados demonstraram que a adi¢ao de anticorpo monoclonal anti-IL-
10 na cultura de PBMC de individuos agudos nao resultou em alteracdo significativa
do tamanho do granuloma, porém, na cultura de PBMC de individuos com a forma

cronica intestinal houve um aumento do tamanho do granuloma, demonstrando que

28



Clarice Carvalho Alves Dissertacdo de Mestrado - Introducdo

a citocina IL-10 tem importante papel no controle da morbidade da doenca (Falcao et
al., 1998)

Acredita-se que a IL-10 diminua a proliferacéo celular por inibir a expresséo
da molécula de MHC de classe Il ou da molécula coestimuladora B7 (Mahanty e
Nutman, 1995). Além disso, um estudo feito por Sadler e colaboradores (2003) com
camundongos deficientes em IL-10 mostrou que a citocina tem papel fundamental na
transicdo da fase aguda da doenca para a cronica, ja que a mesma desencadeia a
transicéo entre o estado de grande proliferagéo celular e producéo de citocinas (fase
aguda), para um estado hiporresponsivo (fase crénica). Uma vez estabelecida essa
situacdo, outros fatores podem contribuir para a manutencdo desse estado.
Portanto, na fase cronica, a resposta do tipo 2, tanto em murinos quanto em
humanos, é modulada pela IL-10 (Abath et al, 2006).

Individuos moradores de areas endémicas, constantemente, sdo afetados por
novas infecgdes pelo S. mansoni, por isso o estudo da resposta imune decorrente da
reinfeccao pelo parasito é importante para ampliar o conhecimento da imunobiologia
da doenca. Nesse sentido, Farah e colaboradores (2000) estudaram a resposta
imune em camundongos primoinfectados e tratados, apdés uma segunda infecgéo,
avaliando a producao de citocinas e imunoglobulinas, e o tamanho dos granulomas
formados. Os autores observaram uma reducéo importante da morbidade da doenca
durante a reinfeccdo, além disso, o perfil de citocinas produzidos por esplendcitos
apos a reinfeccdo, quando estimulados com SEA, foi influenciado pelos padrdes da
exposicao primaria de cercarias: camundongos previamente infectados com uma
Unica grande dose de cercaria e, em seguida, tratados, desenvolveram uma
resposta do tipo 1 dominante, com elevada producéo de IFN-y. Em contrapartida,
camundongos expostos a pequenas doses de cercarias na infeccdo anterior,
desenvolvem uma elevada resposta do tipo 2, principalmente pela producédo de IL-5.

Trabalhos relacionados a resposta imunolégica frente a reinfeccdo pelo
parasita, em humanos e camundongos, indicam que a resposta do tipo 2 esta
associada com a resisténcia a reinfeccdo pelo Schistosoma (Caldas et al, 2008;
Farah et al., 2000). Do mesmo modo, altos niveis de IgE, especifico para antigenos
do parasita, estdo associados aos casos de resisténcia a reinfeccéo. Foi observado
que os niveis de IgE anti SWAP, aumentam apdés tratamento (Walter et. al., 2006).
Nas areas endémicas, onde as reinfec¢cdes sdo constantes, os individuos adultos

apresentam maior resisténcia a estas reinfeccbes do que as criangas, ja que
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apresentam um maior nivel de Igg (Walter et. al., 2006; Dunne et. al, 1992). Um
importante mecanismo envolvido na eliminacdo do parasita € mediado por IgE e
eosindfilos. Na presenca de IgE, eosinofilos podem matar e eliminar larvas de S.
mansoni pelo processo de citotoxicidade dependente de anticorpos (ADCC) (Nutten
et. al.,1997). Diferentemente de IgE, o isotipo IgG4 bloqueia a ADCC independente
do estado de ativacdo de eosindfilos e, por isso, 0 mesmo tem sido associado a
suscetibilidade a reinfeccao (Khalife et. al.,1989). Os niveis de IgG4 contra SEA é
maior em individuos com fibrose, se comparado aos individuos com
esquistossomose menos grave (Silveira et. al., 2002).

A diversidade de tipos de respostas imunolédgicas encontradas nos individuos
infectados pelo S. mansoni reflete a complexidade do ciclo de vida do parasito. O
desenvolvimento do S. mansoni € caracterizado pela presenca de diferentes formas
evolutivas do parasita, os quais ocupam diferentes nichos dentro do hospedeiro
definitivo. Esse processo implica na formacdo de uma, também, complexa e
diversificada resposta imune por parte do hospedeiro em resposta a presenca do
parasito. Nesse sentido, os trabalhos voltados a avaliagdo da resposta imune frente
a infeccdo pelo S. mansoni, se mostram de grande importancia para o melhor
entendimento dessa complexa relacdo parasito-hospedeiro o que, por sua vez,

podera trazer importantes informacgdes acerca do controle da infeccéo.

1.5 Camundongos como modelos experimentais no estudo da

Esquistossomose

Estudos realizados com o objetivo de se entender as peculiaridades que
perfazem a biologia do Schistosoma mansoni e sua complexa interagdo com seus
hospedeiros, requerem, inevitavelmente, o uso de animais experimentais.
Caracteristicas anatomopatoldgicas, patofisiolégicas e imunoldgicas decorrentes da
infecgao por S. mansoni foram, e sdo, intensamente estudadas utilizando animais de
laboratorio, principalmente, roedores e primatas, ja que diversas questdes éticas e
metodologicas impedem o uso de seres humanos em estudos acerca de tais
caracteristicas (Cheever et al., 2002; Farah et al., 2001).

Os roedores, principalmente camundongos isogénicos (inbred), tém sido os

animais de escolha para o estudo da esquistossomose experimental, pois sdo de
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facil obtencéo, reproduzem-se facilmente e sédo susceptiveis a infeccdo experimental
(Cheever et al., 2002).

A linhagem C57BL/6 é a mais usada dentre as linhagens isogénicas e foi a
primeira a ter seu genoma sequenciado. E utilizada em vérias areas da pesquisa,
incluindo a biologia cardiovascular, diabetes, obesidade, neurobiologia, genética e
imunologia. As caracteristicas da linhagem compreendem: uma alta suscetibilidade a
obesidade induzida por dieta, diabetes tipo 2 e aterosclerose; baixa densidade
6ssea; haplético MHC do tipo H-2° e perda tardia de audicdo. Em relacdo as
doencas infecciosas, a linhagem C57BL/6 apresenta resisténcia ao desenvolvimento
da cardiopatia cronica apos infecgdo pelo Trypanosoma cruzi, e as infeccées por
Leishmania e Herpes simplex virus, e apresenta alta suscetibilidade ao Plasmodium
berghei e a hepatite murina (virus tipo 3) (The Jackson Laboratory, 1998).

A linhagem BALB/c também representa uma das linhagens inbred mais
utilizadas na pesquisa. A mesma é bem conhecida pela producao de plasmacitomas,
apos injecao de o6leo mineral, os quais formam a base da producdo de anticorpos
monoclonais. Dentre as caracteristicas gerais da linhagem estdo: a presenca do
haplético MHC do tipo H-2% e o desenvolvimento de canceres de pulmao e renal no
final da vida. Os camundongos BALB/c ainda apresentam relativa resisténcia por
infecgbes naturais por helmintos intestinais e pela infec¢éo por Plasmodium berghei,
e € suscetivel ao desenvolvimento da cardiopatia cronica em decorréncia da
infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, e as infeccdes por Leishmania e hepatite murina
(virus tipo 3) (The Jackson Laboratory, 1998).

Em relacdo a infeccdo pelo S. mansoni, os camundongos C57BL/6 e BALB/c
apresentam uma moderada patologia, com leves lesdes granulomatosas (Stadecker
et al., 2004). Apesar de possuirem varias semelhancas com os seres humanos em
relacdo as caracteristicas da inflamacdo granulomatosa e da resposta imune frente a
infeccdo por S. mansoni, os camundongos apresentam varias diferencas que
necessitam ser consideradas. (Abdul-Ghani eHassan, 2010)

Para Abath e colaboradores (2006) e Cheever e colaboradores (2002), dentre
essas diferencas, estdo as caracteristicas relacionadas a cronicidade da doenca,
quantidade e qualidade da infeccdo e fatores genéticos. A intensidade da infeccéo
na esquistossomose experimental €, em geral, muito alta, e feita em uma unica
exposicdo ao parasito, ao contrario da maioria das infec¢bes humanas que é

adquirida, gradualmente, através dos anos. Além disso, o tempo e a dose da
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infeccdo sdo bem determinados nos modelos experimentais, fato dificil de definir nos
humanos. A cronicidade da doenca nos humanos também nédo pode ser bem
reproduzida na maioria dos modelos experimentais. Mesmo que uma ou duas
semanas de vida em camundongos possa representar um ano de vida em humanos,
o calculo de equivaléncia néo € certo. Outra diferenca € que o background genético
da populacdo humana € extremamente heterogéneo, ao contrario dos animais
utilizados nos experimentos, 0s quais, em sua maioria, sdo animais inbred. Além
disso, a maioria dos humanos expostos ao parasito nasce de maes que ja tiveram
ou estdo com esquistossomose, 0 que € incomum nos modelos experimentais.
Apesar das diferencas, o uso de modelos experimentais, principalmente
camundongos, € extremamente necessario ao continuo processo de busca por
novos conhecimentos sobre a esquistossomose, principalmente, aqueles ligados ao
controle da doenca, a pesquisa por novas drogas e ao desenvolvimento de vacinas.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos no entendimento da imunobiologia da esquistossomose,
o controle da doenca ainda é um constante desafio para as instituicbes de saude de
paises onde a doenca é endémica. Excluindo os fatores socioecondmicos, as
dificuldades no controle da doenca podem estar relacionadas a complexa natureza
do Schistosoma mansoni e a sua, ainda mais complexa, interacdo com o0
hospedeiro. O Schistosoma mansoni, quando presente no hospedeiro definitivo,
passa por diferentes estagios de desenvolvimento até chegar a fase adulta. Tais
estagios ocupam diferentes nichos dentro do hospedeiro.

Os esquistossémulos, primeira fase presente no hospedeiro definitivo, apés
sairem da pele, migram para os pulmdes, e de la, para o sistema porta-hepatico.
Nesse ultimo, os esquistossémulos se desenvolvem em vermes adultos, e, entéo,
migram para as veias mesentéricas, onde ocorre a deposi¢cdo dos ovos do parasito,
0S quais, através da corrente sanguinea, se direcionam para outros 6rgaos. Assim,
as trés fases de desenvolvimento do parasito, esquistossémulo, verme adulto e ovo,
ocupam multiplos sitios anatémicos, 0s quais apresentam especificas caracteristicas
morfoldgicas, e induzem a uma variada resposta imunoldgica.

Com o proposito de alcancar o conhecimento dos fatores que permeiam esta
complexa interacdo parasito-hospedeiro e 0s mecanismos pelos quais o parasito
consegue evadir o sistema imune para sua sobrevivéncia, muitos estudos tém sido
realizados. Em tais estudos, o uso de modelos experimentais se mostra essencial,
na medida em que as limitagdes éticas e metodoldgicas impedem a utilizacdo de
seres humanos. Desta maneira, modelos experimentais, principalmente
camundongos, frequentemente tém sido utilizados em pesquisas na area da
esquistossomose. Semelhangas entre a esquistossomose murina e experimental,
relacionadas as caracteristicas da inflamacédo granulomatosa e da resposta imune,
legitimam o uso destes animais em tais pesquisas.

Além do estudo dos fatores relacionados a infec¢do pelo S. mansoni, € de
grande relevancia a avaliacdo dos fatores imunobiolégicos decorrentes da
reinfeccdo pelo parasito, jA que nas areas endémicas, a presenca constante do S.

mansoni torna, os moradores destas regides, suscetiveis a diversas reinfecgbes ao
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longo da vida. Assim, os estudos destinados a avaliagdo da reinfeccdo se faz
importante para transpor a realidade vivida por essas populacbes na
esquistossomose expermental.

Com base nas discussdes apresentadas, é de extrema relevancia o estudo da
resposta imunoldgica desencadeada pela infeccao e reinfeccéo pelo S. mansoni em
modelos experimentais de distintas linhagens, a fim de identificar diferencas entre as
linhagens capazes de justificar a escolha de cada uma delas em estudos de
imunidade induzida por vacina ou de terapéutica com drogas. Nesse sentido, o
presente trabalho objetiva estudar a resposta imune na infeccéo e reinfeccéo pelo S.
mansoni em duas linhagens murinas distintas, rotineiramente utilizadas na pesquisa:
BALB/c e C57BL/6.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os parametros celulares e humorais da resposta imune, bem como os
parametros parasitologicos, associados ao desenvolvimento do parasito no
hospedeiro definitivo apos a infeccdo e reinfeccdo pelo S. mansoni, nas linhagens
murinas BALB/c e C57BL/6.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a carga parasitaria resultante da infeccdo e reinfeccdo pelo S.
mansoni, através da determinagdo do numero de vermes recuperados por perfusdo
e numero de ovos nas fezes, no figado e intestino, das linhagens BALB/c e
C57BL/6.

- Avaliar o perfil de imunoglobulinas, através de LISA, produzidas em resposta
a infeccdo e reinfeccdo pelo S. mansoni, utilizando soro de camundongos das
linhagens C57BL/6 e BALB/c nos tempos 3, 7, 15, 30, 60, 110 dias pos-

infeccéo/reinfeccéao.
- Avaliar o perfil de citocinas, produzidos por esplendcitos de camundongos

BALB/c e C57BL/6, 3, 7, 15, 30, 60, 110 e 155 dias apoés infecgéo e reinfeccao pelo

Schistosoma mansoni.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas das linhagens C57BL/6, BALB/c e
Swiss webster provenientes do Biotério de Producédo (BIOT) do Cento de Pesquisas
René Rachou (CPgRR), com aproximadamente, 6 semanas de idade, para as
linhagens C57BL/6 e BALB/c, e 8 semanas para os camundongos Swiss. Os
mesmos foram mantidos no Biotério de Experimentacdo (BIOTEX) do CPgRR.

Os procedimentos utilizados neste projeto que requereram O uso de
camundongos foram licenciados pela Comissédo de Etica de Uso de Animais (CEUA)
da FIOCRUZ, sob a licenga n® LW-17/09 (anexo 1).

4.2 Cepa de Schistosoma mansoni

Para a realizagdo dos experimentos, foi utilizada a cepa LE (Belo Horizonte,
Brasil) de S. mansoni. A mesma foi fornecida pelo Moluscario do Centro de
Pesquisas René Rachou (CPgRR), onde € mantida por passagem em caramujo
Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss ou Balb-c. As cercarias foram obtidas
atraves da exposicao de caramujos infectados a luz por 1 a 2 horas, a fim de permitir

a liberacédo das mesmas.

4.3 Grupos experimentais

Os camundongos foram divididos em dois grandes grupos experimentais: A e
B (tabela 1). Os animais pertencentes ao grupo A foram utilizados para os estudos
da resposta imune, frente a infeccao e reinfeccdo pelo S. mansoni. Ja os animais do
grupo B foram utilizados para os estudos parasitologicos nas situacdes de infeccao e
reinfeccdo pelo parasito. A figura a seguir (figura 2) demonstra o delineamento

experimental.
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Tabela 1 — Grupos experimentais

Grupo Subgrupo Infecgéo Tratamento Reinfeccgéo N° de
30 cercarias Praziquantel 30 cercarias animais
400mg/Kg
CNI — Camundongos
C57BL/6 ndo 35
infectados
Cl — Camundongos X 35

C57BL/6 infectados

CIT — camundongos
C57BL/6 infectados e

A tratados X X 35
CRI — Camundongos X X X 35
C57BL/6 reinfectados
BNI — Camundongos 35
Balb/c ndo infectados
Bl — Camundongos X 35
BALB/c infectados
BIT — camundongos
BALB/c infectados e X X 35
tratados
BRI — Camundongos X X X 35
BALB/c reinfectados
Cl — Camundongos X 15
C57BL/6 infectados
CRI — Camundongos X X X 15
C57BL/6 reinfectados

B
Bl — Camundongos X 15
BALB/c infectados
BRI — Camundongos X X X 15

BALB/c reinfectados
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Figura 2 -Desenho experimental dos ensaios relacionados a avaliacdo imunolégica (A) e a
avaliacdo parasitoldgica (B). Os animais dos subgrupos Cl e Bl (C57BL/6 e BALB/c infectados), do
grupo A, foram infectados, e nos dias 3, 7, 15, 30, 60, 110 e 155 pds-infeccao foram utilizados para
avaliacéo imunolodgica. Os subgrupos CRI e BRI (C57BL/6 e BALBI/c reinfectados) foram infectados,
tratados (45 dias pos-infecgéo) e reinfectados (35 dias pds-tratamento), para serem avaliados quanto
as caracteristicas imunolégicas nos dias 3, 7, 15, 30, 60, 110 e 155 pés-reinfecgdo. Ja os subgrupos
CIT e BIT (C57BL/6 e BALB/c infectados e tratados) foram infectados e tratados 45 dias pds-infeccao,
sendo a avaliacdo imunoldgica realizada nos dias 38,42, 50, 65, 95, 145 e 190 pos-tratamento
(correspondente aos dias 3, 7, 15, 30, 60, 110 e 155 pds-reinfeccdo dos subgrupos CRI e BRI). No
grupo B, os animais dos subgrupos CIl e BI foram infectados e avaliados quanto as caracteristicas
parasitoldgicas, 50 dias pos-infec¢do. J& os animais dos subgrupos CRI e BRI, do grupo B, foram
infectados, tratados (45 dias pés-infeccdo) e reinfectados (35 dias pds-tratamento), para a realizagdo
da avaliacao parasitologica.
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4.4 Infecgcdo dos animais

A infeccdo dos grupos de camundongos, descritos em 4.3, foi realizada pela
via percutanea cuja escolha se justifica pois a mesma mimetiza a via de infeccdo em
seres humanos. Para realizacdo da infeccédo percutanea, um dia antes da infeccéo,
0s camundongos tiveram os pelos da regido abdominal removidos com o auxilio de
uma gilete. Apos a remocéao dos pelos, os camundongos foram mantidos em gaiolas
sem maravalha, contendo uma grade que os separava do fundo da gaiola onde
ficam depositadas as fezes e urina dos mesmos. No momento da infec¢do, os
animais foram anestesiados com uma mistura dos anestésicos Cloridrato de Xilasina
(na dosagem de 10mg/kg) e Cloridrato de Ketamina (115mg/Kg), via intraperitoneal,
e imobilizados com as patas presas a mesa, com auxilio de esparadrapo. Em
seguida, foi colocado sobre o abdémen dos animais uma placa de acrilico perfurada
no centro onde foi depositado 200ul de uma solugdo contendo, aproximadamente,
30 cercarias de S. mansoni da cepa LE. Apos o periodo de 1 hora, foram retirados o
esparadrapo e a placa de acrilico, e os camundongos colocados de volta na gaiola
sobre a grade de metal, conforme descrito anteriomente. Apenas no dia seguinte os

camundongos foram colocados em gaiolas contendo maravalha.

4.5 Tratamento dos animais

Decorridos 45 dias da infeccdo, os animais descritos em 4.3, selecionados
para receber tratamento, foram tratados com dose Unica de 400mg/kg de peso de
Praziquantel. Os comprimidos de Praziquantel foram pesados e, posteriormente, foi
realizado o calculo do fator de correcéo (considerando-se apenas o principio ativo,
excluindo-se o excipiente). Com ajuda de pistilo, os comprimidos foram macerados e
diluidos em agua. A droga foi administrada com auxilio de uma seringa de insulina
acoplada a uma agulha especial para gavagem, em aco inox, com 3 cm de
comprimento e 1,2 mm de diametro, permitindo que o liquido fosse injetado

diretamente no estbmago do animal.
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4.6 Obtencao de antigenos

Antigenos de diferentes fases de desenvolvimento do S. mansoni no
hospedeiro definitivo: ovo (SEA), esquistossomulo (Ag. de esquistossdomulo) e verme
adulto (AWA), foram preparados para serem utilizados, nos experimentos de
avaliacdo imunoldgica, como estimulos nos experimentos de cultura de esplendcitos

e nos ELISAs dos camundongos do grupo A, descritos em 4.3.

4.6.1 SEA e AWA

Foram utilizados 300 camundongos Swiss fémeas de 8 semanas, as quais
foram infectadas com 100 cercarias do S. mansoni, por via subcutanea. Para essa
infeccdo, as cercarias obtidas como descrito em 4.2, foram contadas e ajustadas
para que em 200 pL de solucdo fossem encontradas, aproximadamente, 100
cercarias. A inoculacao foi realizada no dorso dos camundongos com auxilio de uma
seringa de vidro acoplada a uma agulha de 21 G. Cinquenta dias apés a infec¢ao, os
camundongos foram eutanasiados por descolamento cervical, e foi realizada a
perfusdo do sistema porta hepatico, segundo a técnica descrita por Pellegrino e
Siqueira (1956). Resumidamente, a perfusdo € realizada expondo o contetudo
visceral e separando figado e mesentério pela seccdo da ligadura da veia renal e a
veia porta. Com o auxilio de uma agulha, acoplada a um pipetador automético
(Brewer), solucdo salina 0,85% heparinizada foi injetada na aorta descendente,
permitindo, assim, a perfusdo do sistema porta e das veias mesentéricas,
recuperando-se os vermes presentes. Durante a perfusdo, também foram retirados
os figados dos camundongos contendo ovos de S. mansoni. Os vermes adultos
recuperados na perfusédo foram processados para a obtencdo do antigeno AWA. Em
resumo, a técnica de obtencdo do AWA consiste em triturar os vermes adultos para
obtencdo dos antigenos. Os vermes foram triturados com o auxilio de um
homogeneizador de tecidos (Virtiz) por trinta segundos por trinta e seis vezes,
alternando com descanso no gelo por sessenta segundos. A suspensao entao foi
centrifugada (4°C/1h/340g) e o sobrenadante dialisado (salina 0,9%, por 48h/4°C).
ApoOs a dialise o material foi novamente centrifugado (4°C/15 min./1258g) e o
sobrenadante, contendo os antigenos foi recolhido para ser esterilizado e dosado.

J& os figados dos animais, contendo ovos, foram utilizados para a obtencdo do
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antigeno SEA, segundo Carter e Colley (1978). Neste processo os figados foram
triturados com salina (0,85%) em liquidificador, sendo que a massa obtida foi
passada em 4 peneiras com poros de diferentes espessuras e lavada com salina,
através de processo de sedimentacdo, até que restassem somente ovos no
sedimento. Logo apds, os ovos foram triturados, com o auxilio de um
homogeneizador de tecidos (Virtiz) por quarenta minutos, no gelo, e centrifugados
(4°C/1h/3409g). Apos centrifugado, o sobrenadante, contendo o SEA, foi dialisado
(salina 0,9%, por 48h/4°C), esterilizado e dosado. Ambos os antigenos (AWA e SEA)
foram esterilizados através de filtragem por filtro de seringa de 0,2fm e dosados
através do metodo de Bradford (1976).

4.6.2 Antigeno de esquistossdémulo

Para o preparo do antigeno de esquistossomulo, cercarias foram obtidas
conforme a descricdo em 4.2, e processadas para que as mesmas pudessem
transformar em esquistossémulos, pelo método descrito por Ramalho-Pinto e
colaboradores (1974). Apos a transformacdo, o antigeno de esquistossémulo foi
preparado através da mesma técnica utilizada para a obtencdo do antigeno AWA,
conforme descricdo em 4.6.1. O antigeno foi esterilizado através de filtragem por

filtro de seringa de 0,22 um e dosado através do método de Bradford (1976).

4.7 Avaliacao parasitologica

A fim de comparar aspectos parasitoldégicos, quanto ao numero de vermes
recuperados, numero de ovos nas fezes e tecidos e alteracbes no peso corporal dos
animais, apos a infeccdo e reinfeccdo pelo S. mansoni nas linhagens Balb-c e

C57BL-6, foram utilizados os animais do grupo B, descrito em 4.3.
4.7.1 Numero de vermes recuperados
Cinquenta dias apds a infeccao/reinfeccdo, os camundongos foram

eutanasiados por descolamento cervical, e foi realizada a perfusdo do sistema porta

hepatico desses animais, segundo a técnica descrita por Pellegrino e Siqueira
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(1956). Os vermes recuperados foram contados com auxilio de uma lupa,

separando-os em machos e fémeas.

4.7.2 NUmero de ovos

4.7.2.1 HPJ

Este método, descrito por Hoffman, Pons e Janner (1934), consiste em avaliar
0 numero de ovos presentes nas fezes dos camundongos. Fezes frescas dos
animais do grupo B, descritos em 4.3, foram colhidas no dia do exame, sendo
utilizados 0,5g de fezes para cada subgrupo. As fezes foram colocadas em um
calice contendo agua desclorada e formol 10%. As mesmas foram trituradas com o
auxilio de um bastonete de aluminio e coadas em uma gaze dobrada 4 vezes. O
volume do calice foi completado com agua desclorada e formol 10%, e deixado por
uma hora para a sedimentacdo dos ovos. Apds este tempo, 0 sobrenadante foi
descartado e novamente, ao recipiente, foi adicionado agua desclorada e formol
10%, deixando sedimentar por mais 40 minutos. Por fim, o sobrenadante foi
descartado e a contagem do numero de ovos, de todo o sedimento, foi realizada ao
microscopio de luz.

Este procedimento foi realizado por trés dias consecutivos, antes da perfusao
realizada para a recuperagdo de vermes presentes no sistema porta hepatico,

descritaem 4.7.1.

4.7.2.2 Eclosao de Miracidios

Fezes frescas dos animais do grupo B, descritos em 4.3, foram colhidas no
dia do exame, sendo utilizados 0,59 de fezes para cada subgrupo. Este
procedimento foi realizado segundo a técnica descrita por Juberg e colaboradores
(2008), no qual as fezes foram trituradas com o auxilio de um bastonete de aluminio
e colocadas em um cdlice contendo agua desclorada. Essa mistura, entdo, foi
transportada para um Kitasato, sendo, o volume do mesmo, completado com agua
desclorada a 28°C. Esse recipiente foi exposto a luz por quinze minutos. Apos esse
periodo, o Kitasato foi colocado em uma caixa de madeira propria, totalmente
vedada, a fim de evitar a entrada de luz por qualquer outro lugar que néo fosse
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apenas o container coletor. A caixa contendo o Kitasato foi exposta a luz por duas
horas para que os miracidios eclodidos pudessem se direcionar ao container coletor,
onde foram acondicionados. Os miracidios, entdo, foram coletados por pipetagem e
depositados em uma placa escavada (placa de Kline) e contados na lupa.

Esse procedimento foi realizado juntamente com o método de HPJ, descrito
em4.7.2.1.

4.7.2.3 Numero de ovos contidos no figado e intestino

Durante a perfusdo, descrita em 4.7.1, também foi retirado o figado e o
intestino de cada camundongo. Esses 6rgaos foram pesados e acondicionados em
um béquer com KOH 10% overnight a 4°C. No dia seguinte, os mesmos foram
incubados a 37°C durante meia hora em banho-maria. Os 6rgdos digeridos foram
centrifugados por cinco minutos a 395g, sendo o sobrenadante descartado e o
sedimento ressuspendido em salina 0,85%. Esta etapa foi repetida por trés vezes.
Apés a ultima centrifugacédo, ressuspendeu-se o sedimento em 1mL de salina 0,85%
e 0 numero de ovos foi contado com o auxilio de um microscépio de luz. Foram
realizadas trés contagens de 10 pL da solucéo de cada 6rgéo a fim de se determinar

0 numero de ovos por grama de tecido.

4.7.2.4 Oograma

ApoOs a perfusdo para recuperacdo dos vermes adultos, descrita em 4.7.1,
fragmentos do intestino (ileo terminal) de cada animal foram retirados e limpos. Os
mesmos fragmentos foram colocados entre uma lamina de vidro e uma laminula de
plastico e prensados em uma prensa de ferro. As laminas entdo foram levadas ao
microscopio de luz a fim de se verificar a presenca dos ovos e determinar 0s

estadios de desenvolvimento dos mesmos, em cada subgrupo de camundongos.

4.7.3 Acompanhamento do peso dos animais

Apbs a infeccdo dos camundongos BALB/c e C57BL/6, do grupo B, descrito
em 4.3, o peso dos animais foi acompanhado ao longo da infec¢do nos 3°, 9°, 21°,

39° dias pos-infeccdo. Quarenta e cinco dias apoés infeccdo, os animais foram
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tratados, segundo metodologia descrita em 4.5, sendo realizadas trés pesagens
apos o tratamento nos 13°, 22° e 29° dias pOs-tratamento (58°, 67°, 74° dias pos-
infeccdo). Decorridos trinta dias do tratamento, os animais foram reinfectados e
foram pesados nos 15°, 22°, 32°, 39°, 41° dias pos-reinfecgdo (90°, 97°, 107°, 114° e

116° dias pos-infeccao).

4.8 Avaliagéo do perfil de imunoglobulinas

Nos dias referentes a cultura de esplendcitos, 3°, 7°, 15°, 30°, 60° e 110° dias,
pés-infeccdo/reinfeccdo, foram selecionados, aleatoriamente, 10 camundongos de
cada subgrupo dos grupos A, descritos em 4.3, para a coleta de amostras de
sangue. Foram coletados, aproximadamente, 200 uL de sangue, atras do plexo
retro orbital com o auxilio de uma pipeta pasteur de vidro. Estas amostras foram
incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, e, entdo, centrifugadas
(3220g/5min.) para a obtencdo do soro. Os soros foram congelados em freezer e,
posteriormente, foram utilizados em ensaios de ELISA para determinacdo da
cinética da resposta humoral frente a infeccao/reinfecgdo pelo S. mansoni. Foram
dosados os anticorpos anti-lgG total, e seus subtipos anti-lgG1l e anti-lgG2c,
especificos para SEA, AWA e Ag. de esquistossémulo, através da técnica de ELISA.

Para a realizacdo do ELISA, placas de microensaio de 96 pocos (Nunc-
Maxsorp) foram sensibilizadas com 5 pg/mL de SEA, AWA e antigeno de
esquistossébmulo, em tampdao carbonato-bicarbonato, pH 9.6 por 12 a 16 horas a
4°C. As placas, entdo, foram bloqueadas, por 2 horas a 37°C (para a dosagem dos
anticorpos IgG total e 1gG1) ou por 20 horas a 4°C (para o isotipo 1gG2c), com 300
uL por poco de PBST,o (phosphate-buffered saline e Tween 20) acrescentado por
2,5% de leite Molico. Depois de blogueadas, foram adicionadas as placas as
amostras de soros, diluidos a 1:40 em PBST, em duplicata. Cem microlitros dos
soros diluidos foram pipetados em cada poco e as placas foram encubadas por 1
hora a temperatura ambiente. Logo apés, 100 puL por poco dos anticorpos IgG
(Southern Biotech) , IgGl (Southern Biotech) e 1gG2c (Southern Biotech),
conjugados a peroxidase, diluidos em PBST,y respectivamente, a 1: 15000,
1:20000, 1:4000 foramadicionados as placas. A reacao de revelacdo das placas foi

iniciada com a adicao de 100 pL/ poco do substrato TMB (single solution-Invitrogen)
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e parada com 50 pL/ poco de acido sulfarico a 5%. As placas foram lidas a 450 nm
em leitor de ELISA.

4.9 Avaliacéo do perfil de citocinas

A fim de avaliar a resposta celular sistémica, frente a infec¢do e reinfeccao
pelo S. mansoni, foram realizadas culturas de esplenécitos de camundongos
infectados, infectados/tratados e reinfectados, e do grupo controle (camundongos
nao infectados), para obtencdo de sobrenadante, o qual foi utilizado para
quantificacdo das citocinas produzidas.

Os bacos dos camundongos do grupo A, descrito em 4.3, foram retirados para
obtencédo de esplendcitos em diferentes dias pos-infeccdo e pos-reinfeccdo. Foram
escolhidos os dias referentes ao 3°, 7°, 15°, 30°, 60° 110° e 155° dia pés-infeccao/
reinfeccdo, para avaliar as diferentes fases de desenvolvimento do parasito e da
doenca, ao longo da infecgéo/reinfeccao.

A cultura dos esplendcitos dos animais dos subgrupos controle (CNI e BNI) e
infectado/tratado (CIT e BIT) foram realizadas concomitantemente com o0s
subgrupos infectados (CI e Bl) e reinfectados (CRI e BRI). Nos sete dias escolhidos
para a realizagdo da cultura, foram eutanasiados 5 camundongos/subgrupo, do
grupo A, em cada dia de analise, para retirada do baco.

O baco de cada camundongo foi retirado em capela de fluxo laminar e
depositado em salina estéril gelada. Os bacos, entdo, foram macerados,
centrifugados (4°C, 10 min., 394g) e as hemacias lisadas pela adicdo de agua
apirogénica e posteriormente, PBS 10x. Os esplendcitos foram lavados com salina
estéril, novamente centrifugados e ressuspendidos com 1 mL de meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de SFB e 3% de antibiético (Penicilina e Estreptomicina).
Os esplendcitos de cada camundongo foram contados em Céamara de Neubauer,
sendo a viabilidade das células observadas pelo uso do corante azul de tripan
(0,4%).

As células, entdo, foram distribuidas em placas de cultura com fundo em “U” de 96
pocos em uma concentracdo de 1 X 10° células/poco e submetidas a diferentes
estimulos: SEA, AWA e Ag. de Esquistossdomulo (5ug/poco), e os controles: positivo
- Concanavalina A (1upg/poco), e negativo - meio de cultura. As placas foram

mantidas a 37°C em estufa de CO, a 5%. Os sobrenadantes das culturas de
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esplendcitos foram coletados apos 24 (para a quantificacdo das citocinas IL-4 e
TNF-a) e 72 horas (para as citocinas IL-10, IL-17, IL-13, IFN-y) de incubacéao,
utilizando Kits da R&D System (TNF-q, IL-10 e IL-13) e e-bioscience (IL-4, IFN-y e

IL-17), através de ELISA “sanduiche”, conforme protocolo do fabricante.

4.10 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 3.03 (San Diego, Ca, USA). Os resultados que apresentaram distribuicao
normal foram analisados utilizando: analise de variancia, seguida dos testes de
comparacdes multiplas de Tukey, quando as comparacdes envolveram mais de
duas variaveis. O teste T de student foi empregado quando comparadas somente
duas variaveis, sendo considerado significativa as diferencas com o valor de p <
0,05.

Os resultados que nao apresentaram distribuicdo normal, foram analisados
atraveés do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacgdes
multiplas de Dunn, quando as comparacdes envolveram mais de duas variaveis. O
test Mann-Whitney foi empregado quando comparadas somente duas variaveis.
Para tais testes foi considerado significativa as diferencas com o valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacédo parasitolégica e acompanhamento do peso

Na avaliacdo parasitoldgica, realizada com o objetivo de comparar aspectos
parasitolégicos tanto apds a infec¢cdo quanto apos a reinfeccdo pelo S. mansoni, nas
linhagens BALB/c e C57BL/6, foi determinado o niumero de vermes recuperados dos
animais infectados/reinfectados, o numero de ovos presentes nas fezes e tecidos,
bem como, foi realizado o acompanhamento do peso corporal dos animais
acometidos pela infeccao pelo parasito.

Os resultados obtidos através do acompanhamento do peso dos animais
demonstraram algumas alteragcdes durante a infecgao/tratamento/reinfeccdo pelo

parasito (figura 3).

—e—C57BL/6
——BALB/c

Meédia do peso dos animais em gramas

Tratamento

Reinfeccao

Figura 3 - Acompanhamento do peso corporal dos animais BALB/c e C57BL/6 infectados. Os
animais infectados foram submetidos a repetidas pesagens ao longo do tempo de infeccéo,
tratamento e reinfeccdo pelo S. mansoni. Foram realizadas quatro pesagens (3, 9, 21 e 39 d.p.i.)
anteriores ao tratamento, trés pesagens apos o tratamento (58, 67 e 74 d.p.i.) e cinco pesagens pés-
reinfeccdo (90, 97, 107, 114 e 116 d.p.i). As linhas representam a média + desvio padrdo do peso dos
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animais. D.p.i.= dias po0s-infeccdo. Os asteriscos representam as diferencas estatisticamente
significativas. * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001)

Os resultados revelam que ao longo da infeccdo os camundongos C57BL/6
apresentaram um significativo ganho de peso até o 39° dia pos-infeccdo. Durante o
tratamento, o ganho de peso foi menos evidente, sendo significativo apenas entre os
39° e 0 74° dias poOs-infeccdo. ApOs a reinfeccdo, o peso destes animais néo
apresentou alteracbes significativas. Nos camundongos BALB/c, houve um
significativo ganho de peso entre os 21° e o 39° dias poés-infeccdo. Apos o
tratamento, observou-se uma reducdo na meédia dos pesos dos animais, sendo esta
significativa entre os 39° e 0 74° dia pos-infec¢do. Durante a reinfec¢do, assim como
nos camundongos C57BL/6, os animais da linhagem BALB/c ndo apresentaram
alteracdes significativas no peso corporal.

Em relacdo ao numero de vermes recuperados nos camundongos BALB/c e
C57BL/6, apos infeccao/reinfeccdo pelo S. mansoni, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa no nimero de fémeas, machos e total de vermes entre
os animais de mesma linhagem infectados e reinfectados, ou entre os camundongos
das duas linhagens BALB/c e C57BL/6 (figura 4).

N
u
|
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|
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(9]
|
—_—

® Machos
B Fémeas
Total

(9]

C57BL/6 C57BL/6

Média do numero de vermes recuperados do
sistema porta hepatico
=
o

Infeccao Reinfeccao

Figura 4 - Niamero de vermes recuperados nos camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6
apos infeccao/reinfeccdo. Quinze animais de cada grupo (grupo de camundongos BALB/c
infectados , grupo de camundongos BALB/c reinfectados, grupo de camundongos C57BL/6 infectados
e grupo de camundongos C57BL/6 reinfectados) foram perfundidos, cinquenta dias apés
infeccao/reinfeccdo, para recuperacao dos vermes presentes no sistema porta hepatico de cada
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animal. As barras representam a média + desvio padrdo do nimero de vermes recuperados de cada
grupo.

O numero de ovos e miracidios presentes nas fezes foi determinado através
dos exames de HPJ (figura 5A) e Eclosdo de Miracidios (figura 5B),
respectivamente. Os resultados demonstraram nao haver diferenca significativa
entre as linhagens quando infectadas ou reinfectadas, ou entre a infeccédo e

reinfeccdo em uma mesma linhagem.
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Figura 5 - Exames de fezes HPJ (A) e Eclosdo de Miracidios (B). Fezes de quinze animais de
cada grupo (grupo de camundongos BALB/c infectados , grupo de camundongos BALBI/c
reinfectados, grupo de camundongos C57BL/6 infectados e grupo de camundongos C57BL/6
reinfectados) foram coletadas para a realizacdo dos exames HPJ e Eclosdo de Miracidios. Os
exames foram realizados nos dois dias anteriores, e no dia da perfusdo e foi determinado o n° de
ovos/miracidios por grama de fezes As barras representam a média + desvio padrdo do namero de
ovos/miracidios por grama de fezes
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Quanto ao numero de ovos retidos nos 6rgaos dos camundongos BALB/c e
C57BL/6, infectados ou reinfectados, os resultados indicam que ndo houve diferenca
significativa no numero de ovos encontrados no intestino dos animais entre as
linhagens e entre as infecgdes (infeccéo/reinfeccao).

No figado dos animais BALB/c reinfectados, o nimero de ovos se mostrou
reduzido em relacdo aos animais BALB/c infectados, o que se refletiu na reducéo do
total de ovos (figado + intestino) presentes nos camundongos reinfectados em
relacdo aos infectados da linhagem BALB/c. Além disso, também houve reducéo
significativa no nimero de ovos no figado dos animais BALB/c reinfectados em

relacdo aos animais C57BL/6 reinfectados (figura 6).
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15000 = Figado

H |ntestino

10000 Total

5000

numero de ovos/grama de figado/intestino

C57BL/6 C57BL/6

Infeccéo Reinfeccéo

Figura 6 — NUmero de ovos presentes nos tecidos dos camundongos infectados/reinfectados
das linhagens BALB/c e C57BL/6. Durante a perfusdao dos animais de cada grupo (grupo de
camundongos BALB/c infectados, grupo de camundongos BALB/c reinfectados, grupo de
camundongos C57BL/6 infectados e grupo de camundongos C57BL/6 reinfectados) o intestino e o
figado de cada animal foi retirado, pesado e digerido com KOH 10%. O numero dos ovos foi contado
com o auxilio de um microscépio de luz. As barras representam a média + desvio padrao do nimero
de ovos/grama de figado (barras azuis), intestino (barras laranjas) ou total (figado + intestino) (barras
verdes). Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas entre a infeccao e
reinfeccdo de uma mesma linhagem: ** (P<0,01), *** (p<0,001). # - representa diferencas
estatisticamente significativas entre as linhagens
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Em relagdo aos resultados do oograma foi possivel verificar a presenca de
todos os estadios de desenvolvimento dos ovos no intestino dos camundongos das
linhagens BALB/c e C57BL/6 infectados e reinfectados, ndo apresentando, assim,

nenhuma alteracdo no exame (dados nao mostrados).

5.2 Avaliagédo do perfil de imunoglobulinas

A avaliacdo do perfil de imunoglobulinas produzidas em resposta a infec¢ao e
reinfeccdo pelo S. mansoni foi realizada nos 3°, 7°, 15°, 30°, 60° 110° dias pos-
infeccéo/reinfecgdo. As imunoglobulinas avaliadas foram IgG total, IgGl e 1gG2
especificas para os antigenos Ag. de esquistossémulo, AWA e SEA.

De modo geral, os resultados do perfil de producéo de IgG total, IgG1 e IgG2c
mostraram que camundongos reinfectados apresentaram maiores niveis de
producdo de imunoglobulinas do que os infectados (figuras 7 a 17). Além disso, a
producdo da imunoglobulina IgG total apresentou poucas ou nenhuma diferenca
entre os camundongos das duas linhagens infectadas ou reinfectadas (dados nao
mostrados). J& a producdo de IgGl foi mais significativa nos camundongos
reinfectados da linhagem BALB/c do que nos animais C57BL/6 reinfectados (figura
13). O contrério foi observado quando avaliada a producdo de 1gG2c, j4 que a
producdo da imunoglobulina foi mais significativa nos camundongos C57BL/6
reinfectados do que nos BALB/c reinfectados (figura 17).

Os resultados da avaliacdo de IgG total, especifica para Ag. de
esquistossdmulo, na linhagem BALB/c mostrou uma producao ligeiramente maior
desta imunoglobulina em camundongos infectados em relagcdo aos camundongos
nao infectados, sendo que no 110° dia pos-infeccdo esta diferenca se apresentou
estatisticamente significativa. Os camundongos BALB/c infectados/tratados
apresentaram producéo significativa de IgG total em relagdo aos camundongos néo
infectados nos dias 3°, 15°, 30°, 60° e 110° poés-infeccao/reinfeccéo, sendo que nos
dias 3°, 15° 30° 60° a diferenca também foi significativa em relacdo aos
camundongos infectados. Durante a reinfeccdo, o0s camundongos BALB/c
reinfectados produziram niveis de IgG significativamente maiores em relagdo aos
camundongos infectados. Da mesma forma, a producdo de IgG entre os

camundongos reinfectados e néo infectados foi significativa durante todo o tempo
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avaliado. Além disso, nos dias 7 e 110 os camundongos reinfectados produziram
niveis significativos de IgG em relacdo aos animais infectados e tratados (figura 7A).

A avaliacdo dos niveis de IgG, especifico para Ag. de esquistossomulo, na
linhagem C57BL/6, mostrou uma producdo estatisticamente superior desta
imunoglobulina, nos 60° e 110° dias pos-infec¢do, nos camundongos infectados em
relacdo aos nado infectados. Camundongos infectados/tratados produziram niveis
significativos de 1gG em relacdo aos animais néo infectados durante todo o periodo
avaliado, sendo que nos dias 3, 7, 15 e 30 esta diferenca foi significativa também em
relacdo aos camundongos infectados. Os animais reinfectados também
apresentaram niveis significativos de IgG em relacdo aos nao infectados durante
todo o curso da reinfeccdo. Em todos os dias avaliados, os animais reinfectados
produziram niveis significativamente maiores da imunoglobulina em relacdo aos
camundongos infectados. Quando comparado com 0os camundongos
infectados/tratados, os animais reinfectados apresentaram producéo significativa de

IgG anti antigeno de esquistossdmulo nos dias 60 e 110 pds-reinfeccéo (figura 7B).

52



Clarice Carvalho Alves Dissertacdo de Mestrado - Resultados

0,35 -
A
# +
03 - * 8
*
0,25 -
"
*
E o2 +
o #
3] % # .
=r - " EBALB/c ndoinfectado
O 0,15 - 4
o # # ® BALB/c infectado
# * * *
0,1 - * * = BALB/c infectadoltratado
B BALB/creinfectado
0,05 -
o4 ND
3 7 15 30 60 110
Dias apos infeccao/reinfeccao
0,35 -
B
03 - +
#
&
0,25 - +
#
E *
S 02
o H
Ty *
< W C57BL/6 ndo infectado
0,15 -
9 # # # #
* * * K # ** B C57BL/6 infectado
# # *
0,1 - * * * *
[ C57BL/6 infectado/tratado
0,05 - W C57BL/6 reinfectado
0 -
3 7 15 30 60 110
Dias apos infecgio/reinfeccao
Figura 7 — Cinética da producdo da imunoglobulina IgG, especifica para Ag. de

esquistossémulo, nos camundongos BALB/c e C57BL/6. As barras representam a média da
absorbancia para imunoglobulinas IgG produzidas por camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) nédo
infectados, infectados, infectados/tratados e reinfectados. * - representa diferencas estatisticamente
significativas em relacdo aos animais ndo infectados; # - representa diferencas estatisticamente
significativas em relacdo aos camundongos infectados; + - representa diferencas estatisticamente
significativas em relacdo aos camundongos infectados/tratados. ND = nao determinado.

Quando avaliado o nivel de IgG total, especifico para AWA (figura 8), os
camundongos infectados BALB/c e C57BL/6 produziram niveis significativos da
imunoglobulina apenas no 110° dia pés-infeccdo, em relacdo aos camundongos
controle, BALB/c nédo infectados e C57BL/6 ndo infectados, respectivamente.

Durante todo o periodo avaliado os animais BALB/c reinfectados, bem como, os
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animais da mesma linhagem infectados/tratados apresentaram producdo
significativa de 1gG especifico para AWA, tanto em relagdo aos animais nao
infectados, como em relacdo aos camundongos infectados. Além disso, nos dias 15
e 110 pés-reinfeccdo, animais BALB/c produziram niveis significativos deste
anticorpo em relagdo aos camundongos infectados/tratados (figura 8A).

Os animais C57BL/6 infectados/tratados nos dias 3, 7, 15, 30 e 110
produziram niveis significativos de IgG anti-AWA em relacdo aos animais nao
infectados, sendo que nos dias 3, 7, 15 e 30 esta diferenca também foi significativa
em relacdo aos animais infectados. Os animais reinfectados C57BL/6 produziram
niveis estatisticamente significativos desta imunoglobulina em relacdo aos animais
nao infectados durante toda a reinfeccdo, sendo que nos dias 60 e 110 a producéao
também foi significativa em relacdo aos animais infectados/tratados (figura 8B).

Além disso, durante todo o periodo avaliado, os animais reinfectados das
duas linhagens apresentaram niveis significativamente maiores da imunoglobulina,

se comparado aos animais da mesma linhagem infectados (figura 8).
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Figura 8 - Cinética da producao da imunoglobulina 1gG, especifica para AWA, nos
camundongos BALB/c e C57BL/6. As barras representam a média da absorbéncia para
imunoglobulinas IgG produzidas por camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) ndo infectados,
infectados, infectados/tratados e reinfectados. * - representa diferencas estatisticamente
significativas em relacdo aos animais ndo infectados; # - representa diferencas estatisticamente
significativas em relacdo aos camundongos infectados; + - representa diferencas estatisticamente
significativas em relacdo aos camundongos infectados/tratados.

Os resultados da avaliacdo dos niveis de IgG total, especifico para SEA
(figura 9), mostraram que os animais infectados da linhagem BALB/c apresentaram
niveis significativos da imunoglobulina nos 30° 60° e 110° dias pds-infeccdo, se
comparados aos animais do grupo controle. Os camundongos infectados/tratados,
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guando comparado aos animais ndo infectados, apresentaram producéo significativa
desta imunoglobulina ao longo de todo o periodo avaliado, sendo que nos dias 3, 7,
15, 30 e 60 pos infeccao/reinfeccao a producéao foi significativa também em relacéo
aos animais infectados. Os animais reinfectados, por sua vez, apresentaram
producdo significativa, em relagdo aos animais ndo infectados, nos seis pontos
avaliados. Além disso, no 110° dia este grupo também apresentou producdo
significativa em relacdo aos animais infectados/tratados (figura 9A).

Os resultados observados na linhagem C57BL/6 mostraram a producao de
niveis significativos desta imunoglobulina no 110° dia pos-infeccdo, nos
camundongos infectados em relacdo aos ndo infectados. Os animais
infectados/tratados C57BL/6, nos 3°, 7°, 15°, 30° e 60° dias, apresentaram producao
significativa de 1gG anti-SEA, quando comparado aos grupos controle e infectado.
Além disso, os animais reinfectados C57BL/6 apresentaram uma significativa
producdo de IgG total, contra SEA, se comparado aos animais nao infectados e
infectados, da mesma linhagem, ao longo de todo o tempo avaliado, sendo que no
110° dia a producéo foi significativamente maior também em relacdo aos animais
infectados/tratados (figura 9B).

Em ambas as linhagens a producéo do anticorpo foi significativamente maior

em animais reinfectados do que nos infectados.

56



Clarice Carvalho Alves Dissertacdo de Mestrado - Resultados

0,4 -

A #
*
¥
0,35 . +
% H#
03 - * *
H#
* % f #
£ 0,25 - # *
c * #
o # * B BALB/c ndo infectado
Q 0,2 - *
0 EBALB/cinfectado
@] x ¥
0,15 -
EBALB/c infectado/tratado
0,1 - .
HBALB/c reinfectado
*
0,05 - *
3 7 15 30 60 110
Dias apds infecgaofreinfeccio
04 1 B
0,35
0,3
0,25
£ BC57BL/6 ndo infectado
c
o 0,2 .
Q BC57BL/6 infectado
(]
O 015 EC57BL/6 infectadoftratado
0.1 BC57BL/6 reinfectado
0,05
0

3 7 15 30 60 110

Dias apos infeccao/reinfecgio

Figura 9 - Cinética da producdo da imunoglobulina IgG, especifica para SEA, nos
camundongos BALB/c e C57BL/6. As barras representam a média da absorbéncia para
imunoglobulinas IgG produzidas por camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) ndo infectados,
infectados, infectados/tratados e reinfectados. * - representa diferengas estatisticamente significativas
em relacdo aos animais ndo infectados; # - representa diferencas estatisticamente significativas em
relagdo aos camundongos infectados; + - representa diferencas estatisticamente significativas em
relagdo aos camundongos infectados/tratados

Diferencas entre as linhagens BALB/c e C57BL/6 infectadas ou reinfectadas
também foram avaliadas quanto a producdo da imunoglobulina 1gG total. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa na producéo de IgG total entre as linhagens
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BALB/c e C57BL/6 infectadas ou entre os animais BALB/c e C57BL/6 reinfectados
(dados nédo mostrados).

A presenca das imunoglobulinas do isotipo 1gG1, especificas para o0s
antigenos Ag. de esquistossomulo, AWA e SEA, no soro de camundongos
infectados, infectados/tratados e reinfectados também foi avaliada (figuras 10, 11, 12
e 13).

A producdo de IgGl, especifica para Ag. de esquistossémulo, em
camundongos BALB/c, foi significativamente maior nos camundongos infectados em
relacdo ao seu grupo controle, nos 60° e 110° dias pés-infeccdo. Os camundongos
BALB/c infectados/tratados, ao longo dos seis dias avaliados produziram
quantidades significativas da imunoglobulina, em comparag¢do aos animais do grupo
controle, sendo que no 3° 7° 15° 30° e 60° dias, esta diferengca também foi
significativa em relagdo aos animais infectados. Os animais reinfectados da mesma
linhagem produziram niveis significativos desta imunoglobulina durante toda a
reinfeccdo, se comparado aos niveis encontrados nos camundongos nao infectados.
Os camundongos reinfectados também produziram niveis significativos de IgG1,
anti-ag. de esquistossomulo, em relagdo aos animais infectados, nos dias 3, 7, 15,
30 e 60 pos-reinfeccdo. Quando comparado aos animais infectados/tratados,
camundongos reinfectados apresentaram niveis significativos desta imunoglobulina
no 3°, 60°, 110° dias (figura 10A).

Nos animais da linhagem C57BL/6 infectados a producéo de IgG1 anti-ag. de
esquistossémulo, foi significativa no 15°, 60° e 110° dias pds-infec¢ao, em relacao ao
grupo controle, sendo que no 110° dia, os niveis de producdo foram significativos
também em relagdo aos animais infectados/tratados. Os camundongos
infectados/tratados, por sua vez, apresentaram significativa producdo desta
imunoglobulina, em relacdo aos animais ndo infectados, durante todo o periodo
avaliado, sendo que no 3°, 7°, 15° e 30° dias a producéo também foi significativa em
relacdo aos animais infectados. JA nos camundongos C57BL/6 reinfectados, a
producéo foi significativa durante todos os dias avaliados, em comparagdo com o
grupo de animais nao infectados da linhagem, sendo que nos dias 3, 7, 15, 30 e 60 a
producao foi significativa também em relacdo aos animais infectados. Além disso,
camundongos reinfectados, no 60° e 110° dias poOs-reinfeccdo, a producéo foi
significativamente maior quando comparado com 0s animais infectados/tratados
(figura 10B).
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Tanto os camundongos BALB/c quanto C57BL/6 reinfectados produziram
niveis significativos desta imunoglobulina em relacdo aos animais infectados nos

dias 3, 7, 15, 30 e 60 pds-infeccdo/reinfecgao.
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Figura 10 - Cinética da producdo da imunoglobulina IgG1l, especifica para Ag. de
esquistossdmulo, nos camundongos BALB/c e C57BL/6. As barras representam a média da
absorbancia para imunoglobulinas IgG1 produzidas por camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) néao
infectados, infectados, infectados/tratados e reinfectados. * - representa diferengas estatisticamente
significativas em relagdo aos animais ndo infectados; # - representa diferencas estatisticamente
significativas em relagdo aos camundongos infectados; + - representa diferencas estatisticamente
significativas em relagdo aos camundongos infectados/tratados

59



Clarice Carvalho Alves Dissertacdo de Mestrado - Resultados

Quando avaliado o nivel de IgGl, especifico para AWA (figura 11), os
camundongos BALB/c infectados produziram niveis significativos desta
imunoglobulina nos dias 15, 60 e 110 pos-infecgcdo, em relagdo ao controle
negativo,sendo que no 110° dia pos-infeccdo a producao foi significativa também em
relacdo aos animais infectados/tratados. Os animais infectados/tratados, por sua
vez, apresentaram producdo significativa desta imunoglobulina, em relacdo aos
animais néo infectados, ao longo de todo o periodo avaliado, sendo que nos dias 3,
7, 15, e 30 a producdao foi significativa também em relacdo aos animais infectados.
Camundongos BALB/c reinfectados produziram niveis significativos de IgG1l anti-
AWA, em comparacdo com os camundongos néo infectados, ao longo dos seis dias
pos-reinfeccdo avaliados. Além disso, os camundongos reinfectados também
produziram niveis significativos desta imunoglobulina nos dias 3, 7, 15, 30 e 60,
quando comparados com os animais infectados, e no 110° dia em relagcdo aos
animais infectados/tratados (figura 11A). Os animais C57BL/6 infectados produziram
niveis significativos de IgG1, especificos para AWA, nos dias 15, 30, 60 e 110 pos-
infeccdo em relagcdo aos animais do grupo controle, sendo que nos dias 60 e 110, a
producéo foi significativa também em relagdo aos animais infectados/tratados. Ja os
animais C57BL/6 infectados/tratados apresentaram producdo significativa desta
imunoglobulina nos dias 3, 7, 15, e 30, tanto em relacdo aos animais nao infectados,
quanto em comparagdo com os camundongos infectados. Os animais C57BL/6
reinfectados apresentaram producéao significativa de 1IgG1 anti-AWA nos dias 3, 7, 15
e 30 pos-reinfeccdo, em relagcdo aos animais ndo infectados e infectados, e nos dias

60 e 110, em relacdo aos animais nao infectados e infectados/tratados (figurallB).
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Figura 11 - Cinética da producdo da imunoglobulina IgGl, especifica para AWA, nos
camundongos BALB/c e C57BL/6. As barras representam a média da absorbancia para
imunoglobulinas 1gG1 produzidas por camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) ndo infectados,
infectados, infectados/tratados e reinfectados. * - representa diferencas estatisticamente
significativas em relagdo aos animais ndo infectados; # - representa diferencas estatisticamente
significativa em relacdo aos camundongos infectados; + - representa diferengas estatisticamente
significativas em relagdo aos camundongos infectados/tratados.

Os resultados da avaliacdo dos niveis de IgG1, especifico para SEA (figura
12), mostraram que os animais infectados da linhagem BALB/c apresentaram niveis
significativos desta imunoglobulina nos dias 30, 60 e 110 poés-infeccdo, se
comparados aos animais do grupo controle, sendo que no 110° dia a diferenca foi
significativa também em relacdo aos animais infectados/tratados. Camundongos

infectados/tratados apresentaram maior producao de IgG1l em relacdo aos animais
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nao infectados em todos os dias avaliados, sendo que nos dias 7°, 15°, 30° e 60°, os
niveis da imunoglobulina também foram significativos em relacdo aos animais
infectados. Os animais reinfectados desta linhagem apresentaram producao
significativa de 1gG1 em relagcdo aos animais ndo infectados, em todo o periodo
avaliado, sendo que nos dias 3, 7, 15, 30 e 60 pos-reinfeccdo os niveis desta
imunoglobulina também foram significativos em relacdo aos animais infectados.
Além disso. nos dias 60 e 110 pds-reinfeccdo a producao de IgG1 anti-SEA também
foi estatisticamente maior nos animais reifectados em relacdo aos
infectados/tratados (figura 12A).

Os animais da linhagem C57BL/6 apresentaram niveis significativos de 1gG1
no 7° e no 110° dia pés-infeccdo em relacdo aos animais do grupo controle, sendo
que no 110° dia, a producdo foi significativa também em relacdo aos animais
infectados/tratados. Camundongos infectados/tratados apresentaram  niveis
significativos de IgG1 anti-SEA, em relacdo aos animais néo infectados no 7°, 30° e
110° dias. Ja os camundongos C57BL/6 reinfectados, apresentaram producao
significativa desta imunoglobulina nos dias 3, 7, 30, 60 e 110 pds-reinfec¢do, quando
comparado aos animais controle negativo ou quando comparado aos animais
infectados, sendo que nos dias 60 e 110 a producéo foi significativa também em

relacdo aos animais infectados/tratdos (figura 12B).
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Figura 12 - Cinética da producdo da imunoglobulina IgGl, especifica para SEA, nos
camundongos BALB/c e C57BL/6. As barras representam a média da absorbéncia para
imunoglobulinas 1gG1 produzidas por camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) nao infectados,
infectados, infectados/tratados e reinfectados. * - representa diferencas estatisticamente significativas
em relagcdo aos animais néo infectados; # - representa diferencas estatisticamente significativa em
relagdo aos camundongos infectados; + - representa diferencas estatisticamente significativas em
relagdo aos camundongos infectados/tratados.

Os resultados das diferencas na producéo de IgG1 entre as linhagens BALB/c
e C57BL/6 infectadas ou reinfectadas mostraram que os animais infectados e
reinfectados da linhagem BALB/c apresentaram uma maior producao de IgG1, se
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comparado aos animais C57BL/6 (figura 13). Essa diferenca se mostrou
estatisticamente significativa nos 3°, 15° 60° e 110° dias pOs-reinfecdo, com
producéo elevada de IgG1 contra Ag. de esquistossémulo e AWA (3° dia), AWA (15°
dia), Ag. de esquistossomulo, AWA e SEA (60° dia), e Ag. de esquistossémulo e
AWA (110° dia).
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Figura 13 - Producdo da imunoglobulina IgG1 nos camundongos BALB/c e C57BL/6 ao longo
dainfeccdo e reinfeccdo. As barras representam a média da absorbancia para imunoglobulina IgG1
produzida por camundongos infectados das linhagens BALB/c e C57BL/6 (A), e por camundongos
reinfectados de ambas linhagens (B). Os asteriscos representam as diferencas estatisticamente
significativas entre as linhagens, infectadas ou reinfectadas. * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001).
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A presenca das imunoglobulinas do isotipo 1gG2c, no soro de camundongos
infectados, infectados/tratados e reinfectados, especificas para os antigenos Ag. de
esquistossébmulo, AWA e SEA, também foi avaliada (figuras 14, 15, 16, 17)

A producdo de 1gG2c, especifica para Ag. de esquistossémulo, em
camundongos BALB/c, foi significativamente maior nos camundongos infectados em
relacdo ao seu grupo controle nos dias 30 e 110 pos-infec¢do. Os animais BALB/c
infectados/tratados apresentaram significativa producédo desta imunoglobulina, em
relacdo aos animais nao infectados, apenas no 3° dia.

Os animais BALB/c reinfectados produziram niveis significativos de 1gG2c, em
relacdo aos camundongos néo infectados, nos dias 3, 60 e 110 pos-infec¢céo, sendo
que no 3° dia a producéo foi significativa também em relacdo aos animais infectados.
(figura 14A).

Nos animais da linhagem C57BL/6 infectados, a producéo de lgG2c anti-ag.
de esquistossdmulo também foi significativa nos dias 30 e 110 pos-infeccdo, em
relacdo aos animais nao infectados. Os animais infectados/tratados apresentaram
significativa producao desta imunoglobulina nos dias 7, 30 e 110 em relagcdo aos
animais nado infectados. Além disso, os camundongos infectados/tratados ainda
apresentaram niveis significativos de 1gG2c em relagcdo aos animais infectados nos
dias 3 e 7. Os animais C57BL/6 reinfectados apresentaram maiores niveis de lgG2c,
nos dias 3, 7, 30, 60 e 110,pds-reinfec¢cdo em relacdo ao grupo controle, sendo que
nos dias 3, 7, 30 e 60 a diferenca foi significativa também em relacéo aos animais

infectados (figura 14B).
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Figura 14 - Cinética da producdo da imunoglobulina IgG2c, especifica para Ag. de
esquistossémulo, nos camundongos BALB/c e C57BL/6. As barras representam a média da
absorbancia para imunoglobulinas IgG2c produzidas por camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B)
ndo infectados, infectados, infectados/tratados e reinfectados. * - representa  diferencas
estatisticamente significativas em relacdo aos animais néo infectados; # - representa diferengas
estatisticamente significativas em relacdo aos camundongos infectados.

Os resultados da avaliagdo dos niveis de IgG2c, especifico para AWA,
mostraram que os animais infectados da linhagem BALB/c apresentaram niveis
significativos desta imunoglobulina no 60° diapds-infeccdo, se comparados aos
animais do grupo controle. Os animais infectados ainda apresentaram producao

significativa desta imunoglobulina nos dias 7, 30 e 60 em relacdo aos animais
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infectados/tratados. Os animais BALB/c reinfectados apresentaram producao
significativa, quando comparados aos animais infectados/tratados no 30° dia (figura
15A).

Os animais C57BL/6 infectados apresentaram niveis significativos de 1gG2c
em relacédo aos néo infectados, no 110° dia pds-infeccdo. Ja os animais reinfectados
produziram significativos niveis desta imunoglobulina nos dias 30 e 110 pos-
reinfeccdo, quando comparados ao grupo controle. Os animais infectados/tratados
produziram niveis significativos de 1gG2c anti-AWA no 30° dia poOs-infeccdo em

relacdo aos animais nao infectados (figura 15B).
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Figura 15 - Cinética da producao da imunoglobulina IgG2c, especifica para AWA, nos
camundongos BALB/c e C57BL/6. As barras representam a média da absorbancia para
imunoglobulinas IgG2c produzidas por camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) ndo infectados,
infectados, infectados/tratados e reinfectados. * - representa diferencas estatisticamente
significativas em relagdo aos animais ndo infectados; + - representa diferengas estatisticamente
significativas em relacdo aos camundongos infectados/tratados.

Quando avaliado o nivel de 1gG2c, especifico para SEA, os camundongos
BALB/c ndo produziram niveis significativos desta imunoglobulina pés-infeccao. Os
animais infectados/tratados apresentaram niveis significativos desta imunoglobulina
no 15° dia, em relagdo aos animais infectados. Os camundongos reinfectados
apresentaram niveis significativos de IgG2c anti-SEA nos dias 3 e 60 pos-reinfeccéo
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em relacdo aos camundongos infectados/tratados, e no 110° dia em relagdo aos
animais infectados (figura 16A) .

Os camundongos C57BL/6 também nao produziram niveis significativos de
IgG2c anti-SEA pos-infeccdo Comparado ao grupo controle, animais C57BL/6
reinfectados produziram niveis significativos desta imunoglobulina nos 7°, 15°, 30° e
110° dias pos-reinfeccdo. Além disso, camundongos C57BL/6 reinfectados
apresentaram significativa producdo desta imunoglobulina, quando comparado aos
animais infectados, nos 7°, 15° e 30° dias pos-reinfeccdo. Os animais
infectados/tratados apresentaram producéo significativa de 1IgG2c nos dias 7° e 15°,
tanto em relacdo aos camundongos nao infectados, quando em relacdo aos animais

infectados (figura 16B).
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Figura 16 - Cinética da producdo da imunoglobulina IgG2c, especifica para SEA, nos
camundongos BALB/c e C57BL/6. As barras representam a média da absorbancia para
imunoglobulinas IgG2c produzidas por camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) ndo infectados,
infectados, infectados/tratados e reinfectados. * - representa  diferencas estatisticamente
significativas em relagdo aos animais ndo infectados; # - representa diferencas estatisticamente
significativa em relacdo aos camundongos infectados; + - representa diferengas estatisticamente
significativas em relacdo aos camundongos infectados/tratados.

Ao comparar a producao da imunoglobulina IgG2c entre as linhagens, quando
infectadas ou quando reinfectadas, p6de-se observar que durante a infeccdo dos
animais nao houve diferenca significativa na producéo de IgG2c, especifica para Ag
de esquistossémulo, AWA ou SEA, nos animais BALB/c se comparado a linhagem
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C57BL/6 infectada (figura 17A). Durante a reinfeccao a linhagem C57BL/6 produziu
maiores niveis de IgG2c em relacdo aos animais da linhagem BALB/c reinfectados,
sendo significativos no 7° dia (contra SEA), 30° (contra Ag. de esquistossémulo e
SEA), 60° (contra AWA) e 110° (contra AWA e SEA) poés-reinfeccdo (figura 17B).
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Figura 17 - Produc&o da imunoglobulina IgG2c nos camundongos BALB/c e C57BL/6 ao longo
da infeccdo e reinfecgdo. As barras representam a média da absorbancia da imunoglobulina 1IgG2c
produzida por camundongos infectados das linhagens BALB/c e C57BL/6 (A), e por camundongos
reinfectados de ambas linhagens (B). Os asteriscos representam as diferencas estatisticamente
significativas entre as linhagens infectadas ou reinfectadas. * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001).
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5.3 Avaliagéo do perfil de citocinas

Foram avaliadas a produc¢ao das citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-13, IL-4, IL-10, IL-
17, e, apos infecgdo, infeccéo/tratamento e reinfec¢cdo dos camundongos BALB/c e
C57BL/6 pelo S. mansoni. Os esplendcitos de camundongos infectados,
infectados/tratados e reinfectados, bem como do grupo controle, camundongos nao
infectados, foram cultivados na auséncia ou presenca dos estimulos Ag. de
esquistossébmulo, AWA e SEA, nos dias 3, 7, 15, 30, 60, 110, 155 poés-
infeccéo/reinfeccao (ou 38°, 42°, 50°, 65°, 65°, 95°, 145°, 190° dias pos-tratamento).

Os resultados das culturas dos esplendcitos dos animais BALB/c e C57BL/6
mostram uma producdo diferencial dos niveis das citocinas produzidas ao longo da
infeccéo/reinfecgao (figuras 18 a 23). De modo geral, durante a infec¢do/ reinfeccao,
as citocinas produzidas em maior quantidade foram IL-13, INF-y e IL-10, em ambas
as linhagens, apresentando variacfes ao longo do tempo. As citocinas IL-17 e TNF-
a, porém, foram detectadas em baixos niveis nas duas linhagens durante a
infeccdo/reinfeccdo.  Além  disso, apenas o0os camundongos BALB/c
infectados/reinfectados produziram niveis significativos de IL-4, em relacdo aos
animais nao infectados.

Os resultados da producéo de citocinas pelos animais BALB/c e C57BL/6
infectados/tratados, de maneira geral, apresentaram perfil semelhante ao dos
animais reinfectados.

Ao longo da infeccéo, quando avaliada a producéo da citocina IFN-y, p6de-se
observar que os camundongos C57BL/6 infectados apresentaram uma significativa
producdo desta citocina no 60° dia poés-infeccdo, em resposta ao Ag. de
esquistossdmulo e ao SEA, quando comparado aos animais controle da mesma
linhagem. No mesmo dia, também houve producado significativa desta citocina nos
animais C57BL/6 infectados em relacdo aos BALB/c infectados, quando estimulados
por AWA. Nos animais BALB/c infectados houve producéo significativa de IFN-y, em
comparacao aos BALB/c nao infectados, no 7° dia, em resposta ao SEA, e no 15°
em resposta aos trés diferentes estimulos do parasito, utilizados no ensaio. Quando
comparados os animais C57BL/6 e BALB/c infectados, essa ultima linhagem

apresentou uma produgcao superior, significativa, de IFN-y, no 15° (quando
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estimulados por Ag. de esquistossdmulo, AWA e SEA), e no 30° dia pés-infeccéo
(em resposta ao Ag. de esquistossomulo e AWA) (figura 18A).

Nos animais C57BL/6 infectados/tratados a producéo de IFN-y foi significativa
nos dias 38° e 19° pds-tratamento em relacdo aos animais néo infectados, em
resposta ao AWA e Ag. de esquistossémulo, respectivamente. Os camundongos
BALB/c infetados/tratados apresentaram producdo significativa desta citocina
apenas no 3° dia pos-reinfecgdo, frente ao estimulo Ag. de esquistossdmulo, em
comparacao aos animais BALB/c nado infectados e aos C57BL/6 infectados/tratados
(figura 18B).

Em relacdo aos niveis de IFN-y, produzidos durante a reinfegdo, pode -se
observar que os animais C57BL/6 reinfectados apresentaram expressivos niveis
dessa citocina no 3° dia (pelo estimulo de Ag. de esquistossdmulo, AWA e SEA) e
no 60° dia pos-infeccdo (em resposta ao SEA), em comparacao a producao desta
citocina nos animais ndo infectados dessa linhagem. Os animais C57BL/6
reinfectados ainda produziram niveis significativos desta citocina em relacdo aos
animais infectados/tratados (no 3° dia pos-reinfec¢do, em resposta ao AWA e no 30°
dia na presenca de AWA e SEA). Além disso, os animais C57BL/6 reinfectados
ainda apresentaram producéao significativa de IFN-y, em relacéo aos animais BALB/c
reinfectados, nos 3° e 60° dias pos-reinfeccdo (em resposta ao SEA), e no 7° dia
pés-reinfeccdo (em resposta ao AWA). Nos camundongos BALB/c, por sua vez,
houve producao significativa de IFN-y, no 3° dia pos-reinfeccdo, (pelo estimulo AWA
e SEA), em relacdo aos animais de mesma linhagem nao infectados, e no 60° dia
pos-reinfeccdo (frente ao estimulo Ag. de esquistossémulo), em relacdo aos animais
C57BL/6 reinfectados (figura 18C ).

73



Clarice Carvalho Alves Dissertacdo de Mestrado - Resultados

B Camundongo C57BL/6 infectado B Camundongo BALB/C infectado

35000 A
30000
25000
20000 -
_ *
E #
2 1s000 *
# #
10000 #
* * #
5000
H :
*
e WL o b Bk UM M
R E- AR 3 | x| 3| 4 S| 8 S| g|= | 3 £ * 3
P E R R YRR OE 2R RoEE R ooz ow
g G| L g 0= g = Z = g
Z k-4 E4 E4 L4 -4 Z
3 7 15 30 &0 110 155
Dias apds infecgao
B Camundongo C57BL/6 infectado/tratado B Camundongo BALB/C infectadoftratado
35000
30000 B
25000
20000
%’15000
o
10000
5000 *
: i l
x *
Oai ﬂﬂhﬂ___swnm_‘h NDNDNDh I.
2 2 52 « 3|28 2|32 2 5|2 2 52 ¢ 38 5 28
IR IR IRAE-IE RGN I IR I IR S IR
(=) [ Lt d [ (' Ll
o o b b 5 o o
< < < < << << <
k- 42 50 65 95 45 190
Dias apds tratamento
m Camundonge CS7BL/G reinfectado ® Camundongo BALB/C reinfectado
35000 C
30000
25000
20000 #
*
E 15000
=)
o
10000
5000 P # §
allL ik io il
0 ﬂ - B 2l ok .= EMD no Zno g - S
- =< - s . < - b - =< - < - <
El x| e | B || W | B W E| g | E Y| Y|E X
z =2 z = g = z = g = g = ERE
S < a0 = S| =% g = g 0= g | & -«
£ Z g k4 & Z &
3 7 15 30 60 110 155
Dias apés reinfeccao

Figura 18 — Producéo da citocina IFN-y apds cultura de esplendcitos de camundongos BALB/c
e C57BL/6. A producdo da citocina IFN-y foi avaliada apés a cultura de esplendcitos de
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camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados, infectados/tratados, reinfectados e néo infectados nos
dias 3, 7, 15, 30, 60, 110 e 155 pos-infeccao/reinfecgdo (ou 38°, 42°, 50°, 65°, 95°, 145°, 190° dia pOs-
tratamento), frente aos estimulos Ag. de esquistossomulo, AWA e SEA. As barras representam a
média + desvio padrdo de pg/mL das citocinas produzidas nos animais infectados(A),
infectados/tratados (B) e reinfectados (C). Os dados dos animais néo infectados de cada linhagem
nao foram mostrados para uma melhor visualizacdo dos resultados. * - representam as diferencas
estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou reinfectados e
seu grupo controle (camundongos nao infectados) dentro de uma mesma linhagem. # - representam
as diferencas estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou
reinfectados das linhagens BALB/c e C57BL/6. § - representam as diferengas estatisticamente
significativas entre camundongos infectados/tratados e reinfectados de mesma linhagem. ND = néo
determinado. Diferenca estatistica = p< 0,05. ND = ndo determinado.

Quanto a producao da citocina TNF-a, durante a infeccao, foram observadas
poucas diferencas significativas, tanto entre as linhagens infectadas, quanto entre os
animais infectados e nao infectados de mesma linhagem. Além disso, 0s niveis de
TNF-a produzidos foram os menores dentre as citocinas avaliadas durante a
infeccdo (figura 19). Os animais BALB/c infectados apresentaram significativa
producdo de TNF-a no 7° (frente ao estimulo AWA) e no 30° dia (depois de
estimulados por SEA), se comparado aos animais C57BL/6 infectados. J& os
animais C57BL/6 infectados apresentaram niveis significativos da citocina nos 110°
e 155° dias, em resposta ao AWA, em relacdo aos camundongos BALB/c infectados
e C57BL/6 nao infectados, respectivamente (figura 19A).

Os animais infectados/tratados da linhagem BALB/c produziram niveis
significativos de TNF-a no 42° dia péds-tratamento, em reposta ao Ag. de
esquistossémulo (em relacdo aos animais nao infectados) ao AWA e ao SEA (tanto
em relacdo aos animais nao infectados, quanto em comparacdo aos animais
reinfectados), e no 95° dia poés-tratamento frente ao estimulo Ag. de
esquistossdmulo (em relagdo aos animais C57BL/6 infectados/tratados), AWA (em
comparacao com os animais BALB/c nédo infectados, BALB/c reinfectados e C57BL/6
infectados/tratados) e SEA (em relacdo aos animais BALB/c n&o infectados e
C57BL/6 infectados/tratados). Ja os animais C57BL/6 infectados/tratados,
apresentaram producdo significativa de TNF-a no 42° pds-tratamento em relacao
aos animais nao infectados, em resposta aos estimulos AWA e SEA, no 65° dia,
apos estimulacédo por SEA, em relacdo aos animais C57BL/6 reinfectados, no 95°
dia em resposta ao SEA, em comparagao aos animais ndo infectados e reinfectados
C57BL/6, e 190° dia pos-tratamento, em relagdo aos animais ndo infectados, frente
ao estimulo SEA (figura 19B).

Quanto a producdo de TNF-a, ao longo da reinfeccéo, foi possivel observar

que camundongos BALB/c reinfectados apresentaram uma producao significativa
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dessa citocina, em relagcdo aos animais BALB/c nédo infectados, nos 3° e 7° dias (em
resposta aos estimulos AWA e SEA), 15° (frente aos estimulos Ag. de
esquistossébmulo e SEA), e 110° dia pos-reinfeccdo (na presenca de SEA). Em
relacdo aos animais C57BL/6 reinfectados, a linhagem BALB/c reinfectada produziu
niveis significativos de TNF-a nos 3°, 30° e 60° dias pds-reinfec¢cado (em resposta ao
SEA), e no 110° dia pés-reinfeccéo (na presenca do estimulo AWA) (figura 19C).

Nos animais C57BL/6 reinfectados, a producdo de TNF-a foi significativa nos
dias 7 e 155 (frente aos estimulos AWA e SEA), 110 pos-reinfeccéo (em resposta ao
SEA), quando comparado ao grupo controle. Em comparagao aos animais BALB/c
reinfectados, os animais reinfectados da linhagem C57BL/6 apresentaram niveis
significativos de TNF-a no 155° dia pés-reinfeccéo, na presenca de SEA. Tanto os
animais C57BL/6 quanto BALB/c reinfectados produziram niveis significativos de
TNF-a, em relagdo aos animais infectados/tratados de mesma linhagem, no 3° dia
pos-reinfeccdo em resposta aos antigenos AWA e SEA, respectivamente (figura
19C).
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Figura 19 - Producéo da citocina TNF-a ap6s cultura de esplen6citos de camundongos BALB/c
e C57BL/6. A producdo da citocina TNF-a foi avaliada ap6s a cultura de esplendcitos de

77



Clarice Carvalho Alves Dissertacdo de Mestrado - Resultados

camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados, infectados/tratados, reinfectados e néo infectados nos
dias 3% 7°, 15°% 30°% 60°% 110° e 155° dia pds-infeccdo/reinfeccéo (ou 38°, 42°, 50°, 65°, 95°, 145°,
190° dia pos-tratamento), frente aos estimulos Ag. de esquistossdmulo, AWA e SEA. As barras
representam a média + desvio padrdo de pg/mL das citocinas produzidas nos animais infectados(A),
infectados/tratados (B) e reinfectados (C). Os dados dos animais néo infectados de cada linhagem
nao foram mostrados para uma melhor visualizacdo dos resultados. * - representam as diferencas
estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou reinfectados e
seu grupo controle (camundongos nao infectados) dentro de uma mesma linhagem. # - representam
as diferencas estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou
reinfectados das linhagens BALB/c e C57BL/6. § - representam as diferencas estatisticamente
significativas entre camundongos infectados/tratados e reinfectados de mesma linhagem. ND = néo
determinado. Diferenga estatistica = p< 0,05.

Ao longo da infec¢do, niveis significativos de IL-13 foram detectados durante
todo o periodo avaliado. Os camundongos BALB/c infectados produziram
quantidades significativas de IL-13, em relacdo aos BALB/c nao infectados no 3° dia
pés-infeccdo (em resposta ao Ag. de esquistossdomulo), e nos 7°, 15°, 30°, 60°, 110°
e 155° dias pos-infeccéo (frente aos Ag. de esquistossémulo, AWA e SEA). Também
em resposta aos trés estimulos, os animais C57BL/6 infectados produziram niveis
significativos dessa citocina, nos 7°, 60°, 110° e 155° dias pos-infeccao, em relacéo
aos C57BL/6 nao infectados. Além disso, os esplendcitos de animais C57BL/6
infectados apresentaram producao significativa de IL-13 no 15° dia pds-infeccéo, em
resposta ao Ag. de esquistossémulo, quando comparados aos camundongos da
mesma linhagem nao infectados, e também em resposta ao SEA, quando
comparados aos animais C57BL/6 ndo infectados e aos BALB/c infectados. Os
camundongos BALB/c infectados ainda apresentaram significativa producédo dessa
citocina, em relacdo aos animais C57BL/6 infectados, nos 3° e 30° dias (frente aos
estimulos Ag. de esquistossémulo e AWA), 7° dia (em resposta aos trés antigenos),
e 155° dia (quando estimulados com AWA) poés-infeccéo (figura 20A).

Animais BALB/c infectados/tratados apresentaram niveis significativos de IL-
13, em relacdo aos camundongos nédo infectados, no 38° dia pdés-tratamento, na
presenca de Ag. de esquistossbmulo e SEA, e nos dias 42° e 50° pos-tratamento,
frente aos trés antigenos do parasito. Além disso, no 190° dia pds-tratamento, em
resposta ao Ag. de esquistossémulo e AWA, a producgdo desta citocina também foi
significativa em relacdo aos camundongos controle. Em relagcdo aos camundongos
C57BL/6 infectados/tratados, os animais BALB/c infectados/tratados apresentaram
producdo significativa de IL-13 nos dias 50° (em resposta aos trés antigenos do
parasito), 65° (apds estimulagdo por SEA) e 190° pds-tratamento (na presenca de
Ag. de esquistossdbmulo e AWA). Os animais BALB/c infectados/tratados ainda

apresentaram significativa producdo desta citocina, em relacdo aos animais
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reinfectados, no 90° dia pds-tratamento em resposta ao Ag. de esquistossémulo.
Quanto aos animais C57BL/6 infectados/tratados, observaram-se niveis
significativos de IL-13, em relacdo aos animais nao infectados, nos dias 38°, 42° e
95° pos-tratamento em resposta aos Ag. de esquistossémulo, AWA e SEA, além de
também ser detectadas esta citocina no 50° dia na presenca de Ag. de
esquistossémulo e SEA, e no 190° dia, quando estimulados por SEA. Aléem disso, os
animais C57BL/6 infectados/tratados ainda produziram significativos niveis de IL-13
em relacdo aos animais C57BL/6 reinfectados no 95° dia pos-tratamento, em
resposta ao Ag. de esquistossomulo (figura 20B).

No decorrer da reinfeccéo, a producéo da citocina IL-13, frente aos estimulos,
foi significativa na maioria dos dias avaliados em camundongos reinfectados quando
comparados aos nao infectados (figura 20C). Camundongos C57BL/6 reinfectados
apresentaram significativa producéo de IL-13, em relagdo ao grupo controle, nos 7°,
15° e 110° dias pos-reinfeccédo, em resposta aos trés antigenos do parasita, e nos 3°
(na presenca de Ag. de esquistossomulo e SEA) e 60° dias poés-reinfeccdo (em
resposta ao Ag. de esquistossomulo e AWA). Os animais C57BL/6 ainda
apresentaram producdo significativa de IL-13 em relacdo aos animais
infectados/tratados no 7° e 60° dia pos-reinfeccdo em resposta ao antigeno de
esquistossdbmulo e SEA, respectivamente. Além disso, 0s camundongos
reinfectados C57BL/6 produziram niveis significativamente maiores de IL-13 em
comparacdo aos niveis desta citocina produzidos por camundongos BALB/c
reinfectados no 110° dia pos-reinfeccdo frente a presenca de Ag. de
esquistossémulo. Quanto aos animais BALB/c, a producéo de IL-13 foi significativa
nos 3°, 7°, 15°, 30° e 60° dias poOs-reinfec¢do, na presenca dos estimulos Ag. de
esquistossdmulo, AWA e SEA e nos 110° (em resposta & AWA) e 155° dias pos-
reinfeccdo (quando estimulados por Ag. de esquistossomulo e AWA). Os animais
BALB/c reinfectados também produziram niveis significativos de IL-13, em relacao
aos animais C57BL/6 reinfectados, no 15° (em resposta ao Ag. de esquistossémulo
e SEA), 30° (na presenca de AWA), 60° (quando estimulados pelos trés antigenos

do parasito) e 155° dias pos-reinfeccdo (em resposta ao SEA) (figura 20C).
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Figura 20 - Producdo da citocina IL-13 apds cultura de esplendcitos de camundongos BALB/c
e C57BL/6. A producéo da citocina IL-13 foi avaliada apds a cultura de esplendcitos de camundongos
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BALB/c e C57BL/6 infectados, infectados/tratados, reinfectados e néo infectados nos dias 3°, 7°, 15°,
30° 60°% 110° e 155° diaspds-infeccdo/reinfeccdo (ou 38°, 42°, 50°, 65°, 95°, 145°, 190°dias pos-
tratamento), frente aos estimulos Ag. de esquistossomulo, AWA e SEA. As barras representam a
média + desvio padrdo de pg/mL das citocinas produzidas nos animais infectados(A),
infectados/tratados (B) e reinfectados (C). Os dados dos animais néo infectados de cada linhagem
ndo foram mostrados para uma melhor visualizacdo dos resultados. * - representam as diferencas
estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou reinfectados e
seu grupo controle (camundongos nao infectados) dentro de uma mesma linhagem. # - representam
as diferencas estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou
reinfectados das linhagens BALB/c e C57BL/6. § - representam as diferencas estatisticamente
significativas entre camundongos infectados/tratados e reinfectados de mesma linhagem. ND = nao
determinado. Diferenga estatistica = p< 0,05.

Quanto a citocina IL-4, durante a infec¢do, apenas os animais da linhagem
BALB/c produziram niveis significativos dessa citocina (figura 21A). Os
camundongos BALB/c infectados apresentaram significativa producdo de IL-4, em
relacdo aos animais da mesma linhagem né&o infectados, nos 15° e 110° dias (em
resposta ao Ag. de esquistossdémulo), e nos 30°, 60° e 155° dias pos-infeccéo (frente
aos estimulos Ag. de esquistossémulo, AWA e SEA). Em relacdo aos camundongos
C57BL/6 infectados, os animais BALB/c infectados produziram niveis significativos
dessa citocina no 15° dia (quando estimulados por Ag. de esquistossomulo e AWA),
30° dia (quando estimulados por AWA), 60° e 155° dias pos-infeccéo (frente aos Ag.
de esquistossbmulo, AWA e SEA) (figura 21A). Camundongos BALB/
infectados/tratados produziram quantidade significativa de IL-4, em relacdo ao grupo
controle nos 38° e 42° dias pos-tratamento, em resposta ao SEA, no 95° dia, na
presenca de Ag. de esquistossémulo e SEA, e no 190° dia pos-tratamento, quando
estimulados pelos trés antigenos do parasita. Além disso, a citocina IL-4 também foi
produzida de modo significativo, por BALB/c infectados/tratados, em relacdo aos
animais C57BL/6 infectados/tratados, no 38° dia pds-tratamento (em resposta ao Ag.
de esquistossémulo), nos dias 42° e 95° pos-tratamento (quando estimulados por
Ag. de esquistossomulo e SEA). Os animais C57BL/6
infectados/tratados,apresentaram niveis de IL-4, em relagdo aos animais nao
infectados, no 38° dia pos-tratamento, quando estimulados por SEA, e no 190° pos-
tratamento, em resposta aos trés antigenos do parasito. Os camundongos C57BL/6
infectados/tratados ainda apresentaram producgéo significativa desta citocina, em
relacdo aos animais de mesma linhagem reinfectados, nos dias 65° e 190° pos-
tratamento, apos estimulacédo por SEA , e no 95° dia pos-tratamento, em resposta ao
Ag. de esquistossdmulo. (figura 21B).

Niveis significativos da citocina IL-4, ao longo da reinfec¢do, assim como

durante a infeccdo, foram observados nos camundongos BALBI/c reinfectados sendo
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que apenas no 110° dia pos-reinfeccdo, houve significativa produgéo dessa citocina
nos camundongos C57BL/6 reinfectados em relacdo ao grupo controle (figura 21C).
Os animais BALB/c reinfectados produziram quantidades significativas de IL-4, em
relacdo aos animais do grupo controle, nos 3° e 30° dias (em resposta aos trés
antigenos do parasito), no 15° dia (na presenca de AWA e SEA), no 60° dia (quando
estimulados por Ag. de esquistossbmulo e SEA) e 155° dia pos-reinfeccdo (em
resposta ao Ag. de esquistossomulo). Em relacdo aos animais C57BL/6
reinfectados, os camundongos BALB/c reinfectados apresentaram significativos
niveis de IL-4 nos 3°, 30° e 60° dias pos-reinfeccdo (na presenca de Ag. de
esquistossémulo, AWA e SEA), no 7° dia (em resposta ao Ag. de esquistossémulo e
ao SEA) e no 155° dia pos-reinfeccdo (quando estimulados por Ag. de
esquistossébmulo). Além disso, os animais BALB/c reinfectados produziram
significativos niveis de IL-4 em relacdo aos animais infectados/tratados na presenca

de Ag. de esquistossbmulo e AWA, no 3° dia pos-reinfeccéo (figura 21C).
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Figura 21 - Producao da citocina IL-4 apds cultura de esplenécitos de camundongos BALB/c e
C57BL/6. A producédo da citocina IL-4 foi avaliada ap6s a cultura de esplendcitos de camundongos
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BALB/c e C57BL/6 infectados, infectados/tratados, reinfectados e néo infectados nos dias 3°, 7°, 15°,
30° 60°% 110° e 155° dias pos-infeccao/reinfeccdo (ou 38°, 42°, 50°, 65°, 95°, 145°, 190° dias pds-
tratamento), frente aos estimulos Ag. de esquistossOmulo, AWA e SEA. As barras representam a
média + desvio padrdao de pg/mL das citocinas produzidas nos animais infectados(A),
infectados/tratados (B) e reinfectados (C). Os dados dos animais néo infectados de cada linhagem
nao foram mostrados para uma melhor visualizacdo dos resultados. * - representam as diferencas
estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou reinfectados e
seu grupo controle (camundongos nao infectados) dentro de uma mesma linhagem. # - representam
as diferencas estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou
reinfectados das linhagens BALB/c e C57BL/6. § - representam as diferencas estatisticamente
significativas entre camundongos infectados/tratados e reinfectados de mesma linhagem. ND = néo
determinado. Diferenga estatistica = p< 0,05.

Em relacdo a producédo de IL-10 durante a infeccdo, foi observado que os
esplendcitos dos animais BALB/c infectados apresentaram producéo significativa de
IL-10, em relagdo aos animais BALB/c ndo infectados nos 7° e 30° dias poés-
infeccdo, apds serem estimulados por Ag. de esquistossdmulo, no 110° dia poés-
infeccdo, em resposta ao Ag. de esquistossdmulo e SEA, e no 15° e 60° dia pos-
infeccdo, quando estimulados por Ag. de esquistossémulo, AWA e SEA (figura 22A).
Os animais BALB/c infectados ainda produziram significativos niveis dessa citocina
quando comparados aos animais infectados C57BL/6, no 15° dia pos-infec¢do, em
resposta ao Ag. de esquistossémulo. Quanto a producéo de IL-10 pelos esplendcitos
de animais C57BL/6 infectados, a mesma foi significativa no 7° dia pés-infeccdo
(depois de estimulados por Ag. de esquistossémulo), no 30° dia pds-infecgdo (frente
ao Ag. de esquistossdmulo e AWA), no 60° dia pos-infec¢cdo (quando estimulados
por Ag. de esquistossémulo, AWA e SEA), e no 110° dia pos-infeccdo, em resposta
ao Ag. de esquistossomulo e SEA). Além disso, os animais C57BL/6 infectados
ainda apresentaram uma significativa producdo de IL-10, em relacdo aos BALB/c
infectados, nos 60° e 110° dias pos-infec¢do, depois de serem estimulados por SEA
e AWA, respectivamente (figura 22A).

Os camundongos C57BL/6 infectados/tratados apresentaram niveis
significativos de IL-10 em relacdo aos animais de mesma linhagem néo infectados
no 38° dia pés-tratamento na presenca de Ag. de esquistossémulo e SEA, e nos dias
42°, 65° e 95° pds-tratamento em resposta aos trés antigenos do parasito. Animais
C57BL/6 infectados/tratados ainda apresentaram producdo significativa desta
citocina, em relacdo aos animais C57BL/6 reinfectados no 65° dia pos tratamento
frente aos trés antigenos do parasita e no 95° dia pés-tratamento, em resposta ao
AWA. Em relagdo aos animais BALB/c infectados/tratados, os animais C57BL/6
infectados e tratados apresentaram producdo significativa desta citocina no 65° dia

pos-tratamento na presenca de Ag. de esquistossomulo e AWA (figura 22B). Os
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animais BALB/c infectados/tratados, por sua vez, apresentaram producao
significativa de IL-10, em relacdo aos animais BALB/c néo infectados, no 38° dia
pos-tratamento em resposta ao Ag. de esquistossdmulo e SEA, nos dias 42° e 95°
pés-tratamento, na presenca de Ag. de esquistossdémulo, AWA e SEA, e no 50° dia
pés-tratamento frente o estimulo SEA. Além disso, a producdo de IL-4 também foi
significativa em relacdo aos animais C57BL/6 infectados/tratados (nos dias 50° e 65°
pos-tratamento, em resposta ao SEA), e em relagdo aos animais BALB/c
reinfectados (no 95° dis pds-tratamento quando estimulados pelos trés antigenos do
parasito (figura 22B).

Em relacdo a producédo de IL-10, no decorrer da reinfeccdo, foi possivel
observar que os animais BALB/c reinfectados apresentaram niveis significativos de
IL-10, em comparagdo aos animais ndo infectados, nos 3°, 7°, 15°e 60° dias poés-
reinfeccdo, na presenca de Ag. de esquistossomulo, AWA e SEA. Quanto aos
animais C57BL/6 reinfectados, em comparacdo ao grupo controle, houve
significativa producédo de IL-10 nos 3° e 7° dias pos-reinfeccao (em resposta aos trés
estimulos do parasito), no 60° dia (quando estimulados por Ag. de esquistossémulo
e SEA) e no 110° dia pos-reinfec¢do (na presenca de Ag. de esquistossémulo). Ao
longo da reinfeccdo foram observados maiores niveis de IL-10 produzidos nos
animais BALB/c reinfectados em relacdo aos C57BL/6 reinfectados no 15° dia pos-
reinfeccdo frente aos estimulos Ag. de esquistossémulo, AWA e SEA. J4 os animais
C57BL/6 reinfectados, no 60° dia (na presenca de Ag. de esquistossomulo e AWA) e
no 110° dia (em resposta aos Ag. de esquistossomulo) pods-reinfeccao,
apresentaram producdo significativa de IL-10, em relacdo aos animais BALB/c
reinfectados. Além disso, os animais C57BL/6 reinfectados, no 7° dia pds-reinfeccéo,
apresentaram producdo significativa desta citocina em resposta ao Ag. de
esquistossomulo e AWA (figura 22C).
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Figura 22 - Produgdo da citocina IL-10 apds cultura de esplendcitos de camundongos BALB/c
e C57BL/6. A producéo da citocina IL-10 foi avaliada apos a cultura de esplendcitos de camundongos
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BALB/c e C57BL/6 infectados, infectados/tratados, reinfectados e néo infectados nos dias 3°, 7°, 15°,
30°, 60°% 110° e 155° dias pos-infeccao/reinfeccdo (ou 38°, 42°, 50°, 65°, 95°, 145°, 190° dias pds-
tratamento), frente aos estimulos Ag. de esquistossOmulo, AWA e SEA. As barras representam a
média + desvio padrdao de pg/mL das citocinas produzidas nos animais infectados(A),
infectados/tratados (B) e reinfectados (C). Os dados dos animais néo infectados de cada linhagem
nao foram mostrados para uma melhor visualizacdo dos resultados. * - representam as diferencas
estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou reinfectados e
seu grupo controle (camundongos nao infectados) dentro de uma mesma linhagem. # - representam
as diferencas estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou
reinfectados das linhagens BALB/c e C57BL/6. § - representam as diferencas estatisticamente
significativas entre camundongos infectados/tratados e reinfectados de mesma linhagem. ND = néo
determinado. Diferenga estatistica = p< 0,05.

Em relacdo a producdo da citocina IL-17 durante a infeccdo ndo foram
observadas diferencas significativas entre os animais infectados e ndo infectados de
ambas as linhagens. Somente no 30° dia pés-infec¢do, em resposta ao AWA, 0s
animais BALB/c infectados apresentaram uma significativa producéo de IL-17, em
relacdo aos camundongos C57BL/6 infectados (figura 23A).

Os animais BALB/c infectados/tratados apresentaram producdo significativa
de IL-17, tanto em relagdo aos animais ndo infectados quanto em relagdo aos
animais reinfectados da mesma linhagem, no 42° dia pés-tratamento em resposta ao
AWA. Além disso, os animais BALB/c infectados/tratados ainda apresentaram
producdo significativa desta citocina, em relacgdo aos animais C57BL//6
infectados/tratados no 190° dia pds-tratamento frente ao SEA. Os animais C57BL/6
infectados/tratados apresentaram niveis significativos de IL-17 apenas em relacéo
aos animais C57BL/6 nao infectados no 42° dia pos-tratamento, na presenca de
AWA (figura 23B).

A producédo da citocina IL-17, durante a reinfeccéo, foi significativa no 3° dia
pés-infeccdo nos animais C57BL/6 reinfectados em relagdo aos animais C57BL/6
ndo infectados. A producdo dessa citocina também foi significativa no 7° dia poés-
reinfeccdo, em resposta ao AWA, nos animais BALB/c e C57BL/6 reinfectados em

relacdo aos grupos controle. (figura 23C).
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Figura 23 - Producdo da citocina IL-17 apds cultura de esplendcitos de camundongos BALB/c
e C57BL/6. A producéo da citocina IL-17 foi avaliada apds a cultura de esplenécitos de camundongos
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BALB/c e C57BL/6 infectados, infectados/tratados, reinfectados e néo infectados nos dias 3°, 7°, 15°,
30° 60°% 110° e 155° dias pos-infeccao/reinfeccdo (ou 38°, 42°, 50°, 65°, 95°, 145°, 190° dias pds-
tratamento), frente aos estimulos Ag. de esquistossomulo, AWA e SEA. As barras representam a
média + desvio padrdao de pg/mL das citocinas produzidas nos animais infectados(A),
infectados/tratados (B) e reinfectados (C). Os dados dos animais néo infectados de cada linhagem
nao foram mostrados para uma melhor visualizacdo dos resultados. * - representam as diferencas
estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou reinfectados e
seu grupo controle (camundongos nao infectados) dentro de uma mesma linhagem. # - representam
as diferencas estatisticamente significativas entre camundongos infectados, infectados/tratados ou
reinfectados das linhagens BALB/c e C57BL/6. § - representam as diferencas estatisticamente
significativas entre camundongos infectados/tratados e reinfectados de mesma linhagem. ND = néo
determinado. Diferenga estatistica = p< 0,05.

O guadro a seguir resume a dinamica da producéo das citocinas avaliadas,
durante a infeccdo e reinfeccdo, pelos animais das linhagens BALB/c e C57BL/6
pelo S. mansoni, quando comparados ao grupo controle ndo infectado de cada

linhagem.
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Quadro 1- Citocinas produzidas pelos camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 ao longo da
infeccdo e reinfeccdo pelo S. mansoni.

Dias pos Infectados Reinfectados
infeccéo/
reinfecgdo Antigenos BALB/c C57BL/6 BALB/c C57BL/6
3 Ag de 1 IL-13 - 1 IL-13 tIL-4 |tIL-13  1IFN-
esquistossémulo 1 IL-10 Y
1 IL-10
SWAP - - 1 IL-13 tIL-4 |1 IL-17
1 IL-10 TTNF- [ 1IFN -y
a
TIFN —y
SEA - - 1 IL-13 tIL-4 |1 IL-13
1 IL-10 1TNF-a | 1 IL-10
TIFN —y TIFN -y
7 Ag de 1 IL-13 tIL-10 (1 IL-13  tIL-20 |1IL-13 1t IL-10 |1 IL-13 1 IL-10
esquistossémulo
SWAP 1 IL-13 1 IL-13 1 IL-13 tIL-17 |1 IL-13 1 IL-17
1 IL-10 1TNF-a [ 1 IL-10 1 TNF-a
SEA 1 IL-13 1 IL-13 1 IL-13 1IL-10 |1 IL-13 1 IL-10
1 IFN-y 1 TNF-a 1 TNF-a
15 Ag de 1IL-13  11IL-4 1 IL-13 1 IL-13 1IL-10 |1 IL-13
esquistossébmulo | 1 1L-10 1 IFN—y T TNF-a
SWAP 1IL-13 1T IFN—y |- 1IL-13  t1IL-4 1 IL-13
1 IL-10 1 IL-10
SEA tIL-13 1 IFN-y |1 IL-13 1IL-13  11IL-4 1 IL-13
1 IL-10 1IL-10  1TNF-a
30 Ag de 1I1L-13  11L-4 1 IL-10 1 IL-13 -
esquistossémulo | 1 IL-10 1 1L-4
SWAP tIL-13  tIL-4 1 IL-10 1 IL-13 TIL-4 |-
SEA 1 IL-13 tIL-4 |- 1 IL-13 TIL-4 |-
60 Ag de 1IL-13  t1IL-4 1IL-13  tIFN- [11L-13 tIL-4 |1 IL-13
esquistossémulo | 1 IL-10 Y 11L-10 11L-10
1 IL-10
SWAP tIL-13  tIL-4 1 IL-13 1 IL-13 TIL-13
1 IL-10 1 IL-10 1 IL-10
SEA 1IL-13  t1IL-4 t1L-13  tIFN- |[1IL-13 11IL-4 1I1L-10 1 IFN-
1 IL-10 % 1 IL-10 Y
1 IL-10
110 Ag de tIL-13  tIL-4 1 IL-13 - 1 IL-13
esquistossémulo | 1 IL-10 1 1L-10 1IL-10
SWAP 1 IL-13 1 IL-13 1 IL-13 1 IL-13
SEA 1 IL-13 1 IL-13 1 TNF-a 1 IL-13 1 IL-4
1 IL-10 1 IL-10 1 TNF-a
155 Ag de 1 IL-13 tIL-4 |1 IL-13 1 IL-13 tIL-4 |-
esquistossémulo
SWAP 1 IL-13 tIL-4 |1 IL-13 T TNF- |- 1 TNF-a
a
SEA 1 IL-13 tIL-4  |1IL-13 1 IL-13 1 TNF-a
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6 DISCUSSAO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria de grande importancia mundial
que causa significativa morbidade nos individuos infectados. Visando a um melhor
conhecimento da doenca e da interagéo parasito-hospedeiro, bem como a busca por
estratégias de controle, diversos estudos séo realizados em modelos experimentais,
principalmente em camundongos. O presente estudo demonstrou padrbes de
resposta imunoldgica distintos, em resposta a infec¢do/reinfeccdo pelo S. mansoni
em camundongos BALB/c e C57BL/6.

Um dos padrbes avaliados em camundongos infectados/reinfectados pelo S.
mansoni foi a alteracdo no peso corporal. Péde-se observar que, tanto os animais
BALB/c, quanto C57BL/6, durante a infeccdo, apresentaram ganho de peso. Estudos
prévios, os quais avaliaram o efeito da infeccdo no peso corporal, mostram que 0s
animais infectados pelo S. mansoni tendem a apresentar perda de peso (Andrews et
al., 1980; Fiore et al., 1996). Essa diferenca, entre os resultados encontrados no
nosso estudo e os resultados encontrados na literatura, pode ser explicada pelo
tempo de infec¢do analisado. Nosso trabalho acompanhou o peso dos animais até
39 dias apds a infeccdo, porém, nos trabalhos de Andrews e colaboradores, e Fiore
e colaboradores, os pesos foram avaliados apés 18 e 8 semanas, respectivamente.
O ganho de peso corporal, durante essa fase, pode ser explicado pelo
desenvolvimento natural dos camundongos, ja que, no inicio dos experimentos, 0s
camundongos apresentavam 6 semanas de vida, periodo no qual, segundo Chorilli e
colaboradores (2007), os animais ainda se encontram na fase da puberdade.

Nos camundongos BALB/c foi observada uma perda de peso significativa
apos o tratamento. Esse fato pode estar associado a algum efeito do medicamento,
Praziquantel. Cioli e Pica-Mattoccia (2003) relataram que dentre as reacdes
adversas mais comuns causadas pelo uso do Praziquantel em humanos, estdo: dor
de cabeca, vomitos, dores abdominais, diarréia, febre, sonoléncia e anorexia.

Quanto a avaliacdo parasitolégica, apos infeccédo ou reinfeccao das linhagens
BALB/c e C57BL/6, ndo foi possivel observar diferenca significativa na carga
parasitaria detectada poés-infecgcdo e reinfeccdo em uma mesma linhagem, bem

como, entre 0s animais infectados ou reinfectados de linhagem diferente. Nao foram
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detectadas, ainda, diferengas significativas no numero de ovos/miracidios eliminados
junto as fezes entre as diferentes linhagens ou entre infeccao e reinfeccdo em uma
mesma linhagem de camundongo. Porém, no figado dos animais BALB/c
reinfectados, o numero de ovos se mostrou reduzido em relagdo aos animais
BALB/c infectados. Também foi observada uma reducgdo significativa no niumero de
ovos no figado dos animais BALB/c reinfectados em relacdo aos animais C57BL/6
reinfectados.

A diferenca do numero de ovos presentes no figado dos animais BALB/c
reinfectados em relacdo aos BALB/c infectados e C57BL/6 reinfectados pode ser
explicada por uma interferéncia no desenvolvimento do parasito ou na fecundidade
das fémeas de vermes adultos do S. mansoni. Essa ocorréncia € causada pelo perfil
de resposta imunoldgica desenvolvido nesses camundongos, em resposta a
reinfeccdo pelo parasito. Como ndo houve diferengca entre os camundongos, em
relacdo ao numero de ovos presentes nas fezes e no intestino dos animais, e como
no oograma foram observados ovos de todos os estadios de desenvolvimento,
concluimos que a fecundidade das fémeas ndo foi alterada, e por isso, acreditamos
que a maturagcdo das mesmas tenha sido afetada. Ao longo da infecgcao/reinfeccao,
uma parte dos ovos depositados pelas fémeas do parasito tende a ficar retida e se
acumular no figado do hospedeiro. Desta forma, quando comparado o namero de
ovos acumulados no figado de animais infectados/reinfectados pelo S. mansoni,
num mesmo instante, esse numero devera ser semelhante entre os animais, desde
que o tempo de desenvolvimento das fémeas tenha sido similar.

Sabe-se que fatores ligados a presenca de vermes machos, bem como
relacionados ao sistema imune do hospedeiro, influenciam na maturacdo das
fémeas em desenvolvimento dentro do hospedeiro. Um trabalho realizado por
Davies e colaboradores (2001), utilizando camundongos deficientes em linfécitos T e
B, demonstrou a importancia do sistema imunolégico do hospedeiro na maturacao
das fémeas do verme, ja que o processo de desenvolvimento das mesmas se
mostrou comprometido nestes animais. Mais tarde, foi descoberto que sinais do
sistema imune do hospedeiro influenciam no desenvolvimento dos machos, que, por
sua vez, estimulam a maturacdo das fémeas (Hernandez et al.,, 2004). Varios
trabalhos voltados a investigacdo dos fatores do sistema imune do hospedeiro que
influenciam no desenvolvimento dos vermes apontam a importancia do TNF-a, TGF-

B e IL-7, neste contexto. Acredita-se que a citocina TNF-a, aém de auxiliar na
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formacao do granuloma, apresente um importante papel na inducdo da oviposi¢céo
(Amir et al, 1992). Ja o fator de transformacédo do crescimento —3 (TGF-[3), através
de suas vias de sinalizacdo, se mostra importante no pareamento dos vermes
macho e fémea (Loverde, et al., 2007). A IL-7, por sua vez, tem um efeito indireto no
desenvolvimento do verme por causa de sua funcdo na homeostase de células T.
(Wolowczuk et al., 1999; Blank, et al., 2006).

Nesse sentido, a diferenca encontrada, em nosso estudo, no nimero de ovos
presentes no figado dos animais BALB/c reinfectados, em relagdo aos BALBI/c
infectados e C57BL/6 reinfectados, pode estar relacionada a algum fator da resposta
imune dos animais BALB/c, quando reinfectados. Essa situacdo influenciaria na
maturacdo das fémeas, e, por consequéncia, no atraso do comeco da postura dos
ovos pelas fémeas do verme. Nossos resultados mostram que no periodo pré-
patente, a ndo ser pela significativa producdo de IL-4 pelos animais BALB/c
reinfectados, ndo houve uma clara diferenca na producdo de citocinas entre 0s
grupos BALB/c reinfectados e BALB/c infectados ou C57BL/6 reinfectados. Como
ndo ha dados na literatura que relacionam a IL-4 com o desenvolvimento do
parasito, outros fatores do sistema imune, 0s quais ndo foram investigados nesse
trabalho, poderiam explicar essa diferenca encontrada entre 0os grupos.

Em relacéo ao perfil de imunoglobulinas produzidas pelos camundongos das
duas linhagens, foi possivel observar que os animais C57BL/6 e BALB/c, quando
infectados ou reinfectados, foram capazes de produzir os anticorpos IgG, IgG1 e
IgG2c contra os antigenos das trés fases do parasito, presentes no hospedeiro
definitivo (esquistossémulo, verme adulto e ovo). De modo geral, os niveis dos
anticorpos avaliados aumentaram ao longo da infecgcdo, alcancando uma maior
producdo no ultimo dia avaliado (110° dia pds-infecgdo). J& os animais reinfectados
apresentaram maior produgdo dos anticorpos avaliados em relacdo aos
camundongos infectados.

Nos camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados/tratados a producdo de
imunoglobulinas especificas para Ag. de esquistossdmulo, AWA e SEA apresentou
niveis significativos se comparado aos animais nao infectados e infectados de uma
mesma linhagem, principalmente em relacdo as imunoglobulinas IgG total e IgG1,
entre os dias 3° e 60° pos-infeccéo.

Pouco se sabe sobre os mecanismos de acdo do Praziquantel sobre o

Schistosoma mansoni porém, ja foi evidenciado que a droga induz paralisia da
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musculatura do parasito (decorrente de um influxo de céations de calcio no interior do
verme) e degeneracdo do tegumento do verme (Pax et al.,, 1978; Becker et al.,
1980). Além disso, o Praziquantel possibilita a liberacdo de antigenos do verme, os
guais ndo estavam expostos ao sistema imunoldgico anteriormente, devido a morte
do mesmo ou dano nos tecidos (Harnett e Kusel, 1986). Assim, a liberacdo de novos
antigenos pode ser capaz de estimular a resposta imune do hospedeiro induzindo a
producdo de anticorpos contra o parasita. Nossos dados demonstram um aumento
significativo na producéo de anticorpos pos-tratamento quando comprarado o grupo
infectado, nos dias 3, 7, 15, 30, 60 e 110 pds-infeccdo, com o grupo
infectados/tratado, nos dias 38, 42, 50, 65, 95, 145, 190 pos-tratamento,
respectivamente. Porém, ndo observamos diferencas estatisticas entre o soro de
camundongos infectados com 110 dias de infeccdo e o soro de camundongos
infectados e tratados no dia 38° poOs-tratamento (que corresponde ao dia 83 pods-
infeccdo). Assim, ndo conseguimos, no tempo avaliado, observar um aumento no
nivel de anticorpos em decorréncia do tratamento.

A deteccao de reatividade do soro de camundongos infectados ao AWA e ao
SEA, antes mesmo das fases de desenvolvimento do parasito estar presente no
hospedeiro, foi uma interessante caracteristica observada em nosso trabalho. A
existéncia de epitopos compartilhados entre as diferentes fases de desenvolvimento
do parasito pode ser a explicacdo para este fato. Além disso, a presenca desses
epitopos também justifica a crescente producdo das imunoglobulinas (anti-ag. de
esquistossémulo, AWA e SEA), ao longo da infec¢céo pelo parasito. Avaliando a base
de dados do genoma do S. mansoni (schistodb), observamos que as trés fases de
desenvolvimento do parasito, esquistossémulo, verme adulto e ovo, possuem 3306
proteinas em comum, o0 que indica a alta presenca de epitopos compartilhados. Um
trabalho desenvolvido por Omer Ali e colaboradores (1988), que analisou a produgéo
de anticorpos contra antigenos da superficie de esquistossdmulo, em camundongos
infectados pelo S. mansoni, mostrou que a maioria dos anticorpos
antiesquistossdmulo produzidos se liga a antigenos de superficie do ovo do parasito.
Assim sendo, 0 ovo seria o principal imundégeno responsavel pela producdo de
anticorpos antiesquistossémulo durante infec¢cdo croénica. O aumento da producao
de anticorpos antiesquistossémulo, imediatamente apds a producdo dos ovos

corrobora esta observagéo.
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Quando comparada a producéo de IgGl e IgG2c entre as duas linhagens
reinfectadas, foi observado que os camundongos C57BL/6 reinfectados tendem a
uma maior producdo de IgG2c, se comparado aos animais BALB/c reinfectados.
Esses, por sua vez, apresentam uma tendéncia maior em produzirem IgGl em
relacdo aos animais reinfectados da linhagem C57BL/6. Sabe-se que a troca de
isotipo das imunoglobulinas, dentre outros fatores, esta diretamente ligada a
presenca de citocinas especificas. Assim, a producéo dos isotipos IgG1 e IgG2c esta
relacionada com a presenca de IL-4 e IFN-y, respectivamente, e por iSso, O
aparecimento destes isotipos pode inferir o direcionamento de uma resposta imune
Thl (IFN-y — IgG2c) ou Th2 (IL-4 — 1gG1) (Barr, et al., 2009; Stavnezer, 1996).

Nesse contexto, € interessante notar que apenas 0s animais BALBI/c,
independentemente de serem infectados ou reinfectados, produziram niveis
significativos de IL-4. Como foi dito, a citocina IL-4 € um importante fator na inducéo
do desenvolvimento de células Th2 e de células B produtoras de IgG1 e IgE (Abbas
et al., 1996). Dessa maneira, a maior producdo de IgG1l em animais BALB/c esta
relacionada a maior producdo de IL-4. Diante desses resultados, podemos concluir
gue a linhagem BALB/c possui uma maior tendéncia em apresentar uma resposta
Th2 frente a infeccdo/reinfec¢do pelo S. mansoni. Esta caracteristica da linhagem
BALB/c ja foi explorada por Hsieh e colaboradores (1995), os quais demonstraram
que as células desses animais, sobre condi¢cdes neutras de diferenciacéo, in vitro,
tendem a desenvolverem um fenétipo Th2.

Durante todo o tempo de infeccéo e reinfeccdo, pudemos observar tanto na
linhagem BALB/c, quanto na linhagem C57BL/6, producao de niveis significativos de
IL-13 e IL-10. A presenca destas citocinas do tipo 2 ja era esperada, j& que, assim
como outras infec¢cdes helminticas, a infec¢cdo pelo S. mansoni, resulta na inducéo
de uma resposta do tipo 2, caracterizada pela producao de IgE e eosinofilia (Scott et
al, 1989).

Estudos da resposta imune de camundongos associada a infeccao pelo S.
mansoni demonstram um balanco entre as respostas do tipol e do tipo 2, sendo que
0s estagios iniciais da doenc¢a induzem a formacdo de uma resposta do tipo 1,
seguida pela producéo de citocinas do tipo 2, apds o inicio da deposicdo dos ovos
do parasita (Pearce e MacDonald, 2002). Diferentemente desses estudos, nossos
resultados demonstraram uma producao significativa de citocinas do tipo 2 (IL-4, IL-
13 e IL-10), anterior a deposi¢do dos ovos. Esse fato corrobora com os achados de
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Oliveira Fraga e colaboradores (2010), os quais identificaram a indu¢cdo de uma
resposta do tipo 2, acompanhada pela producéo de IL-4 e imunoglobulina IgE, antes
da oviposicao dos parasitos.

A presenga da citocina IL-13, nas duas linhagens BALB/c e C57BL/6
infectadas, no periodo pré-patente, foi uma intrigante observacdo. Sabe-se que, na
fase crbnica da esquistossomose, essa citocina apresenta um papel importante na
reconstituicdo do tecido lesado no granuloma, promovendo a formacéo da fibrose
através da inducdo da producdo de colageno pelos fibroblastos e macrofagos
(Wynn, 2001). Porém, nas fases iniciais da infec¢éo, a funcdo da citocina IL-13 ainda
nao foi bem explorada. Dessein e colaboradores (2004) acreditam que a IL-13, no
comeco da infeccdo, desempenhe um papel protetor na infec¢do, principalmente
relacionada a eosinofilos. A IL-13 € a principal citocina envolvida no recrutamento
de eosindfilos para os tecidos, pois ela aumenta a expressao da molécula de adesao
célular vascular (VCAM)-1 nas células endoteliais, e, assim, aumenta o recrutamento
de eosinodfilos através da interagdo VCAM-1-a4p1. Além disso, a IL-13 aumenta a
expressdo de CD69 nos eosindfilos e a producdo de GM-CSF por vérias células,
inclusive células epiteliais (Dessein et al. 2004). Sendo assim, a IL-13 pode
desempenhar um papel importante na protecdo contra a infeccdo: recrutar o0s
eosinofilos para os locais de entrada e migracdo do parasito, prolongando a
sobrevivéncia dos eosinofilos, aumentando os receptores para ADCC e iniciando a
resposta Th2 contra antigenos da larva do parasito.

No periodo pos-patente, fase em que ocorre a postura dos ovos dos vermes e
a inducdo da formacdo da reacdo granulomatosa, foi observada uma producdo
significativa de TNF-a e IFN-y, nos camundongos C57BL/6 em relagdo aos animais
BALB/c. Sabe-se que a citocina TNF-a possui uma importante furgdo na formacéo
do granuloma. Em camundongos SCID (deficientes em células T eB), a formacéo do
granuloma foi reconstituida apds a injecao de rTNF-a (Amiri et al. 1992). Além disso,
em estudos em humanos, altos niveis de TNF-a estio associados ao aumento do
risco de fibrose (Henri et al, 2002; Booth et al., 2004). Ao contrario, a citocina IFN-y
tem sido associada a uma funcédo anti-fibrogénica (Czaja et al. 1989). Assim,
individuos apresentando altos niveis de TNF-a e baixos niveis de IFN-y, apresentam
maior risco de desenvolver fibrose (Henri et al, 2002; Booth et al., 2004). Nossos

resultados mostraram significativos niveis de TNF-a e IFN-y em camundongos
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C57BL/6, porém, a relacdo destas citocinas com a morbidade da doenca ndo pdde
ser observada ja que os granulomas teciduais nao foram avaliados.

Um interessante fato observado durante a infeccao/reinfeccéo pelo parasito,
foi a baixa producao da citocina IL-17 em ambas as linhagens, BALB/c e C57BL/6.
Sabe-se que a IL-17 esta ligada a gravidade da doenca, sendo que em animais com
grave patologia, € encontrado altos niveis de IL-17 (Rutitzky & Stadecker, 2006). A
patologia menos grave, caracteristica dos camundongos BALB/c e C57BL/6
(Stadecker et al., 2004), pode explicar a falta de producdo significativa dessa
citocina.

Em relacdo a producdo de citocinas pos-tratamento, varios estudos em
humanos mostram que a quimioterapia influencia na producéo de citocinas. Joseph
e colaboradores (2004), mostraram que ha um aumento de producao de citocinas do
tipo 2 apOs tratamento. Em resposta aos antigenos Teg (tegumento externo do
parasito), SWAP, SEA, estes autores observaram aumento na producédo de IL-10
apos tratamento, sendo que em resposta ao Teg e SWAP a producdo das citocinas
IL-4, IL-5 e IL-13 estava aumentada, sete semanas poOs-tratamento. Diferentemente
do trabalho citados, nossos resultados mostram que a producdo de citocinas nos
camundongos infectados/tratados em relacdo aos animais infectados apresentou
apenas diferencas significativas pontuais. Tais diferencas foram observadas em
relagdo a producdo das citocinas do tipo 2, IL-13, IL-10, IL-4, em ambas linhagens,
sendo que também foi observada producao significativa de TNF-a.

Nosso trabalho, ao avaliar os parametros parasitolégicos e imunolégicos da
infeccdo e reinfeccdo, pelo S. mansoni, em camundongos de duas linhagens
diferentes, BALB/c e C57BL/6, permitiu a geracdo de novos conhecimentos acerca
da interacdo parasito-hospedeiro e dos importantes mecanismos imunolégicos
envolvidos na infeccdo e reinfeccdo pelo parasita. Espera-se que 0S nossos
resultados possam auxiliar nos estudos destinados ao controle da esquistossomose,

em relacdo ao desenvolvimento de novas drogas e vacinas.
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7 CONCLUSAO

Através dos nossos resultados podemos concluir que as linhagens BALB/c e
C57BL/6 nao apresentam diferencas em relacdo a carga parasitaria, ao niumero de
ovos nas fezes e ao numero de ovos no intestino, tanto quando foram infectados ou
apoOs serem infectados, tratados e reinfectados. Apesar disso, 0s camundongos de
ambas as linhagens aprestaram diferencas em relacdo a producdo de
imunoglobulinas e citocinas. Os animais reinfectados de ambas as linhagens
apresentaram diferencas em relacéo a producao das imunoglobulinas IgG1 e IgG2c,
sendo que os camundongos C57BL/6 reinfectados apresentaram maior producao de
IgG2c e os animais BALB/c reinfectados maior producdo de lgGl. Camundongos
C57BL/6 apresentaram um perfil misto de producdo de citocinas do tipo 1/tipo 2,
com producédo das citocinas IL-10 e IL-13, ao longo de toda a infec¢cao/reinfeccao,
sendo também significativa a producgéo das citocinas IFN-y e TNF-q, tanto durante a
infeccdo, quanto durante a reinfeccdo. Assim, como os camundongos C57BL/6, 0s
animais BALB/c produziram as citocinas IL-13 e IL-10 ao longo de toda a
infeccéo/reinfeccéo, no entanto, a linhagem BALB/c produziu a citocina IL-4 durante

todo o tempo de infecgao e reinfeccéo.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 1 — Licenca do CEUA

Ministério da Saide

FIOCRUZ
Fundagdo Oswaldo Cruz e

; ) ) ) Comissao de Etica
Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENGA LW-17/09

Certificamos que o protocolo (P-48/09-2), intitulado "Avaliacdo dos
parametros imunolégicos associados 2 infeccdo e re-infecgdo pelo
Schistosoma mansoni em linhagens murinas distintas” sob a responsabilidade
de CRISTINA TOSCANO FONSECA, foi aprovado de acordo com os Principios
Eticos no Uso de Animais, atendendo, inclusive, aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).

Esta licenga tem validade até 09/11/2013 e inclui o uso total de:

Mus musculus
- 170 féemeas de C57BL/8, idade: 6 semanas.

Mus musculus
- 170 fémeas de BALB/c, idade: 6 semanas.

Mus musculus
- 300 fémeas de Swiss webster, idade: 8 semanas.

Rio de Janeiro, 09 de novembro de 2009.

Dr®. Norma Vollmer Labarthe

Coordenadora

Comissdo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundacdo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 — Prédio da Expansdo — sala 200 — Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.8121 e-mail: ceua@fiocruz.br
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